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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivos determinar y optimizar el efecto
del tiempo y la temperatura en la capacidad antioxidante y compuestos fendlicos de las
hojas de nabo silvestre (Brassica Campestris L.) liofilizadas y secadas. Se le realizaron
andlisis de capacidad antioxidante y compuestos fendlicos. La evaluacion de la capacidad
antioxidante se realiz6 empleando el método DPPH vy la evaluacién de compuestos
fenolicos se realizo empleando el método de Folin Ciocalteu que cuantifica el contenido
de compuestos fendlicos totales. El nivel 6ptimo de las variables del proceso de liofilizado
y secado de las hoja de nabo silvestre se determiné mediante el método de Optimizacion
por Disefios Experimentales; empleando el Disefio de Superficie de Respuesta para
descartar las variables no significativas y localizar la region optima, de los cuales se tomo
8 tratamientos, resultando que para el proceso de liofilizado un tiempo de 24 h y una
temperatura de — 40 °C, se optimiza el proceso, obteniendo un contenido final de
capacidad antioxidante de 1.90 (Trolox IC50 gr/100ml/hojas de nabo silvestre) y un
contenido final de compuestos fenolicos de 1915.05 (EQ-AC. Galico mg/100gr). Para el
proceso de secado un tiempo de 14 h y una temperatura 30 °C, se optimizo el proceso,
obteniendo un contenido final de capacidad antioxidante 4.57 (Trolox 1C50
gr/100ml/hojas de nabo silvestre) y un contenido final de compuestos fenolicos 1528.88
(EQ-AC. Galico mg/100gr). Se concluyd que el proceso de liofilizado fue la mas

representativa por presentar los mejores resultados.

Palabras Clave: Capacidad antioxidante, compuestos fenolicos, Brassica campestris L.,

liofilizado, secado.
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ABSTRACT

The purpose of this research work was to determine and optimize the effect of time and
temperature on the antioxidant capacity and phenolic compounds of wild turnip greens
(Brassica Campestris L.) lyophilized and dried. He was tested for antioxidant capacity
and phenolic compounds. The antioxidant capacity evaluation was performed using the
DPPH method and the evaluation of phenolic compounds was performed using the Folin
Ciocalteu method that quantifies the total phenolic compound content. The optimum level
of the freeze-drying and drying process variables of the turnip greens was determined by
the Optimization Method by Experimental Designs; using the Response Surface Design
to discard the non-significant variables and locate the optimal region, of which 8
treatments were taken, resulting in a freeze time of 24 h and a temperature of - 40 ° C for
the freeze-drying process. process, obtaining a final content of antioxidant capacity of
1.90 (Trolox IC50 gr / 100ml / leaves of wild turnip) and a final content of phenolic
compounds of 1915.05 (EQ-AC. Gallic mg / 100gr). For the drying process a time of 14
h and a temperature of 30 ° C, the process was optimized, obtaining a final content of
antioxidant capacity 4.57 (Trolox 1C50 gr / 100ml / leaves of turnip) and a final content
of phenolic compounds 1528.88 ( EQ-AC. Gallic mg / 100gr). It was concluded that the

lyophilisate process was the most representative because it presented the best results.

Keywords: Antioxidant capacity, phenolic compounds, Brassica campestri L.,

lyophilized, dried.
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I.  INTRODUCCION

En la actualidad el antioxidante de los alimentos estd captando el interés de la
poblacion, debido a que existen evidencias cientificas de que los antioxidantes
presentes en los alimentos promueven la salud. Los alimentos que presentan mayor
actividad antioxidante, son los ricos en vitaminas, compuestos fendlicos y entre ellos

principalmente los flavonoides.

Los compuestos fenolicos son cominmente hallados en plantas comestibles y no
comestibles, constituyendo una fraccién muy compleja formada por un nidmero muy
grande, en los ultimos afios, un gran numero de investigaciones cientificas han
descrito las propiedades de los fenoles, entre ellas que destacan la capacidad de actuar
como conservantes de alimentos, tener un papel importante en la proteccién contra
una serie de alteraciones patoldgicas, como la arterosclerosis, disfuncion cerebral,

cancer y propiedades antioxidantes.

Los antioxidantes son compuestos que protegen a las células de los dafios causados
por la oxidacion de los radicales libres (Zapata, 2007). De forma natural nuestro
organismo cuenta con un sistema de defensa antioxidantes representado
fundamentalmente por vitaminas, minerales y enzimas, los cuales, segun (Avello,
2006), los antioxidantes actian donando sus electrones, estabilizando moléculas y
como cofactores para ayudar a combatir y reducir los dafios producidos por los

radicales libres; igualmente retardan el proceso de envejecimiento celular.

Actualmente, existe una mayor preocupacion por llevar un estilo de vida saludable, lo
que se evidencia diariamente a través de los medios de comunicacién, donde se
promueve el consumo de ciertos alimentos, que contengan nutrientes y sustancias
fisiolégicamente activas, que cumplan al igual que los nutrientes esenciales una
funcidn beneficiosa en la prevencion y tratamiento de ciertas enfermedades, como las
cronicas y degenerativas (cancer, diabetes, enfermedades cardiacas, entre otras). Por
tal motivo, la comunidad cientifica a nivel mundial se encuentra investigando
sustancias que tengan propiedades antioxidantes, como los compuestos fenodlicos,
acido ascorbico o vitamina C, los carotenoides, alfa tocoferol o vitamina E, entre otros
(OMS, 2007).

El presente trabajo de investigacion fue realizado con el objetivo de contribuir al
conocimiento de las propiedades del Nabo Silvestre (Brassica campestris L.),
14
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considerandola como un alimento funcional con uso justificado; de tal manera, que las
personas puedan consumir este alimento rico en antioxidante y compuestos fendlicos.
Se pretende evaluar la capacidad antioxidante y compuestos fendlicos de las hojas de

nabo silvestre.

En vista que hasta la fecha atn no se ha realizado investigaciones de las hojas de nabo
silvestre (Brassica campestris L.), es que se planted la siguiente investigacion el cual
tiene por finalidad revalorar e incentivar su produccion y agroindustrializacion para
conocer su capacidad antioxidante y compuesto fenolico el cual resulta de suma
importancia, ya que no constituye Unicamente un proyecto de factibilidad, sino que
ademas aspira a aportar de manera positiva a la sociedad, a través de una alternativa
de alimentacién sana y natural, para posteriormente poder llevar a cabo el desarrollo
de nuevos productos para la alimentacion humana asi dandole un valor agregado a este
vegetal, sin embargo en otros paises y en el Pert lo consumen como infusién o como
un alimento dietético, por la poca informacion que se tiene no se estd utilizando
potencialmente en la agroindustria es que la presente investigacion tiene como

principales objetivos:

General:

e Optimizar el proceso de liofilizado y secado para evaluar la capacidad
antioxidante y compuestos fendlicos de las hojas liofilizadas y hojas secas del

Nabo silvestre (Brassica campestris L.).
Especificos:

e Determinar y optimizar el efecto de tiempo y temperatura en la capacidad
antioxidante de las hojas de nabo silvestre (Brassica campestris L.) liofilizadas

y secadas.

e Evaluar y optimizar el efecto de tiempo y temperatura en el contenido de
compuestos fendlicos de las hojas de nabo silvestre (Brassica campestris L.)

liofilizadas y secadas.
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. REVISION DE LITERATURA
2.1. NABO
2.1.1. Origen

El nabo es originario de Europa Central y meridional, donde se cultiva desde hace
méas de 4000 afios. Se estima que el area de origen es la que se extiende desde el
Mediterraneo Oriental al este de Pakistan y China actualmente se encuentra cultivada en

todo el mundo.

El nabo es una planta de la familia de las brasicaceas, la misma familia a la que
pertenecen otras verduras alimentarias como la berza, la mostaza, el brécoli o la ricula, es
una hortaliza que se adapta muy bien a los climas frios, que engloba 380 géneros y unas
3.000 especies propias de regiones templadas o frias del hemisferio norte. La importancia
de esta familia de hortalizas, a la que también pertenecen las coles y los berros, reside en
que contienen unos compuestos de azufre considerados como potentes antioxidantes que

ayudan a prevenir enfermedades (Zambrano, 2015).
2.1.2. Habitad

Especie de interés horticola, se encuentra cultivada. Puede crecer a altitudes de

hasta 3000 m. también en antiguos campos de cultivo.
2.1.3. Distribucion

Se encuentra cultivada en todos los continentes. En Asia existen variedades
cultivadas, como la col china que tiene gran importancia en la dieta; y Packchoi, muy

apreciada en Japon. En algunos lugares se ha convertido en una planta invasora.
2.1.4. Caracteristicas

El nabo es una planta de la familia de las Brasicéaceas, la misma familia a la que
pertenecen otras verduras alimentarias como la mostaza, el brocoli o la rdcula. Se trata de
una planta bienal, de altura entre 0,5 m y 1.30 m., cuya raiz napiforme se consume en la
alimentacion. La raiz napiforme es una estructura carnosa de forma globosa redondeada y
axonomorfa que contiene numerosas raices laterales absorbentes. Esta estructura es un

6rgano de reserva de la planta, rico en sustancias de nutritivas como carbohidratos y
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minerales que permiten a la planta soportar las condiciones climéticas adversa de las
altitudes donde pueden cultivarse. Las hojas son erizadas, de color verde intenso de 30 - 50
cm. Estas son largamente pecioladas. La inflorescencia es un racimo terminal de flores
amarillas, de 10 - 30 cm. de largo. Las hojas dispuestas en el tallo floral son sésiles,
abrazadas al tallo, oblongas a lanceoladas y glaucas. Las flores de la planta son
caracteristicas de las cruciferas. Estas presentan 4 sépalos de 4 - 5 mm., 4 pétalos en forma
de cruz de 6 — 10 mm., y 6 estambres, 2 de los cuales son mas cortos. Son hermafroditas y
polinizadas por insectos como abejas. En el interior contiene las semillas de la planta, de

color negro, café o rojizo de 1.5 a 2 cm. de diametro (Espinosa et al, 2009)
2.1.5. Clasificacion taxondmica

El nabo silvestre (Brassica campestris L.) o también conocida como nabo malesa,
pertenece a la familia de las Brassicaceae; es decir, posee caracteristicas similares a la

familia del brécoli, el nabo y la col. Constancia (ANEXO C).

REINO: Vegetal
SUB REINO: Phanerogamae
DIVISION: Angiospermae
CLASE: Dicotyledoneae
SUB CLASE: Archychlamydeae
ORDEN: Papaverales
FAMILIA: Brassicaceae
GENERO: Brassica
ESPECIE: Brassica campestri L.
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Tabla N° 1. Composicion nutricional de nabo silvestre y hojas de nabo silvestre.

Nutrientes Nabo silvestre  Hojas de nabo silvestre
Energia (Kcal.) 28 28
Proteina 2 4
Grasa total (g) 0.90 4

Colesterol (mg) - -

Glucidos 4.30 4.10
Fibra (g) 1 0.80
Calcio (mg) 205 239
Hierro (mg) 0.40 3.10
Yodo (mg) - -
Vitamina A (mg) 733.33 733.33
Vitamina C (mg) 91 100

Vitamina D (mg) - -
Vitamina E (mg) 0 0

Vitam. B12 (mg) - -

o
o

Folato (mg.)

Fuente: Espinosa (2009)
2.1.6. Investigaciones

Ccatamayo & Valderrama (2010), realizaron un estudio sobre el aprovechamiento
agroindustrial de las hojas de nabo silvestre deshidratando las hojas desde 30 a 45 °C por

un tiempo de 3 a 24 horas obteniendo resultados favorables.
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Tabla N° 2. Andlisis quimico proximal de la hoja de nabo silvestre deshidratado

Anélisis (%) Resultados
Humedad 9.30
Ceniza 13.98
Proteina 4.23

Grasa 5.00

Fibra 9.50
Carbohidratos 57.99

Fuente: Ccatamayo & Valderrama (2010)
2.2.  ANTIOXIDANTES
2.2.1. Generalidades

Los antioxidantes son ingredientes importantes que protegen la calidad de los

alimentos retardando la oxidacion (Welti & Fellows, 2000)

Segln Sayadis (2005), conceptualizd a un antioxidante como una sustancia que
encontrandose en pequefias concentraciones comparada a la de un sustrato oxidable, retrasa
0 previene significativamente la oxidacion de dicho sustrato, el término de sustratos
oxidable hace referencia a cualquier compuesto encontrado en el alimento y en tejidos

vivos (proteinas, lipidos, carbohidratos y DNA).

Se dice que los alimentos tienen propiedades antioxidantes cuando son capaces de
neutralizar la accion oxidante de una entidad molecular inestable, los radicales libres, sin
perder su propia estabilidad electroquimica. Los radicales libres son productos naturales
intermediarios del metabolismo que dentro del homeostasis metabdlica normal son
regulados por la accion de una serie de enzimas y vitaminas como la SOD-superéxido
dismutasa y la GPX glutation peroxidasa, aparte del efecto de algunas vitaminas (Cy E) y

oligoelementos, como el zinc y el selenio. Al radical libre producto de estrés de diferentes
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tipos, condiciones anormales de radiacion, etc., se les atribuye ser causantes de los procesos

de envejecimiento y de varias otras enfermedades (Starke & Reed, 2003).

Los antioxidantes, por lo tanto, son un grupo amplio de compuestos: vitaminas,
compuestos fendlicos, minerales, colorantes naturales y enzimas. Muchos de los
antioxidantes se encuentran en alimentos vegetales, por lo que se recomienda con efecto
beneficioso incluir frutas, legumbres, tubérculos, verduras y hortalizas o cereales integrales

en nuestra dieta. (Barbosa, 2008).

Los antioxidantes son una forma de defensa del cuerpo humano contra los radicales
libres. Son agentes que inhiben o neutralizan el dafio potencial que los radicales libres
pueden ocasionarnos. Nuestro organismo no puede fabricar los antioxidantes, por ello
necesitamos consumirlos. Los antioxidantes mas conocidos son: vitamina C, vitamina E,

Beta caroteno (una forma de vitamina A) y Selenium (mineral) (Reardon, 2009).

Los antioxidantes, por lo tanto, son un grupo amplio de compuestos: vitaminas,
compuestos fendlicos, minerales, colorantes naturales y enzimas, muchos de los
antioxidantes se encuentran en alimentos vegetales, por lo que se recomienda con efecto
beneficioso incluir frutas, legumbres, tubérculos, verduras y hortalizas o cereales integrales
en nuestra dieta, millones de radicales libres bombardean diariamente nuestras células, el
hecho de que necesiten tantos afios para causar dafios mayores se debe a la eficacia
homeostatica de los sistemas enzimaticos que para neutralizarlos produce nuestro propio
organismo, nuestro sistema de proteccion inmunitaria esta luchando contra los radicales
libres en todo momento, el problema para el organismo humano se produce cuando tiene
que tolerar de forma continuo un exceso de radicales libres, los cuales -aparte de ser
producidos por el metabolismo normal- son generados por varios factores que actuan sobre
0 penetran en nuestro cuerpo (Avello, 2006). Las tensiones sociales, las presiones politicas
y emocionales, la contaminacion ambiental, la polucién industrial y acustica, el humo del
tabaco, los herbicidas, pesticidas, el consumo de ciertas grasas, etc., son algunos de los
factores que incrementan excesivamente la generacion de radicales libres este exceso
supera la resistencia (capacidad de reponer su homeostasis) metaboélica y no puede ya ser

eliminado por el cuerpo (Flores, 2000).

Los radicales libres no solo dafian las membranas de las células, sino que llegan a
destruir y mutar la informacion genética de las células (acidos nucleidos), facilitando asi el

camino para que se desarrollen diversos tipos de enfermedades. La accién de los radicales
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libres esta ligada al cancer, asi como al dafio causado en las arterias por el colesterol "malo*”
LDL (Low Density Lipoprotein Cholesterol), lo que relaciona directamente a las especies
reactivas con las enfermedades cardiovasculares. Existen cada vez mas pruebas de la
intervencion de los radicales libres y de otras moléculas reactivas en los procesos
patoldgicos. La principal evidencia proviene de estudios epidemioldgicos que muestran
correlaciones estadisticas entre la incidencia de patologias y la presencia insuficiente por
concentraciones bajas de nutrientes antioxidantes en el plasma sanguineo o alimentos
(Mayes, 2000).

Los antioxidantes ceden a los radicales libres sus propios electrones salvando asi
nuestras células de sufrir dafio. Entre los antioxidantes por excelencia encontramos al 3-
caroteno, la vitamina C, la vitamina E, y el selenio. La vitamina E es un antioxidante
importante en el organismo y actua en la fase lipidica de las membranas en todas las células.
A la fecha los estudios aln son insuficientes, ni es bastante la informacion sobre la
predisposicion genética responsable de la actividad antioxidante. Tampoco es suficiente la
informacion sobre el aporte y el efecto del aporte de complementos nutricionales de los
antioxidantes mencionados. No se ha llegado a complementar los estudios realizados in
vitro con estudios in vivo. Sin embargo, se recomienda aumentar el consumo de cereales,
nueces, frutas y vegetales, todos ellos ricos en antioxidantes naturales, como los
compuestos fendlicos (entre ellos los flavonoides). Se va estableciendo una fuerte corriente
de opinién en la comunidad cientifica que nos indica que el efecto antioxidante esta
relacionado al consumo integral de estas sustancias con la matriz que los contiene y que
tiene una relacion directa con habitos alimentarios apropiados y con un ejercicio fisico

moderado y apropiado (Venereo, 2012).

Los antioxidantes son sustancias que inhiben o retrasan la oxidacion de otras
moléculas mediante la inhibicion de la propagacion de la reaccion de oxidacion. Estos
pueden clasificarse en naturales o sintéticos, estando estos ultimos en desuso debido a
estudios que les atribuyen efectos carcindgenos (Gamarra, 2003).

2.2.2. Clasificacion de los Antioxidantes
a. Antioxidantes Sintéticos

Se han desarrollado una gran cantidad de antioxidantes sintéticos, los mas

usados son los compuestos fendlicos como el hodroxianisol butilado (BHA), el
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hidroxitolueno butilado (BHT), la butilhidroquinona terciaria (TBHQ) y los

esteres del acido galico.

Los antioxidantes sintéticos contienen sustituciones alquilicas para mejorar su
solubilidad en grasas y aceites. Son muy estables al calor y se usan a menudo
para estabilizar las grasas de los productos cocinados y fritos. Pero desde el
punto de vista de la seguridad alimentaria, estdn sujetos a constantes
cuestionamientos y restricciones, dado a que se ha reportado que serian
carcinogénicos (Calsin, 2007). De acuerdo a las normas, el uso de estos cuatro
antioxidantes sintéticos estan limitadas al 0.02% del contenido de grasa o aceite
del alimento para suprimir el desarrollo de peréxidos durante el
almacenamiento. La toxicologia de los antioxidantes sintéticos se ha estudiado
con gran profundidad, aconsejan mantener cierta precaucion. En este caso los

antioxidantes naturales se presentan como sustancias mas saludables.
b. Antioxidantes Naturales

Los antioxidantes naturales son compuestos fenolicos y su eficacia depende
de la reaccion del hidrogeno fendlico con los radicales libres, de la estabilidad
de los radicales antioxidantes formados durante la reaccion con los radicales
libres y de las sustituciones quimicas presentes en su estructura bésica, que
probablemente es el factor que contribuye la capacidad antioxidante natural
estable (Pokorny, 2004).

Entre los antioxidantes naturales por excelencia encontramos al 3-caroteno, la
vitamina C, la vitamina E, y el selenio (Starke & Reed, 2003). La vitamina E
es un antioxidante importante en el organismo y actta en la fase lipidica de las
membranas en todas las células. Donde los antioxidantes ceden a los radicales
libres sus propios electrones, salvando asi a nuestras células de sufrir dafio
(Moure, 2001).

Las plantas producen una variedad de antioxidantes contra dafio molecular de
especies reactivas y ciertos productos naturales pueden desempefiar un papel preventivo

debido a sus caracteristicas antioxidantes. (Assimopoulou, 2004).
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La oxidacién de las macromoléculas bioldgicas, lipidos, proteinas, carbohidratos y
ADN en diferentes tejidos y 6rganos pueden generar un dafio irreversible que, si es muy
extenso, produce enfermedades y lleva incluso a la muerte celular. Esto ocurre por accién
de los radicales libres, moléculas altamente reactivas que tienen un electrén desapareado
en sus orbitas externas, y que provienen de diversas y numerosas fuentes tanto internas
como externas. Los radicales libres oxidan las macromoléculas cuando les quitan un
electron oxidativo que constituye una cadena y que es, en si mismo dafiino (Londofio,
2006).

Los radicales libres han sido implicados por jugar un rol en mas de 100
enfermedades incluyendo el cancer, arterioesclerosis, artritis reumatoide, enfermedades
inflamatorias del intestino y cataratas. Frente al dafio que produce la oxidacion, el
organismo despliega sistemas antioxidantes. Estos operan, en parte a través de moléculas
que protegen las estructuras bioldgicas impidiendo que sean oxidativas (OMS, 2007). En
la tabla N° 3 se encuentra la clasificacion de antioxidantes exdgeno, endégeno y cofactores.
Son algunas de estas moléculas de bajo peso molecular que entregan sus electrones a los
radicales libres, poniendo fin a la cadena de oxidacion. Cuando el equilibrio existe entre
antioxidantes y oxidantes se pierde a favor de los radicales libres, se cae en un estrés

oxidativo y se produce una enfermedad (Ningappa et al, 2008)

Tabla N° 3. Clasificacion de Antioxidantes

Exdgenos Endogenos Cofactores
Vitamina E Glutation Cobre
Vitamina C Coenzima Q Zinc
Beta caroteno Acido tioctico Manganeso
Fenoles Flavonoides Enzimas: Hierro
Superéxido
dismutasa(SOD)
Catalasa
Glutation peroxidasa
licopeno Selenio

Fuente: Ningappa (2008)
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2.3. COMPUESTOS FENOLICOS
2.3.1. Generalidades

Los compuestos fendlicos se caracterizan por ser uno de los grupos de compuestos
presentes en el reino vegetal, siendo parte importante de la dieta tanto humana como
animal. Constituye un amplio grupo de sustancias quimicas, consideradas metabolitos
secundarios de las plantas, con diferentes estructuras quimicas y actividad, englobando mas
de 8000 compuestos distintos. Actualmente se ha despertado un gran interés por estos
compuestos debido a sus propiedades antioxidantes y sus implicaciones beneficiosas en la
salud humana, tales como en el tratamiento y prevencion del cancer, enfermedades

cardiovasculares y otras patologias de caracter inflamatorio (Martinez et al, 2000).

Los fenoles se encuentran casi en todos los alimentos de origen vegetal. Son
alimentos ricos en fenoles: la cebolla, el té, el vino tinto, el cacao, el aceite de oliva virgen,
etc. Estas sustancias influyen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de los alimentos, ya

que acttian como colorantes, antioxidantes y proporcionan sabor (Garcia, 2005).

Su contribucion a la pigmentacion de los alimentos esta claramente reconocida, a
través de las antocianinas, responsables de los colores rojo, azul, violeta, naranja y parpura
de la mayoria de las plantas y de sus productos (Belitz, 2002). Muchos de los compuestos
fendlicos son buenos sustratos de pardeamiento y a su vez, buenos antioxidantes (Perez -
Leon, 2005). Los diversos compuestos fendlicos pueden ser degradadas por sistemas
enzimaticos presentes en los tejidos vegetales como las glucosidasas, polifenoloxidasas y
peroxidasas (Rios & Lucci, 2004)

Segun Avello (2006), menciona que el contenido de compuestos fendlicos varia de
acuerdo a la coloracion de la céscara y la cantidad. En la tabla 4 se observa algunos

alimentos que tienen contenido de fenoles (mg acido galico/ 100 g de muestra).
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Tabla N° 4. Contenido de fenoles en algunos alimentos.

Fenoles ( mg. Acido

Alimentos galico/ 100 g. de
muestra)

Cascara de betarraga 0.43
Hoja de pepino 0.38
Pulpa de zanahoria 0.06
Hoja de zanahoria 0.74
Cascara de zanahoria 0.66
Arveja 0.04
Cascara de papa 0.43
Arandano 1 574

Camote morado 1 945

Maiz morado 1 1756

Cascara de 3 variedades de camote 2 1099-1247

Hoja de coca 3 234
10 genotipos de mashua 4 91.60 — 331.48
Semillas de ayrampo 5 1695.51

Fuente: Ojeda (2003)
2.3.2. Clasificacion de los compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos son un amplia familia que incluye a diferentes sub-

familias como: los fenoles simples, éacidos fendlicos (hidroxibenzoicos y
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hidroxicindmicos), flavonoides (flavanoles, flavonas, flavanonas, flavonoles, isoflavonas
y antocianinas), chalconas, auronas (hispidol), hidroxicumarinas, lignanos, estilbenos y
poliflavanos (proantocianidinas y prodeoxiantocianidinas) de entre ellos mas de 5 000

polifenoles han sido identificados (Tsao, 2004)

A continuacion, se describen algunas de las familias de los compuestos fendlicos

mas cominmente hallados en los alimentos.
a. Flavonoides

Los flavonoides, pertenecientes al grupo de los fenoles, son fitonutrientes
presentes en diversas plantas que constituyen una parte integrante de la
alimentacion humana. Poseen caracteristicas antioxidantes, propiedades
quelantes y estan asociados a la prevencién de patologias crénicas y
enfermedades relacionadas con la edad. La actividad méas conocida de los
flavonoides es su proteccion contra el estrés oxidativo. Los flavonoides pueden
eliminar los radicales peroxilo, ser eficaces inhibidores de la peroxidacion
lipidica y ser quelantes de los metales redox-activos, evitando la ruptura

catalitica del peroxido de hidrogeno (Rahman, 2007).

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto coman de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de
fenilos, ligados a través de un anillo de pirano (heterociclico). En funcion de
los grados de oxidacion e instauracion del anillo heterociclico se pueden
diferenciar varias clases de flavonoides y dentro de cada clase se pueden
establecer diferencias en base a la naturaleza y nimero de los sustituyentes
unidos a los anillos. La mayoria de los tejidos vegetales pueden sintetizar
flavonoides, los cuales se presentan en forma de glucdsidos solubles en agua
en las hojas y frutas empleadas en la alimentacion humana. (Avello, 2006). A
continuacién, se describen algunos de los flavonoides cominmente hallados en

los alimentos.
e Las flavanonas

El mayor origen de las flavanonas son las frutas y jugos citricos. Estos

compuestos también se encuentran en el garbanzo, comino, bayas de espino,
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regaliz y menta. La flavanona hesperidina puede ser encontrada en el comino
y la menta; la narirutina y la naringenina glicésidos en las bayas de espino, el
eriodictiol en limones y la liquoritigenina en algunas raices. Las flavanonas
contribuyen al sabor de los criticos. La naringenina encontrada en uvas, es
usualmente amarga; la hesperidina encontrada en naranjas, es usualmente
insipida (Peterson, 2018)

e Las flavonas

Las flavonas son compuestos derivados de la benzo-y-pirona; no son
encontradas frecuentemente en frutas, pero son halladas en granos y hierbas.
Pueden contribuir al color del tejido de las plantas y participan en el gusto
(Belitz, 2002)

Las flavonas mas comunes son la apigenina y luteolina. El perejil, romero y
tomillo contienen flavonas. La apigenina y sus glicosidos son cominmente
hallados en cereales, grano, algunas hierbas y algunos vegetales. La luteolina
se presenta en cereales y hierbas. En vegetales y en las hojas de los vegetales,

los glicosidos de luteolina y apigenina han sido reportados (Ojeda, 2003).
e Los flavonoles

Los flavonoles son hallados en todos los alimentos y se acumulan en los tejidos
exteriores aéreos (epidermis y hojas) porque su sintesis se ve estimulada por la
luz; tan solo trazas de flavonoles se encuentran en partes de la planta por debajo
de la superficie terrestre con la notable excepcién de las cebollas (Aherne,
2002). Los flavonoles estan presentes predominantemente como glicosidos que

bajo su forma no glicosidada (aglicén) (Wang, 2000).

Los flavonoles méas conocidos son la quercitina, el kaempferol y la mirecitina.
La quercitina glicosidada predomina en la hoja de varios vegetales. El
kaempferol es el mas comudn entre frutas y vegetales frondosos; también es
hallado en algunas bayas, hierbas, legumbres y vegetales de raiz. La miricetina
se encuentra a menudo en bayas, maiz y té. En las frutas, los flavonoles y sus

glicosilados son hallados predominantemente en la piel (Peterson, 2018).
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b. Los acidos fenélicos

Los &cidos fendlicos constituyen un amplio grupo de compuestos organicos,
distribuidos en la naturaleza y muestran un amplio espectro de actividades
farmacoldgicas; estos han reportado  propiedades antioxidantes,
antimutagénicas, antitumorales y anticarcinogénicas (Tarnawski, 2006).

Son sintetizados a través de la ruta del acido sikimico y pueden presentarse de
forma conjugada o libre. Se distingue 2 principales grupos de acidos fendlicos,
ambos son derivados hidroxi de acidos carboxilicos aromaticos, asi se tiene a

los &cidos benzoicos y a los acidos cindmicos (Tsao, 2004).
2.3.3. Capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos

Un antioxidante se define como una sustancia que encontrandose en pequefias
concentraciones comparada con un sustrato oxidable inhibe o retarda significativamente la
oxidacidon de dicho sustrato (Martinez et al, 2000). Para que un antioxidante tenga actividad
antiradical debe cumplir una caracteristica basica que es generar un radical mas estable y
menos dafiino después de reaccionar con la especie radical, esta reaccion se basa en una
transicion redox en la que estd implicada la donacion de un electron (o un atomo de
hidrogeno) a la especie radical. Como resultado de esta transferencia, se formara un radical
derivado del antioxidante que puede tener caracter inerte, estable o presentar cierta
reactividad (Cadenas, 2001)

Una reaccion de oxidacidn-reduccion (redox) es una reaccion de transferencia de
electrones. La especie que pierde los electrones se oxida y la que los gana se reduce, en
sistemas bioldgicos (generalmente en las células aerobias) como una consecuencia natural
de la reaccion de oxidacion (redox) durante la respiracion celular y productos del
metabolismo, se forman especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERO y ERN) como:
Radical hidroxil (OH), anion superoxido (O2 —), peroxido de hidroégeno (H20z), entre otros
(Dastmalchi et al, 2008). A bajas 0 moderadas concentraciones ellos poseen varios roles
fisiologicos asi, son esenciales para el suministro de energia, desintoxicacion, sefializacion
quimica y la funcion inmunoldgica (Dimitrios, 2006) Sin embargo, durante el estrés
oxidativo hay una sobreproduccion de ERO y ERN que pueden producir degradacion de
los componentes celulares, DNA, RNA, carbohidratos, proteinas y lipidos; lo que lleva

eventualmente a la disfuncién y finalmente a la muerte celular. Estos dafios contribuyen a
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un mayor riesgo de enfermedades relacionados con el estrés oxidativo tales como:
cardiovasculares, cancer, arteriosclerosis, diabetes mellitus, reumatismo, isquemia, la
aceleracion de procesos de envejecimiento y otras enfermedades cronicas (Tarnawski et al,
2006; Vrchovska, 2006).

Segun Tsao (2004), la capacidad antioxidante de un compuesto estd determinada

por:

e Su reactividad como un agente donador de hidrdgeno y electron (que se refiere
a su potencial de reduccion).

e EI destino resultante del radical derivado antioxidante, que se rige por su
capacidad para estabilizar y deslocalizar electrones desapareados.

e Su reactividad con otros antioxidantes.

e Su potencial de quelacion de metales de transicion.

Los compuestos fendlicos de las plantas pueden reducir los efectos perjudiciales de
las ERO de una serie de procesos bioldgicos y patoldgicos; la inactivacion de los ERO por
los fendlicos de las plantas puede ser la base del supuesto beneficio de la salud humana
(Alarcén, 2007). La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos se ve afectada por
su estructura quimica, mostrando una mayor eficiencia antioxidante in vitro en
comparacion con la vitamina E y C. Los compuestos fendlicos poliméricos son

antioxidantes mas potentes que los monoméricos (Moure, 2001)

La capacidad antioxidante depende no solo de las caracteristicas estructurales, sino
también de muchos otros factores tales como la concentracion, temperatura, luz, tipo de
sustrato, estado fisico del sistema y de la presencia de numerosos micro compuestos que

pueden actuar como pre oxidantes o sinergistas (Pokorny, 2004).

2.4.  METODOS UTILIZADOS PARA EVALUAR LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante es ampliamente usada como un parametro para
caracterizar a diferentes materiales (frutas, vegetales, vinos, té, aceites, etc.). Esta
capacidad esta relacionada con compuestos capaces de proteger a un sistema bioldgico del
potencial efecto dafiino de procesos o reacciones que causan excesiva oxidacion, donde
estan involucrados las ERO y ERN (Arnao, 2000)
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Para la cuantificacion de la capacidad antioxidante de un material bioldgico existen
diferentes métodos, entre los cuales se tienen: la medida de la capacidad antioxidante en
funcién de la especie oxidante (ERO/ERN especificos o radicales estables no bioldgicos)
a evaluar; el mecanismo de actuacion del antioxidante (capacidad secuestradora de
radicales, capacidad de inhibicion de la peroxidacion lipidica, capacidad de reducir

metales, etc.) o del sustrato oxidable utilizado (quimico o bioldgico).

Los métodos mas comunmente usados por su facilidad, rapidez y sensibilidad son
los que emplean radicales cromdgenos naturales o radicales que simulan a una ERO o ERN.
La presencia del antioxidante conduce a la desaparicién de estos radicales cromogenos.
Entre los radicales mas ampliamente usados estdn el ABTS (2,2'-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonicacid) y el DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). Ambos
presentan excelente estabilidad bajo las condiciones de ensayo pero, también muestras
diferencias importantes en su respuesta como antioxidante y en su manipulacién (Arnao,
2000).

La determinaciodn de la capacidad antioxidante por el método del ABTS utiliza al
radical cromogeno ABTS (color azul-verdoso), este presenta un espectro con absorbancias
maximas a 414, 752 y 842 nm en medio acuoso y 414, 730 y 873 nm en medio etanolico.
El radical ABTS puede ser generado via enzimética (peroxidasa, mioglobina) o por medio
de reacciones quimicas (didxido de manganeso, persulfato de potasio) y puede ser disuelto
en un medio acuoso u organico (Wojdylo et al, 2007) Este método se basa en la actividad
de una molécula antioxidante para inhibir al radical ABTS, producto de la reaccion se
observa un cambio de coloracién de azul-verdoso a incoloro. El grado de esta decoloracion
refleja al radical ABTS que fue atrapado y esto puede ser directamente monitoreado por
deteccion espectrofotométrica (Lima, 2005). Este método es capaz de determinar la
capacidad antioxidante hidrofilica (en un medio buffer acuoso) y lipofilica (en medio
organico) (Alcolea, 2002)

Por otro lado, se conoce el método del DPPH, este radical DPPH es adquirido
directamente sin preparacion. EI DPPH es disuelto en medio organico, especialmente en
etanol, lo cual es una importante limitacion al interpretar el rol de los antioxidantes
hidrofilicos (Arnao, 2000) Este radical tiene un electrén desapareado y es de color azul-

violeta, decolorandose hacia amarillo palido por reaccion con una sustancia antioxidante;
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la absorbancia es medida espectrofotométricamente a 515 nm. La diferencia de

absorbancias, permite obtener el porcentaje de captacion de radicales libres.

Para evaluar la actividad antioxidante de los radicales de los compuestos o
extractos, estos se hacen reaccionar con el radical estable DPPH, la reduccion del DPPH
es entendida por el monitoreo del decrecimiento en sus caracteristicas de longitud de onda
durante la accion. En su forma radical, el DPPH absorbe a 517 nm. Pero luego de la

reduccion por efecto de un antioxidante la absorcion desaparece.

Desde el punto de vista de la metodologia del DPPH, este método es recomendado
como facil y exacto con consideracién de medir la actividad antioxidante de jugos o

extractos de vegetales y frutas.

El método de DPPH no es usado para medir la actividad antioxidante del plasma,
porque la proteina es precipitada en el medio de reaccion alcoholica. Sin embargo el
método del DPPH fue usado para medicion de la capacidad antioxidante de aceites,
vegetales y fracciones de aceites segun lo reportado por (Espin et al, 2000). Este ensayo ha
sido aplicado a diferentes alimentos procesados, tales como alimentos de granos

procesados.

Posteriormente los valores de la absorbancia seran utilizados para determinar el
porcentaje de captacién de radicales libres (DPPH) (Brand & Williams 1995) Los
resultados se suelen expresar como IC50, es decir, la concentracién de antioxidante
necesaria para estabilizar un 50% del DPPH. Sin embargo, han surgido otros parametros
como la eficiencia anti-radicalaria (EA) basada en la cinética de la reaccién y que

involucran, ademas de la concentracion de antioxidante.
2.5. CUANTIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

En la actualidad existe una creciente necesidad de cuantificar a los compuestos
fenolicos presentes en la dieta, en diferentes plantas y entre las distintas variedades de la
misma planta; debido a su importancia en la contribucion al mantenimiento de la salud
humana, lo que ha hecho que cada dia sean méas los datos que se pueden encontrar en la
bibliografia cientifica sobre el perfil fendlicos en diversos alimentos. Ademas, la gran
diversidad de compuestos fendlicos dispersos en los tejidos vegetales, asi como sus

diferentes estructuras quimicas, ha traido consigo la necesidad de desarrollar un gran
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namero de técnicas analiticas para su cuantificacién (Martinez et al, 2000 citado por Tsao,
2004)

a. Método espectrofotométrico

Numerosos metodos espectrofotométricos han sido desarrollados para la
cuantificacion del contenido de compuestos fenolicos en materiales vegetales,
los cuales son ensayos simples y rdpidos, ya que no son necesarios
procedimientos de limpieza de la muestra. Sin embargo, poseen ciertos
inconvenientes, ya que algunos de ellos no son especificos para fenoles, por lo

tanto presentan mayor interferencia (Parejo et al, 2004).
e Ensayo de Folin — Ciocalteu

Los métodos tradicionales para la determinacién de fenoles totales se han
basado en la medicion directa de la absorcion de la radiacién ultravioleta, o
mas frecuentemente, mediante meétodos colorimeétricos como el uso del
reactivo Folin-ciocalteu (Antolovich et al, 2000). Actualmente, el método de
Folin-ciocalteu es el méas utilizado para estimar el contenido total de
compuestos fendlicos en extractos de plantas, alimentos y bebidas. Se basan en
las propiedades Oxido — reductoras de los compuestos fendlicos. Los
polifenoles actian como agentes reductores y donadores de hidrogeno o
electrones (Stratil et al, 2007), y en esta técnica se utiliza un reactivo
compuesto por una mezcla de los acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en
medio basico (Na;COz) el cual se reduce al oxidar los compuesto fendlicos
presentes en la muestra analizada, originando compuestos azules de wolframio
y molibdeno que son detectados a 755 nm (Naczka, 2004). El color obtenido
en el ensayo dependerd en gran medida del potencial redox de los grupos
fenolicos. Las reacciones de los fenoles con el reactivo Folin—ciocalteu son
estequiométricamente predecibles; sin embargo este no es especifico y detecta
todos los 26 grupos fendlicos encontrados en los extractos incluyendo aquellos
que forman parte de proteinas; otra desventaja de este ensayo es la interferencia

de sustancias reductoras tales como acido ascorbico (Naczka, 2004).
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26. SECADO
2.6.1. Definicién

El secado es la operacion por la cual se elimina total o parcialmente el agua en la
sustancia que la contiene (Fito, 2001). El secado es una operacioén compleja que implica la
transferencia transitoria de calor y masa junto con varios tipos de procesos (Jangam et al,
2010), relacionados a las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del alimento, tales
como la actividad enzimatica, deterioro microbiano, textura, viscosidad, dureza, aroma,

gusto y sabor (Barbosa & Vega, 2000).

La deshidratacion o secado de alimentos es una de las operaciones unitarias mas
utilizadas en la conservacion de los mismos, con la que también se logran disminuir los
costes de envasado, manejo, almacenado y transporte, ya que se disminuye el peso del
alimento y en algunos casos el volumen (Barbosa & Canovas, 2005). A pesar de que los
términos de secado y deshidratacion se utilizan como sinénimos, en realidad no deberia ser
asi, porque se considera que un alimento esta deshidratado si no contiene mas de 2.5 % de

agua, mientras gue uno seco puede contener mas de 2.5 % (Barbosa & Vega, 2000).

El secado de los sélidos, desde el punto de vista tedrico o experimental, es la
operacion unitaria que consiste en retirar el contenido de humedad en un alimento, fluctta
en funcion de numerosos factores, en tanto que la materia seca permanece constante
durante la deshidratacion, cuando el aire caliente pasa sobre el alimento himedo, el vapor
de agua se difunde a través de una pelicula que rodea al producto y se deja llevar por el aire
en movimiento. Una gradiente de presion de vapor de agua se establece entre el interior
hiimedo del alimento y el aire seco, la cual proporciona la “fuerza motriz” para la

eliminacién de agua (Welti & Fellows, 2000).

El secado produce cambios en la estructura del alimento. El efecto mas general y
evidente, asi como también el mas dificil de evitar, es la contraccién. Por lo general, la
matriz solida tiene una cierta resistencia, y por lo tanto la contraccion es menor que el
volumen de agua eliminado. Tensiones mecénicas son inducidas y la deformacion se
produce (Berk & Romero, 2013).

En general, el secado rapido y las altas temperaturas causan mayores cambios en la
textura de los alimentos que las que generan las tasas moderadas de secado y temperaturas

mas bajas. Las altas temperaturas del aire (especialmente con frutas, pescados y carnes),
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producen cambios quimicos y fisicos complejos en los solutos de la superficie, y la
formacion de una piel impermeable dura. Esto se denomina “caso de endurecimiento” y
reduce la velocidad de secado para producir un alimento con una superficie seca y un
interior hiumedo. Esto se reduce al minimo mediante el control de las condiciones de secado
para evitar gradientes de humedad excesivamente altas entre el interior y la superficie del
alimento (Welti & Fellows, 2000).

2.6.2. Secado en bandeja

El secador de bandejas, también llamado secador de anaqueles, de gabinete o de
compartimientos (Geankoplis, 2006), consiste en una pila de bandejas o varias pilas de
bandejas colocadas en una gran camara aislada en la que el aire caliente se hace circular

con ventiladores apropiadamente disefiados y paletas de guia (Mujumdar, 2011).

El aire es calentado mediante un calentador a la entrada y es forzado a pasar a través
del conjunto de bandejas y sobre el producto (Barbosa & Canovas, 2005). Los calentadores
de aire pueden ser quemadores de gas directo, serpentines de vapor, intercambiadores o
calentadores eléctricos y la velocidad de aire es de 2 a 5 m/s (Barbosa & Vega, 2000). Mas
0 menos del 10 al 20 por ciento del aire que pasa sobre las bandejas es nuevo y el resto es

aire recirculado (Geankoplis, 2006).

El aire caliente y seco se utiliza para suministrar el calor necesario tanto para la
evaporacion como para eliminar el vapor de agua de la superficie del alimento. Ambos
intercambios de calor y masa entre el gas y la particula son esencialmente transferencias
de conveccion, aunque la conduccion y radiacion también pueden estar implicadas en cierta
medida (Berk & Romero, 2013).

Segun (Fito, 2001), el flujo de aire en este tipo de secadores puede ser:

e Horizontal, si el aire circula paralelamente al lecho a secar.

e Transversal, si el aire circula perpendicularmente al lecho a secar.

Los secadores de bandejas son Utiles para secar pequefias cargas de productos
valiosos. En general se aplican cuando la capacidad necesaria no excede de 25 a 50 kg/h
de producto seco. En ellos se puede secar practicamente cualquier material, pero a causa
de la mano de obra requerida para la carga y descarga, su operacion resulta costosa para su
baja capacidad de produccidon. Sin embargo, su versatilidad y la buena calidad comercial
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de los productos obtenidos los hace utilizables en la deshidratacion de productos agricolas.
Los rendimientos térmicos de este tipo de secador suelen estar comprendidos entre el 20 y

el 50 por ciento, pudiendo ser mas bajos.

El problema mas grande de este tipo de secaderos es obtener un secado uniforme
en los diferentes puntos de las bandejas (Barbosa & Cénovas, 2005) Generalmente, el
material situado mas cerca de la entrada de aire seco tiene el mas bajo contenido de
humedad. Con el fin de asegurar un secado mas uniforme, la direccién del flujo de aire
puede ser revertida o las bandejas se pueden rotar periodicamente. Algunos secadores estan
equipados con deflectores moviles, ajustados de manera que se obtenga una distribucion

uniforme del aire de secado en todo el gabinete (Berk & Romero, 2013).

Productos como las zanahorias, camotes, papas y cebollas son sensibles a la
temperatura. El problema de pardeamiento, pérdida de sabor y disminucion de la capacidad
de rehidratacién del producto seco se producen durante el secado de aire caliente, pero
pueden ser resueltos por algunos pre-tratamientos como el escaldado, inmersion quimica 'y

la deshidratacion osmética (Sutar & Thorat, 2011)
2.6.3. Secado por aire caliente

Este tipo de secado contempla tres periodos, el primero de induccion, en esta etapa
se inicia el proceso de secado de manera que el producto se calienta y aumenta la
temperatura de la interface, produciéndose una adaptacion del material a las condiciones
de secado, para fines de calculos se prescinde de esta etapa ya que en el transcurso de esta
tiende a estado estacionario. EI segundo es el de velocidad constante, donde se presentan 3
sucesos: Velocidad de eliminaciéon de agua en la superficie del solido es menor que la
Velocidad del agua que llega a ella desde el interior, de esta manera la superficie del
material se comporta como una masa de liquido, la velocidad de secado es igual a la
velocidad de evaporacion de agua y velocidad del flujo de calor que llega desde el aire al
solido, en tales condiciones el calor que llega al solido se invierte totalmente en la
evaporacion del liquido (Barbosa & Cénovas, 2005).

El tiempo transcurre hasta que Velocidad de eliminacion de agua en la superficie
del solido es mayor que la Velocidad del agua que llega a ella desde el interior, a este punto

el calor que llega al solido se invierte en recalentarlo. Finalmente esta el periodo de
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velocidad constante decreciente, donde la velocidad de secado es lineal con el contenido
de humedad (Geankoplis, 2006).

2.7. SECADO DE PLANTAS AROMATICAS Y MEDICINALES

Hoy la produccion de plantas medicinales con el incremento de combustibles fosiles
enfrenta grandes problemas desde el punto de vista energéetico. Fundamentalmente,
después del cultivo y la cosecha se requieren una serie de actividades poscosecha, puntos
clave para el desarrollo sustentable, energéticamente, de la produccion de estas plantas. La
reduccion del consumo energético precisamente en dichas actividades posteriores a la
produccion agricola va a depender en gran medida del tipo de secado utilizado (Rodriguez,
2012).

El secado es el proceso de transformacién por el cual obtenemos planta o partes de
ésta secas como pueden ser raiz, hoja, flor, pétalos, estigmas, estambres, frutos, semillas o
corteza; su objetivo es estabilizar y conservar en ésta las mismas propiedades y
composicion en principios activos que contiene la planta fresca, evitar deterioraciones
durante la conservacién del material y que el aspecto visual del producto final sea aceptable
para el mercado. (Moré & Melero, 2011), la parte util a transformar dependera de analisis
previos o bibliografia donde se haya definido el potencial para la aromatica a estudiar. En
el caso del estragdn, sus principios activos estan en las hojas (Situs, 2004). Dentro de las
operaciones de transformacion, el secado es quien puede marcar la diferencia en el
consumo energético, bien sea en la optimizacion de procesos establecidos, o proponiendo
nuevos sistemas de secado, donde sea posible al disminuir la humedad en el material
vegetal hasta porcentajes que impiden el desarrollo de los microorganismos y
consecuentemente la pérdida de los principios activos (Fito, 2001).

La calidad final depende fundamentalmente del consumidor, es decir, del uso al que
se destine (Rodriguez, 2012), y las politicas del pais donde se exporte, en términos
generales se evaluaran aspectos visuales, si su comercializacién se realiza para
herboristeria, en cuanto a usos industriales de perfumeria, industria alimentaria y licoreria,
su calidad la determina el color, si la venta se realiza para fines cosméticos, farmacéuticos,

el determinante seran los principios activos.
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2.7.1. Factores a tener en cuenta durante el proceso de secado

e Temperatura de secado: El rango de temperaturas que se utiliza para secar la
mayor parte de plantas aromaticas y medicinales se encuentra entre los 30 y
40° C, hay excepciones, que han sido estudiadas en la literatura donde son
rangos inferiores para evitar la alteracion de los principios activos (Moré &
Melero, 2011). En la mayoria de los casos, a partir de los 35° C se empiezan a
perder compuestos volatiles o existe el riesgo que el producto pierda color o
empiece su pardeamiento y encogimiento (Huisman et al, 2007). No obstante,
conviene secar a la temperatura maxima que acepte el producto, ya que asi el
secado es mas rapido. Larrasoafia (2010) hizo un estudio con una estufa a 40,
50, 60 y 70 °C de temperatura, y observo una correlacion lineal entre el
aumento de aire de secado en la pérdida de la composicion quimica del
producto y el efecto de la altura con 5,75, y 10 cm no fue significativo.

e Tiempo de secado: En general, se prefiere que el secado sea rapido, o sea, que
dure entre 22-48 horas. Un secado rapido permite preservar mejor la calidad,
porque evita fendmenos de ennegrecimiento del producto, de pérdida de
compuestos volatiles o de modificacion de los principios activos.
(Arabhosseini et al, 2007).

e Humedad relativa del aire de secado: El aire ambiental (aire himedo) es una
mezcla de gas (aire seco) y una cierta cantidad de vapor de agua. La humedad
relativa expresa el grado de saturacion de un aire en vapor de agua a una
temperatura dada. En procesos de almacenamiento, se ha determinado que la
humedad relativa debe estar por debajo del 60 %, considerado como el umbral
para evitar el crecimiento de mohos y temperaturas entre 10 °C y 30 °C
(Arabhosseini et al, 2007).

e Contenido de agua del material a secar: La humedad inicial de la mayor parte
de las plantas se encuentra entre el 70-80%, aunque este valor depende de la
especie, del érgano vegetal y de las condiciones de cultivo (Moré & Melero,
2011).

e Composicion quimica del material a secar: ES necesario conocer qué tipo de
componentes contiene el material que queremos secar, ya que posterior ha
dicho tratamiento esta puede variar. Asi pues, la temperatura influye en gran

medida en la pérdida de la calidad de los compuestos biol6gicos como aceites
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esenciales, sobre todo a partir de 45°C. También se ven afectados otros
principios activos, como los heterdsidos, alcaloides, terpenos que pueden
descomponerse debido a la alta temperatura. (Huisman et al, 2007).

e Laestructura fisica del material a secar, determina el flujo de aire de secado o
el vacio a emplear, ya que dicha geometria determina condiciones como el
ancho o grosor de la capa a secar. Refiriéndose a calidad de plantas secas, es
preferible secar en capa fina (bandejas), que en gruesa (cajones) ya que el

resultado obtenido es un secado mas homogéneo (Moré & Melero, 2011).
2.7.2. Tipos de Secado en plantas medicinales y aromaticas

El sistema mas habitual de secado es por convencion de aire, que puede ser natural
o forzado, tal como se aprecia en la Figura 1. También existen otros sistemas industriales
maés sofisticados como el secado a baja temperatura mediante el vacio, secado con rayos
infrarrojos, con microondas y la liofilizacién. El secado natural (bajo el sol o la sombra) es
dispendioso en tiempo y no se garantiza calidad en el producto refracciones de la luz o
factores climaticos. Con el secado artificial el producto final que se obtiene es de excelente

calidad, pero el consumo de energia es extremadamente alto.

Secado natural

Ala sombra

J

Cajones
Secado por
. N——
conveccion p §
Secadores Armario
estaticos multinivel
T ———
Camaras
Secado frozado
N——
T
—_— Tunel
secadores - J
continuos )
) Cinta
Transportadora

\

Figura N° 1. Sistemas de secado en plantas aromaticas y medicinales.

Fuente: Moré & Melero (2011).
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2.8. OPTIMIZACION
2.8.1. Definicién

Método para determinar los valores de las variables que intervienen en un proceso,
sistema para que el resultado sea el mejor posible y seleccion del mejor elemento de un
conjunto de elementos disponibles (Huertas, 2013). Optimizar un proceso significa muchas
cosas entre las mas principales es: hacer algo mejor o conseguir el mejor funcionamiento
de un proceso. En nuestro caso sera, ajustar las entradas a las caracteristicas de un
dispositivo, proceso matematico o experimento, para encontrar la salida o resultado

minimo o maximo, segun lo que se requiera. (Gutiérrez, 2008).

Segun Ramirez (et al, 2014) se ha optimizado experimentalmente el proceso de
liofilizacion de las hojas de Estragon Ruso (Artemisia Drancunculus L.) y comparo
estadisticamente el producto liofilizado a la condicion optima, con el obtenido por secado
por conveccion. Se utilizé un liofilizador de bandejas, donde inicialmente el material
vegetal fue enfriado desde 25 °C hasta -40 °C. La optimizacion se realiz6 con la
metodologia de superficie de respuesta con un disefio “optimal”, en funcion de la variable
independiente velocidades de calentamiento de la placa (0.03 — 0.06 °C/min) desde -40 °C
hasta 35 °C. Y las variables dependientes: humedad, actividad de agua, actividad
antioxidante, color y tiempo. El secado por conveccion, fue realizado a 45 °C, y tiempo 23

a 30 horas.
2.8.2. Disefio factorial de experimentos

El disefio factorial de experimentos es una técnica estadistica que permite planificar
eficientemente la experimentacion, de modo que con un nimero minimo de ensayos se
logra determinar la significancia de cada una de las variables independientes evaluadas, el
efecto de su interacciones y se obtiene un modelo matematico empirico, que constituye la
base para un proceso posterior de optimizacion. (Navidi, 2006).

2.8.3. Determinacién de rangos de optimizacion de tiempo y la temperatura a través del
Método Superficie Respuesta

Se utilizd el disefio el método de superficie respuesta, empleando el Disefio
Compuesto Central Rotacional (DCCR), el cual se basa en un disefio factorial con puntos
centrales y axiales. Este tipo de disefio se utiliza cuando se quiera verificar la existencia de

términos cuadraticos en el modelo de regresion (Montgomery, 2002).
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Este tipo de planeamiento consiste de una parte referente al planeamiento factorial
2K (o de planeamiento fraccionario) con ne corridas, 2% corridas axiales o estrella y nc

corridas centrales.
2.9. LIOFILIZACION
2.9.1. Definicién

La liofilizacién se desarrollé para superar las pérdidas de los compuestos
responsables de los aromas de los alimentos, los cuales se perdian en las operaciones

convencionales de secado (Okus, 2000).

El proceso de liofilizacion consta de tres etapas: Congelacion, secado primario y
secundario. La congelacion debe ser muy rapida con el objeto de obtener un producto con
cristales de hielo pequefios, teniendo presente la temperatura eutéctica del alimento para
llevarlo a un estado amorfo. La etapa de secado se realiza a presiones bajas para permitir
la sublimacién del hielo (Orrego & Alzate, 2008).

Llamado también criodesecacion, es un método de desecado de alimentos en la que
el producto se deshidrata congelandolo primero y sublimando después el hielo desde el
estado congelado. EIl proceso consiste en congelar el alimento, crear un cierto vacio y

calentarlo ligeramente para sublimar (Alcazar, 2002).

La liofilizacion, también llamada criodeshidratacion o secado en estado congelado,
es otra de las técnicas de conservacion de alimentos por reduccién de su actividad de agua.
Destaca frente a las restantes por respetar en grado sumo las propiedades organolépticas y
nutritivas del alimento procesado. Otra ventaja asociada a esta técnica es la porosidad del

producto tratado, que le confiere una muy buena rehidratabilidad (Rodriguez, 2002).

La técnica de la liofilizacion (freeze-drying) consiste en la transformacién directa
(sublimacidn) del hielo de un alimento congelado en vapor de agua, la sublimacién solo se
puede hacer si la temperatura y la presion parcial de vapor del hielo son inferiores a las del
punto triple (en torno a 0°C y 4,58 torrs.). La sublimacion es de caracter endotérmica y el
calor de sublimacién es del orden de 680 kcal/kg de agua. Por lo tanto, es necesario aportar
calor hasta conseguir la sublimacidn; pero este aporte debe controlarse con precision, para

evitar la fusidn, aunque sea parcial, del alimento congelado (Cheftel et al, 2000).
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e Etapa de congelacion: La temperatura y tiempo de congelacion de productos
alimentarios es funcidn de los solutos en solucién que contiene (Fito, 2001).

e Etapas primaria y secundaria de secado: La primera etapa es la sublimaciéon del
hielo bajo vacio. El hielo sublima cuando se suministra la energia
correspondiente al calor latente debido a la baja presion en la camara de secado,
el vapor de agua generado en la interface de sublimacion es eliminado a través
de los poros. La energia para la sublimacion del hielo (calor latente) es
suministrada por radiacién o conduccién a través del producto congelado (Hua,
2010).

La segunda etapa comienza cuando se ha agotado el hielo en el producto y la
humedad proviene del agua parcialmente ligada en el material que se esta secando la
liofilizacion se desarroll6 para superar las pérdidas de los compuestos responsables de los
aromas en alimentos, los cuales se perdian en las operaciones convencionales de secado y
consiste en dos etapas: 1) el producto se congela y 2) el producto se seca por sublimacion
directa del hielo bajo una presion reducida, este método es considerado como un método
efectivo para ampliar la vida media de los alimentos. (Orrego & Alzate, 2008).

2.9.2. Caracteristicas de la liofilizacion

Segun Barbosa & Canovas (2005), la liofilizacion tiene dos caracteristicas

importantes que son:

e virtual ausencia de aire durante el procesado. La ausencia de aire y la baja
temperatura previene el deterioro debido a la oxidacion o las modificaciones

del producto.

e secado a una temperatura inferior al ambiente: los productos que se
descomponen o sufren cambios en su estructura, textura, apariencia y/o aromas
como consecuencia de temperaturas altas, pueden secarse bajo vacié con un

dafio minimo.
2.9.3. Diferencias entre la deshidratacion convencional y la liofilizacién

La liofilizacion ofrece con una calidad muy superior a la que se obtendria por
técnicas de secado convencionales. Por otra parte, un alimento liofilizado envasado a vacié

o almacenado en una atmosfera de gases inertes puede conservarse en buenas condiciones
41

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
i Altiplano

durante al menos un afio. En general esta técnica no altera sus propiedades, asi las
reacciones de pardeamiento no enzimatico, que se desarrolla hacia contenidos en agua
intermedios, no tiene de una manera apreciable. La velocidad de sublimacion del hielo es
lo suficientemente rapida como para reducir esta fase de transicion evitando la aparicién
de olores y sabores asociados a estas reacciones y las posibles pérdidas de valor nutritivo
del alimento (Rodriguez, 2012).

Los productos liofilizados pueden volver a su forma y estructura original por
adicion de agua. La estructura esponjosa del producto liofilizado permite una rapida
rehidratacion del mismo. Las caracteristicas del producto rehidratado son analogas a las
que poseia el producto fresco. La porosidad de los productos liofilizados permite una
rehidratacion mucho mas completa y rapida que la de alimentos secados por aire (Barbosa
& Vega 2000), las diferencias bésicas que se presentan se pueden apreciar en la siguiente
tabla N° 5.

Tabla N° 5. Diferencias entre el secado convencional y el secado por liofilizacion.

DESHIDRATACION LIOFILIZACION
CONVENCIONAL

Eficaz, si se trata de alimentos Es un sistema eficaz para la mayor
Facilmente deshidratables parte de los alimentos, pero
(verduras y granos) generalmente solo se emplea

cuando los otros métodos resultan

ineficaces.
Inadecuado para la carne Eficaz con carnes crudas o cocidas

Rango de temperatura 37 - 93°C Temperaturas inferiores a las del

punto de congelacion.

Presion atmosférica Presiones inferiores a la
atmosférica (27-133 Pa)

Evaporacion del agua desde la El agua se sublima desde el frente

superficie del alimento de hielo
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Migracion de los solutos y en
algunas ocasiones, acorchado o

endurecido

El stress que se genera en
alimentos s6lidos provoca dafios

estructurales y retraccion
Rehidratacion lenta e incompleta

Las particulas solidas o porosas
son a veces mas pesadas que el

alimento original

Frecuentes olores y aromas

anormales
El color generalmente es oscuro
Se pierde valor nutritivo

Mas barato

Migracion de los solutos minimo

Cambios estructurales y retraccion

minimos

Réapida y completa rehidratacion

Las particulas de material
deshidratado poseen menos

densidad que el alimento original

Olores y aromas generalmente

normales
Color generalmente normal
Perdidas de nutrientes minimos

Hasta cuatro veces mas caro que la

deshidratacion convencional.

Fuente: Welti & Fellows (2000)

2.9.4. Fundamento tedrico de la liofilizacion

e Congelacion: Es una operacion unitaria en la que la temperatura del alimento

se reduce por debajo de su punto de congelacién, generalmente a -18°C o

menos, con lo que una gran parte del agua contenida en el producto cambia de

estado formando cristales de hielo. La congelacion no solo es un cambio en el

calor sensible del alimento, sino que también es necesario eliminar el calor

latente asociado al cambio de fase correspondiente a la transformacion de una

parte de agua liquida en hielo (Alcazar, 2002).

La congelacion de los alimentos es un método de conservacion, que consiste

en reducir la temperatura del producto a niveles por debajo de 0°C que evitara
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un descenso significativo en la velocidad de crecimiento de microorganismos
y por lo tanto, en el deterioro del producto debido a la actividad microbiana.
La misma influencia de la temperatura puede aplicarse a la mayoria de las
reacciones que pudieran ocurrir en el producto, tales como las reacciones
enzimaticas y de oxidacion. Ademas, la formacion de cristales de hielo dentro
del producto disminuye la disponibilidad del agua para participar en dichas
reacciones. Cuanto menor sea la temperatura y mas agua pase al estado sélido,
menos agua se encontrara disponible para intervenir en las reacciones que

pueda causar el deterioro del producto (Sing, 2001).

La temperatura y tiempo de congelacion de productos alimentarios es funcién
de los solutos en solucién que contiene. La temperatura de congelacion para el
agua pura permanece constante en el punto de congelacién hasta que el agua se
ha congelado. Para alimentos, la temperatura de congelacion es méas baja que
para el agua pura, que los solutos del agua no congelada se van concentrando
y la temperatura de congelacion va disminuyendo continuamente hasta que la
solucion queda congelada, convergiéndose al final en una masa rigida (Barbosa
& Vega, 200).

e Sublimacion: Es la transformacion directa del solido a vapor, sin pasar por la
fase liquida. Se logra cuando la temperatura y la presion de vapor de la
superficie del sélido, por ejemplo hielo, se encuentran por debajo del punto
triple (aproximadamente 0°C y 4.5 mm de Hg en el caso del agua), (Alcazar,
2002). La velocidad de eliminacion de agua por sublimacion, esta determinada
por las velocidades de transmision de calor y de trasferencia de materia.
Cuando la transmision de calor es por conduccion a través de la fraccion seca
o liofilizada del alimento, caso més habitual. En estas condiciones, la velocidad
de propagacion del calor hasta el frente de sublimacion del hielo esta
condicionada por el espesor, area de transferencia y conductividad térmica del
alimento, asi como por el gradiente de temperaturas entre la superficie del
mismo y el frente del hielo. Dicha trasmisidn se ve muy desfavorecida por la
conductividad térmica de la capa del alimento liofilizado, muy baja, cuyo

espesor aumenta conforme avanza la operacion (Rodriguez, 2002).
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La resistencia al paso del calor se mitiga disminuyendo el tamafio y grosor de
las piezas a tratar, y/o aumentando la diferencia de temperatura antes resefiada.
Respecto a este Ultimo punto, interesa operar con una temperatura en el frente
de hielo lo més alta posible, sin que ello origine su fusion. Asi se pretende un
buen gradiente térmico se ha de actuar sobre la temperatura de la camara, cuyo
limite superior (40/50 °C) viene dado por la termo sensibilidad del alimento.
La temperatura en el frente de hielo se fija a través del valor establecido para
la presion en la cdmara. Es importante suministrar al hielo su calor de
sublimacién con una cierta velocidad de lo contrario se produce un descenso
en su temperatura, que se traduce en una menor velocidad de deshidratacion
(Rodriguez, 2002).

2.9.5. Proceso de liofilizacion

Segun Welti & Fellows (2000), la primera fase de la liofilizacion es la congelacion
del alimento en una instalacion convencional. Los alimentos pequefios se congelan mas
rapidamente, dando lugar a cristales de hielo muy pequefios que dafian menos su estructura,
por el contrario, en alimentos liquidos se procura que la congelacion sea lenta, con el objeto
que se forme una red cristalina que da a lugar a la formacion de unos canales por los que
el vapor de agua pueda escapar, en la practica la presion y temperatura mas bajas
utilizables, econdmicamente compatibles, son 13 Pa y — 40°C por un tiempo de 24 a 72
horas, respectivamente. Segun Lopez & Quiroga (2012), la temperatura para el proceso de

liofilizacion es de minima — 40 °C y maxima 20 °C.

El proceso de liofilizacion ocurre cuando la presion de vapor de agua del alimento
se mantiene por debajo de 4,58 Torr (610.5 Pa) y el agua se halla congelada, cuando el
alimento se calienta el hielo se sublima directamente a vapor sin llegar a fundirse tal como
se puede apreciar en la figura 2. Manteniendo la presion en el liofilizador por debajo de la
presion de vapor en la superficie del hielo (mediante una bomba de vacid) y condensando
el vapor mediante un condensador de serpentin (a baja temperatura) se consigue que la
liofilizacion prosiga hasta completarse. A medida que la liofilizacion progresa, el frente de
la sublimacién se traslada hacia el interior del alimento y el calor latente para la
sublimacién se conduce hasta alli por conduccidn, o se genera en la masa del alimento por
efecto de las microondas. El vapor del agua escapa del alimento a través de los canales

formados por la sublimacion del hielo.
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Figura N° 2. Diagrama de fases del agua

Fuente: Welti & Fellows (2000).

La liofilizacion tiene lugar en dos fases: La primera el producto se sublima hasta un
contenido de agua del 15%(sobre peso humedo). La segunda, que se produce por
deshidratacién evaporativa (desorcion) del agua no congelada, el contenido en agua se
reduce hasta un 2% (sobre peso himedo); la desorcion se consigue manteniendo el
liofilizador a baja presion y elevando la temperatura hasta un valor préoximo al del

ambiente.

La velocidad de deshidratacion depende principalmente de la resistencia que el
alimento ofrece a la transferencia de calor y en menor grado, a la transferencia del vapor

(transferencia de masa) desde el frente de sublimacion.

De acuerdo a Barbosa & Vega (2000), la liofilizacion consta de dos etapas:
congelacién y secado. La congelacion debe de ser muy rapida con el objeto de obtener
cristales de hielo pequefios y en un estado amorfo. La etapa de secado se realiza a presiones

bajas para permitir la sublimacion del hielo.
2.9.6. Etapas primaria y secundaria de secado

Durante el proceso de liofilizado se pueden distinguir dos etapas de secado. La

primera de ellas es la sublimacion del hielo bajo vacid. El hielo se sublima cuando se
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suministra la energia correspondiente al calor latente debido a la baja presion en la camara
de secado, el vapor de agua generado en la interface de sublimacion es eliminado a través

de los poros. El condensador previene el retorno del vapor de agua hacia el producto.

La etapa secundaria de secado comienza cuando se ha agotado el hielo en el
producto y la humedad proviene de agua parcialmente ligada en el material que se esta
secando (Barbosa & Vega, 2000).

2.9.7. Efecto de la liofilizacion sobre los alimentos

Segun Welti & Fellows (2000), Los alimentos liofilizados, correctamente
envasados, se conservan mas de 12 meses sin modificacion de su valor nutritivo y sus
caracteristicas organolépticas. Como los componentes del aroma no se encuentran ni en
agua pura, ni en los cristales de hielo, durante la sublimacion no son arrastrados por el
vapor de agua y quedan, por consiguiente, retenidos en la trama del alimento liofilizado

por este sistema se consigue retener un 80% del aroma del alimento.

La liofilizacion apenas afecta a la textura del alimento, casi no provoca en ellos
retraccion alguna y no endurece su capa superficial. La estructura porosa de los alimentos
liofilizados hace que su rehidratacion sea muy rapida. Sin embargo, son alimentos fragiles
que deben de protegerse de eventuales dafios mecanicos. El efecto de la liofilizacion sobre
las proteinas, almidones y otros carbohidratos es minimo. Sin embargo, su estructura
porosa los hace accesibles al oxigeno, lo que puede provocar alteraciones por oxidacion de

sus lipidos. Para evitarlas, se envasan en atmasferas de gases inertes.

Los productos liofilizados que han sido adecuadamente empaquetados pueden ser
almacenados durante tiempos ilimitados, reteniendo la mayoria de sus propiedades fisicas,
quimicas, biologicas y sensoriales de su estado fresco; ademas, reduce las pérdidas de
calidad debidas a las reacciones de pardeamiento enzimatico y no enzimatico. El uso de
bajas temperaturas también reduce la desnaturalizacion de proteinas en este tipo de secado
(Barbosa & Vega, 2000).

En el tipo de secado, los productos de liofilizacion presentan mejores propiedades que los
productos secados por conveccion, conservando su geometria inicial, de tono verdoso y

con excelente actividad antioxidante (Ramirez et al, 2014)
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1. MATERIALES Y METODOS
3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en las instalaciones del laboratorio
de la planta piloto de alimentos de la Facultad de Industrias Alimentarias de la Universidad
Nacional Agraria la Molina de la ciudad de Lima y en el laboratorio de cromatografia y
espectrometria — Pabellén de Control de Calidad de la Facultad de Ciencias de la

Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

e La prueba de liofilizacion de las hojas de nabo silvestre (Brassica Campestri
L.) se desarrollé en el laboratorio planta piloto de alimentos de la Facultad de
Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria la Molina de la

ciudad de Lima.

e La prueba de secado de las hojas de nabo silvestre (Brassica Campestri L.) se
desarroll6 en el laboratorio de cromatografia y espectrometria — Pabelldn de
Control de Calidad de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de
San Antonio Abad del Cusco.

e La evaluacién de capacidad antioxidante de las hojas liofilizadas y secas del
nabo silvestre (Brassica Campestri L.) se desarroll6 en el laboratorio de
cromatografia y espectrometria — Pabellon de Control de Calidad de la Facultad

de Ciencias de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

e La evaluacion de compuestos fenolicos de las hojas liofilizadas y secas del
nabo silvestre (Brassica Campestri L.) se desarrollé en el laboratorio de
cromatografia y espectrometria — Pabellon de Control de Calidad de la Facultad

de Ciencias de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.
3.2. MATERIA PRIMA

Se emple6 las hojas verdes del nabo silvestre (Brassica Campestri L.)
Proveniente del Departamento de Puno Provincia de Yunguyo Distrito de Unicachi barrio
markajja, respectivamente. La planta fue identificada por el Ing. Mario Angel Solano
Larico, jefe del laboratorio de taxonomia vegetal de la facultad de Ciencias Agrarias de la

Universidad Nacional del Altiplano Puno (UNAP). Las muestras fueron liofilizadas, secas
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y almacenadas a 4 °C en bolsas trilaminadas oscuras hasta el momento de su respectivo

analisis.
3.3. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS
3.3.1. Equipos:

— Congeladora marca PHILIPS.

—  Estufa de desecado al vacio BS 50

—  Espectrofotometro Genesis 20 Thermo ElectronRefrigeradora.

— Agitador eléctrico OVAN.

— Balanza analitica KERN, Capacidad 0.-220g, sensibilidad +-0.001g.

—  Centrifuga JANETZKI.

—  Cronometro CASIO.

—  Espectrofotometro 4802- UV/VIS DOUBLE BEAM.

— Micropipetas de 10-50pL marca TRANSFERPETTE y 100-1000 pL, maraca
LABOPETTE.

— Rotavapor (Laborota 4000 Heidolph).

— Sistema de liofilizacién (Millrock).
3.3.2. Materiales:

— Fiolas 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL
—  Filtros (0.22um)

—  Micro pipetas de 5-50, 20-200 y 100-1000uL
— Pipetasde 1, 2,5y 10mL

—  Probetas de 25, 50, 100 y 500 mL

— Tubos de ensayo de 5, 10 y 15 mL

— Vasos de precipitados de 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL
— Bandejas

— Recipientes para lavado

— Cajas para muestra

— Papel craf

—  Erlenmeyer de 50,100 y 250 ml

— Pipetas de 1,5,10ml
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— Tamiz N° 80 (0.17mm) y N°1000(0.14) de tipo U.S.A.

— Mortero y pilon de porcelana
3.3.3. Reactivos:

— DPPH (2,2-difenil —1-picrylhydrazyl)
— Folin — cicocalteau 0.2N

— Carbonato de Sodio al 20%

— Etanol al 70 % (Sigma —Aldrich)

— Agua destilada

— Persulfato de potasio (implementaciones y reactivos)
34. METODO EXPERIMENTAL
3.4.1. Descripcion del proceso de liofilizacion y secado de las hojas nabo silvestre.
3.4.1.1. Descripcion general del proceso:

e Seleccion: Se trabajo con las hojas del nabo silvestre las que presentaron las
mejores condiciones (color verde intenso y tamafio de 30 a 50 cm.) para la
investigacion, de modo que no presenten dafios fisicos.

o Desinfeccion y limpieza: se realizé por inmersion en una solucion con 50 ppm
de hipoclorito de sodio durante 5 minutos, para la desinfeccion y eliminacion
de impurezas de la superficie, el proceso fue manual.

e Optimizacion: El nivel 6ptimo de las variable del proceso de liofilizado y
secado se determind mediante el método de optimizacion por disefios
experimentales empleando el disefio de superficie de respuesta para descartar
las variables no significativas y localizar la region optima, se reporté 10
tratamientos de los cuales se tom6 8 tratamientos, y donde el ndmero de
repeticiones obedece al algoritmo matematico que emplea el método para
modelar condiciones 6ptimas, asi como economizar dinero, disminuir el tiempo
y numero de las mismas. El disefio se realizd en funcion a las variables de
estudio temperatura, tiempo y los factores de respuesta capacidad antioxidante
y compuestos fendlicos.

e Liofilizado: En esta operacion se realiz6 una evaporacion solida que consistio

en evaporar el agua que se encuentra en el tejido de las hojas del nabo silvestre
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mediante desecacion al vacio y a muy bajas temperaturas por un determinado
tiempo. El proceso de liofilizacion se realizé en un liofilizador de bandejas
(Millrock) equipado con unidad de congelacién y secado, y acoplado a una
bomba rotatoria de vacio, generando una presion de vacio de 0,13 Pa.

e Secado: En esta operacion se procedié a secar las hojas en una estufa a
diferentes temperaturas por un determinado tiempo con la finalidad de quitar
la humedad de las hojas para el posterior analisis.

e Envasado: se envaso las muestras liofilizadas y secadas en bolsas trilaminadas.
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Seleccion
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T°s ts T ts
Envasado Envasado

Figura N° 3. Diagrama experimental de la optimizacion del liofilizado y secado de las
hojas de nabo silvestre

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Donde:
T° = temperatura (°C)
t =tiempo (h)

Tabla N° 6. Disefio codificado y decodificado para la optimizacion del liofilizado y secado
de las hojas de nabo silvestre.

LIOFILIZADO SECADO
. X1 X2  Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo

e () (°C) (h) (°C) (h)
1 -1.00 -1.00 -40 24 30 3
2 -1.00  +1.00 -40 24 30 3
3 +1.41 +141 -10 36 35 14
4 -1.41 0.00 -10 36 35 14
5 +1.41 +1.41 20 48 40 24
6 0.00 -1.41 20 48 40 24
7 0.00 +1.41 -50 36 30 14
8 0.00 0.00 -50 36 30 14
9 0.00 0.00 30 36 40 14
10 0.00 0.00 30 36 40 14

Fuente: Sofware Statistica 10
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3.4.2. Descripcion del proceso de la capacidad antioxidante y compuestos fenélicos de las

hojas liofilizadas y secas del nabo silvestre
3.4.2.1. Descripcion general del proceso:

e Recepcion de materia prima: en esta etapa se recepciono las hojas liofilizadas
y secas del nabo silvestre en bolsas trilaminadas.

e Molienda: Una vez liofilizada y secada la muestra, se procedio a moler el
producto con un mortero a fin de reducir el tamafio de particula de las hojas
secas.

e Tamizado: Una vez molida la muestra se procedi6 a tamizar para que la muestra
quede de manera uniforme para el analisis.

e Envasado: Una vez molida la muestra y tamizada se procedié a envasar la

muestra en bolsas trilaminadas para sus posteriores analisis.

Hojas Hojas secas
Molienda Molienda
Tamizado Tamizado
\4
Envasado de producto Envasado de producto
Cap. Comp. Cap. Comp.
Antiox. Fenolico Antiox. Fenolicos

R1 R> R3..Rs R1 | R2 R3..Rs
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Figura N° 4. Diagrama de flujo de la Cap. Antioxidante y Comp. Fendlicos de las hojas
liofilizadas y secas del nabo silvestre.

Fuente: Elaboracion propia (2019)
3.5. METODO DE ANALISIS
3.5.1. Determinacién de humedad

La determinacién de humedad se hizo siguiendo el método gravimétrico por la
pérdida de peso de la muestra al someterse a calentamiento en estufa en condiciones
determinadas, hasta peso constante, método 925.23 de la (AOAC., 1995) (Association of

Oficial Analytical Chemists). Los calculos se hicieron como sigue:

% de Humedad = (P 1—-P 2) * 100
P

3.5.2. Determinacién de compuestos fendlicos

Se empleo la metodologia de Folin—ciocalteu reportada por (Singleton et al, 1999).
El método se basa en la cuantificacion espectrofotometria del complejo coloreado de la
muestra formado por la reaccion entre los compuestos fenolicos y el reactivo Folin-
ciocalteu en medio basico (Na2COs), que sera determinada espectrofotométricamente a una

absorbancia de 755nm. El procedimiento utilizado fue el siguiente:

Se preparan soluciones de carbonato de sodio y de Folin-ciocalteu 0.2N. Para la
cuantificacion de los compuestos fendlicos totales se tomd 500 puL de la muestra y se hizo
reaccionar con 250 pL del reactivo Folin-ciocalteu 0.2N, a ello se le adiciond 1250 uL de
carbonato de sodio. La mezcla total fue agitada y homogenizada en el equipo (agitador
eléctrico) y se dejada en reposo por 30 minutos bajo condiciones de oscuridad a
temperatura ambiente, luego se hizo la lectura a la longitud de onda de 755 nm.,
paralelamente se prepard un blanco con agua destilada en lugar de la muestra y se trabajo

bajo las mismas condiciones. Este blanco fue utilizado para calibrar el espectrofotometro.

El contenido de compuestos fendlicos totales se estim6 a partir de una curva
estandar elaborada con una solucion acuosa de acido galico como patrén (Anexo I). Los
resultados se expresaron como mg de acido galico equivalente (AGE) por cada 100g de

hojas de nabo silvestre.
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La ecuacion para la cuantificacién de compuestos fendlicos es la siguiente:

Y=0. 0403 x Abs - 0.0051
Donde:
Y  =contenido en mg de acido galico/ml
Abs = Absorbancia a 755 nm.

El contenido de compuestos fenolicos totales se calculo con la siguiente ecuacion:

mg.acidogélico/100g.=((0.0403 x Abs) — 0.0051)) x Fd x A x 100

Donde:

Abs = Absorbancia de la muestra medidas a 755nm

Fd = Factor de dilucién
A = Volumen (mL) de solvente utilizado + peso de la muestra (gr)/peso de la muestra
(9r)

3.5.3. Determinacion de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determino por el método de (Brand -Williams, 1995),
donde los compuestos con actividad antioxidante reaccionan con el radical estable 2,2-

difenil-1-picrylhidrazil (DPPH) en una solucién de etanol. El procedimiento es el siguiente:

Para proceder a la cuantificacion de la capacidad antioxidante. Se llevd al
espectrofotdbmetro a cero con etanol; aseguramos una absorbancia inicial a 517 nm de la
solucion diluida de DPPH alrededor de 1,1 + 0,02; Con una micropipeta se afiadié una
alicuota de 150 uL de la muestra (en este caso, fase acuosa) con 2850 uL de la solucién
diluida de DPPH dentro de una probeta limpia y se cerraron ; se corrio un blanco con 150
uL del solvente puro (de acuerdo a la solucion de extraccion) hasta obtener un factor de
correccion (debido a la dilucion); Se agita la muestra (agitador eléctrico) y se dejé que la
muestra y el DPPH reaccionen en la oscuridad por un tiempo de 30 min. A temperatura
ambiente. Repetir las lecturas a través del tiempo hasta que no haya cambios significativos
en la absorbancia. Se golpea suavemente la cubeta de vidrio hasta eliminar las burbujas y

se procede a tomar la lectura del espectrofotometro a 517 nm.
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El contenido de la capacidad antioxidante se estimé a partir de una curva estandar
elaborada con trolox como patron. Los resultados se expresaran como Trolox IC50 por

cada 100 ml. de hojas de nabo silvestre.

La ecuacion de la curva estandar para la cuantificacion de la capacidad antioxidante

en etanol es la siguiente:

Trolox = (a + bX) (0 25) (ml de extracto total) (150 uL de muestra reactante\
gr de muestra ul extracto de muestra

Curva estandar: Y= 0.0544 x + 0.0009
Donde:
Y  =Trolox gr. /ml de muestra
3.6. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental se desarrolld, teniendo en cuenta, los factores de estudio
(temperatura y tiempo), sobre las variables de respuestas (capacidad antioxidante y
compuestos fendlicos) de los datos obtenidos se utilizé estadistica descriptiva, realizando
célculos de coeficiente de determinacion, error estandar. También se realizo el “ANOVA”
para observar el efecto significativo de los factores en estudio, para ello se emple6 el

programa estadistico Sofware Statistica 10.
3.6.1. Analisis estadistico

El presente trabajo de investigacion, es de tipo analisis descriptivo, porque se
presentan todos los resultados del estudio; debido al tratamiento matematico planteado que
permite un validamiento cuantitativo de los resultados. Este método se aplica con el

propdsito de establecer las conclusiones y generalizar los resultados de la investigacion.

Para encontrar los mejores rangos de optimizacion del proceso de liofilizado y
secado, se procedio a aplicar el Método de Superficie Respuesta (MSR), empleando el
Disefio Central Compuesto Rotable (DCCR) de 2%+ 4 puntos axiales + 2 repeticiones; para
evaluar la influencia del tiempo y la temperatura sobre la capacidad antioxidante y

compuesto fenolicos de las hojas de nabo silvestre.
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Para definir el nivel de significancia de cada uno de los tratamientos se armo la
tabla ANOVA, la cual nos permitié evaluar que tratamiento tiene influencia en la capacidad
antioxidante y compuestos fendlicos de las hojas de nabo silvestre, observandose para un
nivel de significancia del 95% y 7 grados de libertad. Se obtendran graficos de superficie
de respuesta, los cuales nos ayudaran a seleccionar los rangos de tiempo y temperatura
optimos de liofilizado y secado en el contenido de la capacidad antioxidante y compuestos

fendlicos.

e Determinar y optimizar el efecto de tiempo y temperatura en la capacidad

antioxidante de las hojas de nabo silvestre liofilizadas y secadas.
Disefio experimental

Variables en estudio
— Hojas liofilizadas de nabo silvestre
— Hojas secas de nabo silvestre
Variables de respuesta
— capacidad antioxidante
e Evaluar y optimizar el efecto de tiempo y temperaturas en el contenido de

compuestos fenolicos de las hojas de nabo silvestre liofilizadas y secadas.
Disefio experimental

Variables en estudio
— Hojas liofilizadas de nabo silvestre
— Hojas secas de nabo silvestre
Variable de respuesta

—  Contenido de compuestos fenolicos
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\V2 RESULTADOS Y DISCUSION

41. RESULTADOS DE LA DETERMINACION Y OPTIMIZACION DEL
EFECTO DEL TIEMPO Y TEMPERATURA EN LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DE LAS HOJAS LIOFILIZADAS Y SECADAS DE NABO
SILVESTRE.

4.1.1. Capacidad antioxidante de las hojas liofilizadas de nabo silvestre

En la tabla N° 7 se muestran las concentraciones de capacidad antioxidante en las
hojas de nabo silvestre, el cual fue sometido a diferentes tratamientos de temperatura y
tiempo de liofilizacion. Los tratamientos de mayor temperatura presenté menor contenido
de capacidad antioxidante entre 3.22 a 3.25 (Trolox IC 50 gr/100ml/hojas de nabo).

Tabla N° 7. Pruebas de multiple de rango LSD Fisher al 95 % para capacidad antioxidante
por tratamiento

Concentracion
de capacidad

Orden de t T antioxidante .
merito (h) (°C) (Trolox I1C 50 DS. 5ig. =0.05
gr/100ml/hoja de
nabo)

Patron 1.09 +0.02
MLy 24 -40 1.90 +0.01 a
ML2 24 -40 2.70 +0.23 b
MLs 36 -10 2.76 +0.04 b
ML4 36 -10 3.17 +0.38 C
MLs 36 -50 3.20 +0.03 c
MLs 48 -50 3.22 +0.14 C
ML~ 48 20 3.24 +0.03 c
MLs 36 30 3.25 +0.05 c

Promedio de resultados obtenidos. ML= muestra liofilizada. DS= desviacion estandar
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En la tabla N° 7 Se presenta la prueba maltiple de rango LSD Fisher al 95 % para
capacidad antioxidante por tratamiento (P<0.05), en el cual se observa que existe diferencia
estadistica significativa entre las muestras liofilizadas, siendo mayor el ML; con 1.90
(Trolox IC 50 gr/100ml/hojas de nabo).

Utilizando Statistica 10 y con los datos de la tabla N° 7 se obtuvo los valores del R?
y suma de cuadrados del error que permitieron elegir el modelo adecuado para predecir la
concentracion de capacidad antioxidante (Trolox IC 50 gr/100ml/hojas de nabo) de las

hojas liofilizadas de nabo silvestre.

Donde se obtuvo que el mejor modelo que correlaciona los datos experimentales de
concentracion de capacidad antioxidante (Trolox IC 50 gr/100ml/hojas de nabo) fue el
modelo de primer orden “Modelo de términos lineales de los efectos principales.”, ya que

no existe mucha diferencia con modelos mas complejos.

Tabla N° 8. Andlisis de los modelos del DCCR para la concentracion de capacidad
antioxidante de las hojas liofilizadas de nabo silvestre.

Modelos de andlisis del DCCR

1 2 3 4
R? 0.825 0.824 0.823 0.822
Suma de
cuadrados 0.193050 0.182010 0.193540 0.189250
del Error

El elevado valor del coeficientes de determinacion (R?) del modelo seleccionado
para predecir la concentracion de capacidad antioxidante de las hojas liofilizadas de nabo
silvestre (R?=0.825) permite interpretar los resultados mediante graficos de superficies de

respuesta figura N° 5y como de contorno Figura N° 6.

En la Tabla N° 9 se muestra la optimizacion del liofilizado y secado (tiempo y
temperatura) de las hojas de nabo silvestre. Para encontrar los mejores rangos de
optimizacion, se procedié a aplicar el Método de Superficie Respuesta (MSR), empleando
el Disefio Central Compuesto Rotable de 2%+ 4 puntos axiales + 2 repeticiones en el punto

central empleando el Sofware Statistica 10.
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Tabla N° 9. Optimizacién del liofilizado y secado de las hojas de nabo silvestre

Liofilizado Secado
VARIABLE . DS. . DS.
Optimo Optimo
Tiempo (h) 24 +15 14 +243
Temperatura (C°) -40 +1.8 30 +1.97

Fuente: Sofware Statistica 10

El tiempo 6ptimo para el proceso de liofilizado es de 24 horas respectivamente,
podemos observar que se encuentra dentro el rango hallado por (Welti & Fellows, 2000),
quien indica que el liofilizado sea rapido, que dure entre 24 a 72 horas, un liofilizado rapido
permite preservar mejor la calidad del producto, porque evita fendmenos de
ennegrecimiento del producto, de pérdida de compuestos volatiles o de modificacion de los
principios activos. Segun Ramirez (2014) el tiempo de liofilizacidén que presentan mejores
propiedades fisicas del producto es de 23 a 30 horas, esta diferencia que existe del tiempo
del liofilizado con la bibliografia y el estudio realizado se debe al tipo de producto a

liofilizar y sus caracteristicas fisicas.

De los resultados obtenidos en la tabla N° 9 podemos observar que la temperatura
optima de liofilizacién se encuentra dentro el rango hallado por Cheftel (2000) y
Yapuchura (2010) quienes indican que la temperatura de liofilizacion més baja es de 0°C
a - 50 °C , no obstante segiin Ramirez (2014) indican que la temperatura mas bajas
utilizables econdmicamente compatible es de - 40°C respectivamente ya que a esta
temperatura los productos conservan su geometria inicial, de tono verdoso y con excelente
actividad antioxidante, la diferencia que existe en la temperatura puede ser debido al tipo
de liofilizador y producto utilizado en el proceso.
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Figura N° 5. Grafico de superficie de respuesta del contenido de capacidad antioxidante
Fuente: Statistica 10

Esta figura N° 5 indica que en la region verde se encuentra la mayor concentracion
de capacidad antioxidante; el valor maximo de capacidad antioxidante se encuentra en un
tiempo de 24 horas y con una temperatura de - 40 C°, la region verde representan los rangos
6ptimos ayudandonos a encontrar la mayor concentracion de capacidad antioxidante.

50

48
46

Temperatura

Figura N° 6. Grafico de contorno del valor deseable del contenido de capacidad
antioxidante

Fuente: Statistica 10
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Esta figura N° 6 permite seleccionar la region 6ptima e indica que en la region verde
se encuentra la mayor concentracion de capacidad antioxidante, que representan los rangos

optimos y los puntos azules representan a los datos experimentales.

El valor de la capacidad antioxidante de las hojas liofilizadas de nabo silvestre
hallado en la ML; fue de (1.90), ML> (2.70), MLs (2.76), ML4 (3.17), MLs (3.20), MLs
(3.22), ML~ (3.24) y en la MLg 3.25 (Trolox IC50 gr/100ml/hojas de nabo). segun Armesto
(2011) indica que cuanto menor es el IC50 mejor es la capacidad antioxidante, Chua (2013)
indica que un valor bajo del IC50 significa una mayor capacidad antioxidante y (Xiaodan
et al, 2018), indica que un valor mas pequefio de IC50 corresponde a una fuerte capacidad
de eliminacion de radicales libres de DPPH , en consecuencia una mayor actividad
antioxidante , por lo que la muestra liofilizada 1 (ML) de las hojas de nabo silvestre
presentan una actividad antioxidante significativamente mas alta que las de mas muestras
en estudio tal como se muestra en la figura N° 5y 6. Los resultados obtenidos en este
estudio no coinciden con los observados en la bibliografia en otras Brassicas spp. Martinez
(2010) Observo en las hojas de la berza gallega valores de IC50 de 4.42 y 8.1 gr/iml y
Podsedek (2005) reporto un valor de IC50 entre 3.9y 8.9 gr/ml. Se puede observar que los
resultados obtenidos en el estudio realizado de las hojas liofilizadas de nabo silvestre son
superiores a lo mencionado en la bibliografia esta diferencia se debe al medio en que se

cultiva la planta, el tipo de suelo, la temperatura, el clima y otros factores.

Realizando el anélisis de varianza (ANVA), (Anexo B.1) para la variable de la
capacidad antioxidante de las hojas liofilizadas de nabo silvestre, se obtuvo que los efectos
principales (Temperatura y Tiempo) fueron significativos (p < 0.05), lo cual nos da a
entender que la temperatura y el tiempo de liofilizacion influyen en el contenido de la
capacidad antioxidante de las hojas liofilizadas de nabo silvestre ya que presentaron
diferencias significativas para los analisis realizados, lo cual nos da a entender que existe

una diferencia significativa entre los tratamientos.
4.1.2. Capacidad antioxidante de las hojas secas de nabo silvestre

Se trabajé con ocho muestras de hojas secas de nabo silvestre, los resultados de
dichas muestras se presentan en la tabla N°10 donde se muestran las concentraciones de
capacidad antioxidante en las hojas de nabo silvestre, el cual fue sometido a diferentes
tratamientos de temperatura y tiempo de secado.

63

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO i3 Nacional del
Altiplano

Los tratamientos de mayor temperatura presentd menor contenido de capacidad
antioxidante entre 5.09 y 5.17 (Trolox IC 50 gr/100ml/hojas de nabo).

Tabla N° 10. Pruebas de multiple de rango LSD Fisher al 95 % para capacidad antioxidante

por tratamiento

Concentracion
de capacidad

Orrndeer?tge t T antioxidante oS, Sig. < 0.05
(h) (°C) (Trolox IC 50
gr/100ml/hoja
de nabo)
Patron 1.09 +0.02
MS1 14 30 457 +0.06 @
MS; 14 30 4.62 +0.09 a
MS3 14 35 4.81 +0.10 A
MS, 14 35 5.07 +0.44 b
MSs 3 30 5.08 +0.15 b
MSe 3 30 5.08 +0.28 b
MS; 24 40 5.09 +0.30 b
MSs 24 40 5.17 +0.08 c

Promedio de resultados obtenidos. MS= muestra seca. DS= desviacion estandar

En la tabla N° 10 se presenta la prueba multiple de rango LSD Fisher al 95 % para
capacidad antioxidante por tratamiento (P<0.05), en el cual se observa que existe diferencia
estadistica significativa entre las muestras secas, siendo mayor el MSz con 4.57 (Trolox IC
50 gr/100ml/hojas de nabo).

Utilizando Statistica 10 y con los datos de la tabla N°10 se obtuvo los valores del

R? y suma de cuadrados del error que permitieron elegir el modelo adecuado para predecir
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la concentracién de capacidad antioxidante (Trolox IC 50 gr/100ml/hojas de nabo) de las

hojas secas de nabo silvestre.

Donde se obtuvo que el mejor modelo que correlaciona los datos experimentales de
concentracion de capacidad antioxidante (Trolox IC 50 gr/100ml/hojas de nabo) fue el
modelo de primer orden “Modelo de términos lineales de los efectos principales.”, ya que

no existe mucha diferencia con modelos méas complejos.

Tabla N° 11. Analisis de los modelos del DCCR para la concentracion de capacidad

antioxidante de las hojas secas de nabo silvestre.

Modelos de andlisis del DCCR

1 2 3 4
R? 0.915 0.913 0.910 0.912
Suma de
cuadrados 0.066270 0.064334 0.052348 0.052872
del Error

El elevado valor del coeficientes de determinacion (R?) del modelo seleccionado
para predecir la concentracién de capacidad antioxidante de las hojas secas de nabo
silvestre (R?=0.915) permite interpretar los resultados mediante gréaficos de superficies de

respuesta figura N° 7 y como de contorno Figura N° 8.

El tiempo optimo para el proceso de secado de las hojas de nabo silvestre es de 14
horas respectivamente, podemos observar que en la tabla N° 9 se encuentra dentro del
rango hallado por (Ccatamayo & Valderrama, 2010) quienes hicieron un estudio sobre el
aprovechamiento agroindustrial de las hojas de nabo silvestre mediante el proceso de
deshidratado por un tiempo de 3 a 24 horas los cuales mostraron resultados favorables,
pero no se encuentra dentro el rango hallado por (Huisman et al, 2007), quienes indica que
el secado sea répido que dure entre 22 a 48 horas, esta diferencia que existe en el tiempo
de secado de la bibliografia con la investigacidn se debe al tipo de producto, tamafio y
volumen ya que un secado rapido del producto permite preservar mejor la calidad, porque
evita fendémenos de ennegrecimiento del producto, de pérdida de compuestos volatiles o de
modificacién de los principios activos y al aumentar la temperatura el tiempo de secado

reduce.
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En la tabla N° 9 se observa que la temperatura 6ptima para el proceso de secado
secado se encuentra dentro del rango hallado por (Moré & Melero, 2011) quienes indican
que el rango de temperatura que se utiliza para secar plantas aromaticas y medicinales se
encuentra entre los 30 y 40 °C para evitar la alteracion de los principios activos, segin
(Huisman et al, 2007) indican que a partir de los 35 °C se empiezan a perder compuestos
volatiles o existe el riesgo de que el producto pierda color o empiece su pardeamiento y
encogimiento, pero no obstante indica que conviene secar a la temperatura maxima que
acepte el producto, ya que asi el secado es mas rapido, también es necesario conocer que
tipos de componentes contiene el producto que queremos secar, ya que posterior a dicho
tratamiento esta puede variar. Asi pues la temperatura influye en gran medida en la pérdida
de la calidad de los compuestos bioldgicos, (Arabhosseini et al, 2007) indica que a partir
de 45 °C también se ven afectados otros principios activos que pueden descomponerse

debido a las altas temperaturas es por ello que comparando con la bibliografia la
temperatura optima de secado para las hojas de nabo silvestre se encuentra dentro del rango
hallado ya que a esa temperatura no pierde sus propiedades por completo.
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Figura N° 7. Gréafico de superficie de respuesta del contenido de capacidad antioxidante
Fuente: Statistica 10

Esta figura N° 7 indica que en la region verde se encuentra la mayor concentracion
de capacidad antioxidante; el valor maximo de capacidad antioxidante se encuentra en un
tiempo de 14 horas y con una temperatura de 30 C°, la region verde representan los rangos
Optimos ayudandonos a encontrar la mayor concentracion de capacidad antioxidante.
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Figura N° 8. Gréafico de contorno del valor deseable del contenido de capacidad
antioxidante

Fuente: Statistica 10

Esta figura N° 8 permite seleccionar la region éptima e indica que en laregion verde
se encuentra la mayor concentracion de capacidad antioxidante, que representan los rangos

optimos y los puntos azules representan a los experimentales.

El valor de la capacidad antioxidante de las hojas secas de nabo silvestre hallado en
la MS; fue de (4.57), MS; (4.62), MSz (4.81), MS4 (5.07), MSs (5.08), MSs (5.08), MS;y
(5.09) y en la MSg (5.17) Trolox IC50 gr/100ml/hojas de nabo, la MS; mostro una alta
actividad antioxidante comparada con respecto a la MSg la cual presento la mas baja
capacidad antioxidante. Segin Mckenney (2012), indica que un valor bajo de 1C50 tiene
una mayor capacidad antioxidante, (Xiaodan et al, 2018) menciona que un valor pequefio
de IC50 significa una mayor eliminacion de radicales libres de DPPH, en consecuencia una
mayor actividad antioxidante (Gutiérrez et al, 2008), menciona que una menor
concentracion inhibitoria IC 50 es capaz de inhibir el 50% del radical DPPH tiene una
fuerte capacidad antioxidante. Por lo que la MS: de las hojas secas de nabo silvestre
presenta una actividad antioxidante significativamente mas alta que las de mas muestras en
estudio. Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los observados en la
bibliografia en otras Brassicas spp. Ahmed (2012) Observo en Brassica oleracea var.
Capitata valores de IC50 de 4,2 y 8,6 gr/ml y Cedefio (2016) report6 para el brdcoli un
valor de 1C50 entre 39.56 y 55.90 gr/ml. Se puede observar que los resultados obtenidos
en el estudio realizado de las hojas secas de nabo silvestre son superiores a lo mencionado
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en la bibliografia esta diferencia se debe al medio en que se cultiva la planta, el tipo de

suelo, la temperatura, el clima y otros factores.

Realizando el anélisis de varianza (ANVA), (Anexo B.2) para la variable de la
capacidad antioxidante de las hojas secas de nabo silvestre, se obtuvo que los efectos
principales (Temperatura y Tiempo) fueron significativos (p < 0.05), lo cual nos da
entender que la temperatura y el tiempo de secado influye en el contenido de la capacidad
antioxidante de las hojas secas de nabo silvestre ya que presentaron diferencias
significativas para los anélisis realizados, lo cual nos da a entender que existe una diferencia

significativa entre los tratamientos.

4.2. RESULTADOS DE LA EVALUACION Y OPTIMIZACION DEL EFECTO
DE TIEMPO Y TEMPERATURA EN EL CONTENIDO DE COMPUESTOS
FENOLICOS DE LAS HOJAS LIOFILIZADAS Y SECADAS DE NABO
SILVESTRE.

4.2.1. Compuestos fenolicos de las hojas liofilizadas de nabo silvestre

En la tabla N° 12 se muestran los resultados de los analisis espectrofotométricos
realizados, el contenido de compuestos fendlicos totales (EQ-Ac. Galico mg/100g) de las
hojas de nabo silvestre, el cual fue sometido a diferentes tratamientos de temperatura y

tiempo de liofilizacion.

Los tratamientos de mayor temperatura presentd menor contenido de compuestos
fenolicos entre 1472.62 a 1492.90 (EQ-Ac. Galico mg/100g).
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Tabla N° 12. Pruebas de multiple de rango LSD Fisher al 95 % para el contenido de

compuestos fenolicos por tratamiento.

Concentracion
de compuestos

or;dei?tge T t fendlicos s Sig. < 0.05
(°C) (h) (EQ-Ac.
Gélico
mg/1009)
Patron 4924.87 +3.59
ML -40 24 1915.05 +0.66 a
ML -40 24 1861.70 +2.30 a
MLs -10 36 1687.11 +4.55 b
ML -10 36 1597.68 +5.71 b
MLs -50 36 1492.90 +8.35 c
MLs -50 48 1472.62 +1.39 c
MLz 20 48 1473.49 +0.58 c
MLs 30 36 1457.50 +0.83 c

Promedio de resultados obtenidos. ML= muestra liofilizada. DS= desviacion estandar

En la tabla N° 12 se presenta la prueba multiple de rango LSD Fisher al 95 % para
compuestos fendlicos por tratamiento (P<0.05), en el cual se observa que existe diferencia
estadistica significativa entre las muestras liofilizadas, siendo mayor el MLz con 1915.05
(EQ-Ac. Galico mg/100g).

Utilizando Statistica 10 y con los datos de la tabla N° 12 se obtuvo los valores del
R? y suma de cuadrados del error que permitieron elegir el modelo adecuado para predecir
la concentracion de compuesto fendlicos (EQ-Ac. Galico mg/100g) de las hojas liofilizadas

de nabo silvestre.

Donde se obtuvo que el mejor modelo que correlaciona los datos experimentales de

concentracion de compuestos fenolicos (EQ-Ac. Galico mg/100g) fue el modelo de primer
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orden “Modelo de términos lineales de los efectos principales.”, ya que no existe mucha
diferencia con modelos mas complejos.

Tabla N° 13. Analisis de los modelos del DCCR para la concentracion de compuestos

fendlicos de las hojas liofilizadas de nabo silvestre.

Modelos de analisis del DCCR

1 2 3 4
R? 0.811 0.815 0.813 0.810
Suma de
cuadrados 5.4224 5.3476 5.5498 5.4178
del Error

El elevado valor del coeficientes de determinacion (R?) del modelo seleccionado para
predecir la concentracion de compuestos fendlicos de las hojas liofilizadas de nabo silvestre

(R?=0.811) permite interpretar los resultados mediante graficos de superficies de respuesta
figura N° 9 y como de contorno Figura N° 10.
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Figura N° 9. Grafico de superficie de respuesta del contenido de compuestos fendlicos
Fuente: Statistica 10

Esta figura N° 9 indica que en la region roja se encuentra la mayor concentracion
de compuestos fendlicos; el valor maximo de compuestos fendlicos se encuentra en un
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tiempo de 24 horas y con una temperatura de - 40 C°. La regién roja representan los rangos

Optimos ayudandonos a encontrar la mayor concentracion de compuestos fenolicos.
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Figura N° 10. Grafico de contorno del valor deseable del contenido de compuestos
fendlicos.
Fuente: Statistica 10

Esta figura N° 10 permite seleccionar la region 6ptima e indica que en la region roja
se encuentra la mayor concentracién de compuestos fendlicos, que representan los rangos

Optimos y los puntos azules representan a los experimentales.

De los resultados obtenidos podemos observar que comparando el contenido de
compuestos fendlicos totales con la literatura observaron en la coliflor contenidos en
fenoles totales de entre 404,1 y 649,2 mg. AGE /100 g., respectivamente (Scalzo et al.,
2007); de igual manera Tamer (2012) hall6 en coliflor, valores de 768.6 mg de &cido
galico/100 g. Como se puede observar todas las cifras presentadas son menores a los

obtenidos en este estudio.

En funcién a los valores presentados se observa que las hojas liofilizadas de nabo
silvestre mostraron grandes diferencias con respecto a lo encontrado en la literatura, estos
resultados se deben a la diferencia entre las especies, las condiciones de medio ambiente
donde se desarroll6 la planta (clima , localizacién, temperatura, enfermedades y
exposiciones a plagas), al tiempo de toma de muestra, los métodos de determinacion
empleados para la evaluacion de compuestos fendlicos , entre otros (Wojdylo, 2007). Asi
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mismo se observa que en la figura 9, 10 la muestra liofilizada 1 (ML1) (1915.05 EQ-Ac.
Galico mg/100g) presento mayor contenido de compuestos fendlicos con respecto a las
demas muestras lo que indicaria que el tiempo y la temperatura influyen en el contenido de

compuestos fenolicos, la ML1 tiene mejores resultados con respecto a las demas muestras.

Realizando el analisis de varianza (ANVA), (Anexo B.3) para la variable del
compuesto fendlico de las hojas liofilizadas de nabo silvestre, se obtuvo que los efectos
principales (Temperatura y Tiempo) fueron significativos (p < 0.05), lo cual nos da
entender que la temperatura y el tiempo de liofilizacion influye en el contenido de
compuestos fendlicos totales de las hojas liofilizadas de nabo silvestre ya que presentaron
diferencias significativas para los andlisis realizados, lo cual nos da a entender que existe

una diferencia significativa entre los tratamientos.
4.2.2. Compuestos fenolicos de las hojas secas de nabo silvestre

En la tabla N° 14 se muestran los resultados de los analisis espectrofotométricos
realizados, en el contenido de compuestos fendlicos totales (EQ-Ac. Galico mg/100g) de
las hojas de nabo silvestre, el cual fue sometido a diferentes tratamientos de temperatura y

tiempo de secado.

Los tratamientos de mayor temperatura presenté menor contenido de compuestos
fenolicos entre 1479.52 y 1496.00 (EQ-Ac. Galico mg/100g).
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Tabla N° 14. Pruebas de multiple de rango LSD Fisher al 95 % para el contenido de

compuestos fenolicos por tratamiento.

Concentracion

de
T ¢ compuestos
Order_l de fendlicos DS. Sig. < 0.05
merito (oC) (h)
(EQ-AC.
Galico
mg/1009)
Patron 4924.87 + 3.59
MS: 30 14 1528.88 +7.39 a
MS; 30 14 1525.63 +8.42 a
MS3 35 14 1517.97 +1.99 b
MS4 35 14 1524.08 +5.04 b
MSs 30 3 1522.78 +1.86 b
MSs 30 3 1487.27 +8.16 C
MS7 40 24 1479.52 +2.98 c
MSg 40 24 1496.00 +8.62 c

Promedio de resultados obtenidos. MS= muestra seca. DS= desviacién estandar

En la tabla N° 14 se presenta la prueba multiple de rango LSD Fisher al 95 % para
compuestos fendlicos por tratamiento (P<0.05), en el cual se observa que existe diferencia
estadistica significativa entre las muestras secas, siendo mayor el MS; con 1528.88 (EQ-
Ac. Galico mg/100g).

Utilizando Statistica 10 y con los datos de la tabla N° 14 se obtuvo los valores del
R? y suma de cuadrados del error que permitieron elegir el modelo adecuado para predecir
la concentracion de compuesto fendlicos (EQ-Ac. Galico mg/100g) de las hojas secas de

nabo silvestre.

Donde se obtuvo que el mejor modelo que correlaciona los datos experimentales de
concentracion de compuestos fendlicos (EQ-Ac. Galico mg/100g) fue el modelo de primer
73
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orden “Modelo de términos lineales de los efectos principales.”, ya que no existe mucha
diferencia con modelos mas complejos.

Tabla N° 15. Analisis de los modelos del DCCR para la concentracion de compuestos
fendlicos de las hojas secas de nabo silvestre.

Modelos de analisis del DCCR
1

2 3 4
R? 0.845 0.824 0.832 0.815
Suma de
cuadrados 4.4570 46710 4.8254 4.9352
del Error

El elevado valor del coeficientes de determinacion (R?) del modelo seleccionado
para predecir la concentracion de compuestos fenolicos de las hojas secas de nabo silvestre

(R?=0.845) permite interpretar los resultados mediante graficos de superficies de respuesta
figura N° 11 y como de contorno Figura N° 12.
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Figura N° 11. Grafico de superficie de respuesta del contenido de compuestos fenolicos.
Fuente: Statistica 10

Esta figura N° 11 indica que en la region roja se encuentra la mayor concentracion
de compuestos fendlicos totales; y se encuentra en un tiempo de 14 horas y con una
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temperatura de 30 C°, la region roja representan los rangos éptimos ayudandonos a

encontrar la mayor concentracion de compuestos fenoélicos.

tiempo

28 30 32 34 36 38 40 42

Temperatura

Figura N° 12. Gréafico de contorno del valor deseable del contenido de compuestos
fendlicos.

Fuente: Statistica 10

Esta figura N° 12 permite seleccionar la region optima e indica que en la region roja
se encuentra la mayor concentracion de compuestos fendlicos, que representan los rangos

optimos y los puntos azules representan a los experimentales.

De los resultados obtenidos podemos observar el contenido de compuestos
fenolicos totales de las hojas secas de nabo silvestre fueron entre 1528.88 a 1479.52 (EQ-
Ac. Galico mg/100g). Estos valores fueron un poco superiores a los observados en un
estudio previo realizado con este vegetal como la berza gallega donde se encontr6 valores
entre 273.4 y 352.3 mg equivalentes de &cido gélico/100 g de muestra (Martinez, 2010),
aunque similares a los observados en la bibliografia en otras Brassica spp. Murtaza (2005)
determino en diferentes genotipos de Brassica oleracea var. Acephala contenidos de
fenoles totales de entre 145 y 284 mg de acido galico/100 g de muestra. Amin (2005)
Obtuvo en Brassica oleracea var. Capitata un contenido medio de fenoles de 679 mg/ 100
g. Romani (2006) observo en Brassica rapa L. valores de fenoles totales entre 221.5 y
250.7 mg acido galico/100 g de muestra. Como se puede observar todas las cifras

presentadas son menores a los obtenidos en este estudio.
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En funcidn a los valores presentados se observa que las hojas secas de nabo silvestre
mostraron grandes diferencias con respecto a otras especies de Brassica spp., las
variaciones observadas pueden estar relacionadas con el genotipo, pero también con el tipo
y las condiciones de cultivo, el estado de maduracién, las condiciones de almacenamiento
postcosecha, la parte de la planta en estudio, etc. (Aires, 2011; Fernandes, 2007) estos
resultados se deben a la diferencia entre las especies, las condiciones de medio ambiente
donde se desarroll6 la planta (clima , localizacién, temperatura, enfermedades y
exposiciones a plagas), al tiempo de toma de muestra, los métodos de determinacion
empleados para la evaluacion de compuestos fendlicos , entre otros (Wojdylo et al, 2007).
Asi mismo se observa que la muestra seca 1 (MS1) (1528.88 EQ-Ac. Galico mg/100g)
presento mayor contenido de compuestos fendlicos con respecto a las demas muestras lo
que indicaria que el tiempo y la temperatura influyen en el contenido de compuestos

fendlicos. Indicando que la MS; tiene mejores resultados con respecto a la muestra patrén.

Realizando el analisis de varianza (ANVA), (Anexo B.4) para la variable de los
compuestos fendlicos de las hojas secas de nabo silvestre, se obtuvo que los efectos
principales (Temperatura y Tiempo) fueron significativos (p < 0.05), lo cual nos da
entender que la temperatura el tiempo de secado influye en el contenido de compuestos
fendlicos totales de las hojas secas de nabo silvestre ya que presentaron diferencias
significativas para los analisis realizados, lo cual nos da a entender que existe una diferencia

significativa entre los tratamientos.

43. COMPOSICION DE LAS HOJAS DE NABO SILVESTRE DEL
LIOFILIZADO Y SECADO

La evaluacion del contenido de capacidad antioxidante y compuestos fendlicos del

liofilizado y secado.
4.3.1. Capacidad antioxidante (liofilizado y secado)

En la Tabla N° 16 se muestra el efecto del tipo de proceso (liofilizado y secado) en
el contenido de capacidad antioxidante de las hojas de nabo silvestre, donde se puede
observar que las muestras tienen diferentes contenidos de capacidad antioxidante y su
comportamiento al ser sometida a diferentes procesos varia. Los valores iniciales para la

capacidad antioxidante de las hojas liofilizadas (1.90 a 3.25 Trolox IC 50 gr/100 g/Hojas
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de Nabo) en las hojas secas los valores estan entre (4.57 a 5.17 Trolox IC 50 gr/100 g/Hojas

de Nabo) esto disminuye al ser sometido al proceso de secado.

Xiaodan Zhang (2018), menciona que un valor pequefio de 1C50 significa una
mayor eliminacion de radicales libres de DPPH, en consecuencia una mayor actividad
antioxidante Gutiérrez (2008) menciona que una menor concentracién inhibitoria IC 50 es

capaz de inhibir el 50% del radical DPPH tiene una fuerte capacidad antioxidante.
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De los resultados obtenidos se tiene que la capacidad antioxidante del proceso de
liofilizacion tiene mejores resultados que el proceso de secado tal como se muestra en la
figura N° 13.

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los observados en la
bibliografia en otras Brassicas spp. Martinez (2010) observo en las hojas de la berza
gallega valores de 1C50 de 4.2 y 8.1 gr/ml y Podsedek (2005) reporto un valor de 1C50
entre 3.9y 8.9 gr/ml. Se puede observar que los resultados obtenidos en el estudio realizado
del contenido de capacidad antioxidante, las hojas liofilizadas presentaron mejores
resultados que las hojas secas de nabo silvestre esta diferencia se debe a los diferentes
procesos (liofilizado y secado) a los que fueron sometidos las hojas de nabo silvestre los

resultados primarios se encuentran en el Anexo A.

Realizando el analisis de varianza (ANVA), (Anexo B.5) para la variable de la
capacidad antioxidante de las hojas liofilizadas y secas de nabo silvestre, se obtuvo que los
procesos principales (Liofilizado y Secado) fueron significativos (p < 0.05), lo cual nos da
entender que el tiempo y la temperatura del proceso de liofilizado y secado influye en el
contenido de capacidad antioxidante de las hojas de nabo silvestre ya que presentaron
diferencias significativas para los analisis realizados, lo cual nos da a entender que existe

una diferencia significativa entre los procesos.
4.3.2. Compuestos fenolicos (liofilizado y secado)

En la tabla 17 donde se muestra los resultados y el efecto del tipo de proceso
(liofilizado y secado), en el contenido de compuestos fenolicos totales de las hojas de nabo
silvestre, el cual es el promedio de cinco repeticiones y la desviacion estandar; en la figura
N° 14 se observa gue las hojas liofilizadas de nabo silvestre presentaron mejores resultados

en el contenido de compuestos fendlicos con respecto a las hojas secas.
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De los resultados obtenidos se tiene que los compuestos fendlicos de las hojas

liofilizadas de nabo silvestre los valores se encuentran entre 1915.05 a 1472.62 (EQ-Ac.
Galico mg/100g) mientras que las hojas secas de nabo silvestre los valores fueron de 1528.88
a 1479.52 (EQ-Ac. Galico mg/100g), por lo tanto, se sostiene que los compuestos fendlicos
de las hojas de nabo silvestre ante un proceso de liofilizado presentaron mejores resultados
que en el proceso de secado lo que indica que la liofilizacion y el secado influyen en el

contenido de compuestos fenolicos.

Podemos observar que existe una diferencia entre los procesos de liofilizado y
secado. Por lo tanto, el mejor tratamiento en cuanto al contenido de compuestos fendlicos
fue el proceso de liofilizacién, tal como se muestra en la Figura N° 14. Todos los resultados

primarios se encuentran en el Anexo A.

Por su parte Ramirez (2014), obtuvo como resultado del proceso de liofilizacion de
las hojas de Estragdn Ruso el incremento de compuestos fenolicos totales 293.3 a 309.6 (mg.
de AGE/g) (b.s) y segiin Romani (2006) hallaron en Brassica rapa L. subs. sylvestrys valores
de fenoles totales entre 221.5 y 250.7 mg acido galico/100 g de muestra respectivamente; el
proceso de liofilizacion influye positivamente en el contenido de compuestos fendlicos
totales de las hojas de nabo silvestre, esto debido a que las hojas de nabo silvestre fueron
sometidos a bajas temperaturas por un determinado tiempo. La reduccién de compuestos
fenolicos en el proceso de secado puede atribuirse a la descomposicion de compuestos

fenolicos en virtud de la alta temperatura de secado.

Realizando el analisis de varianza (ANVA), (Anexo B.6) para la variable de los
compuestos fendlicos de las hojas liofilizadas y secas de nabo silvestre, se obtuvo que los
procesos principales (Liofilizado y Secado) fueron significativos (p < 0.05), lo cual nos da
entender que el liofilizado y secado influye en el contenido de los compuestos fendlicos de
las hojas de nabo silvestre ya que presentaron diferencias significativas para los analisis

realizados, lo cual nos da entender que existe una diferencia significativa entre los procesos.
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V. CONCLUSIONES

Se determind capacidad antioxidante de las hojas liofilizadas y secas de nabo
silvestre donde se observa que los mejores resultados obtenidos son de las hojas liofilizadas
(1.90 a 3.25 Trolox 1C50 gr/100ml/hojas de nabo) con respecto a las hojas secas (4.57 a5.17
Trolox IC50 gr/100ml/hojas de nabo), el tiempo y la temperatura influyen en el contenido
de la capacidad antioxidante. El tiempo y la temperatura 6ptima para el proceso de liofilizado
de las hojas de nabo silvestre fue de 24 horas a — 40 °C, el tiempo y la temperatura Optima

para el proceso de secado de las hojas de nabo silvestre es de 14 horas a 30 °C .

Las hojas liofilizadas de nabo silvestre presento mayor contenido de compuestos
fenodlicos totales (1915.05 a 1492.90 EQ-AC mg/100gr) con respecto a las hojas secas de
nabo silvestre (1528.88 a 1496.00 EQ-AC mg/100gr), donde se observa que el tiempo y la
temperatura influyen en el contenido de compuestos fendlicos. El tiempo y la temperatura
Optima para el proceso de liofilizado de las hojas de nabo silvestre fue de 24 horas a — 40
°C, el tiempo y la temperatura éptima para el proceso de secado de las hojas de nabo silvestre
es de 14 horas a 30 °C..
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la viabilidad de los procesos de secado y liofilizado que son alternativas a la

preservacion de la vida util de los productos.

Si bien la liofilizacion, permitié obtener mejores cualidades de las hojas de nabo
silvestre analizar ademas de las caracteristicas fisicoquimicas y color y otras con relevancia
comercial como lo son las organolépticas, composicion bioldgica, asi mismo considerar el

estudio del almacenamiento y empaque.

Evaluar el uso potencial de los compuestos fenolicos de las hojas de nabo silvestre
como producto funcional o nutraceutico, por medio de investigaciones in vivo, incluyendo

estudios de absorcion y el metabolismo en el tracto gastrointestinal.
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ANEXOS
ANEXO A.

ANEXO A.1. Resultados de capacidad antioxidante para hojas liofilizadas de nabo

silvestre
Capacidad
Antioxidante

R1 1.1117
R2 1.1167
R3 1.0466
PATRON R4 1.0971
R5 1.0923

PROMEDIO 1.09

DS 0.02
R1 1.9078
R2 1.8976
R3 1.8992
M1 R4 1.9187
RS 1.8845

PROMEDIO 1.90

DS 0.01
R1 2.8025
R2 2.7729
R3 2.7845
M2 R4 2.8845
R5 2.2386

PROMEDIO 2.70

DS 0.23
R1 2.7541
R2 2.7388
M3 R3 2.7388
R4 2.71327
R5 2.8480

PROMEDIO 2.76
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DS 0.04
R1 2.9065
R2 2.8514
R3 2.9987
M4 R4 3.2085
RS 3.8924
PROMEDIO 3.17
DS 0.38
R1 3.2053
R2 3.1487
R3 3.2122
M5 R4 3.2198
R5 3.2145
PROMEDIO 3.20
DS 0.03
R1 3.3256
R2 2.9978
R3 3.2728
M6 R4 3.1413
R5 3.3765
PROMEDIO 3.22
DS 0.14
R1 3.2550
R2 3.2436
R3 3.1814
M7 R4 3.2287
R5 3.2745
PROMEDIO 3.24
DS 0.03
R1 3.3156
R2 3.1662
M8 R3 3.2328
R4 3.2413
R5 3.2765
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PROMEDIO 3.25
DS 0.05

ANEXO A.2. Resultados de capacidad antioxidante para hojas secas de nabo silvestre

Capacidad
Antioxidante
R1 1.1117
R2 1.1167
R3 1.0466
PATRON R4 1.0971
R5 1.0923
PROMEDIO 1.09
DS 0.02
R1 4.5012
R2 4.5351
R3 45761
M1 R4 4.6865
RS 4.5596
PROMEDIO 4.57
DS 0.06
R1 47571
R2 4.5250
R3 4.5361
M2 R4 4.7058
RS 4.5978
PROMEDIO 4.62
DS 0.09
R1 4.7864
M3 R2 4.6475
R3 4.8312
R4 4.9662
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R5 4.8306
PROMEDIO 481
DS 0.10
R1 4.8067
R2 4.7760
R3 4.8514
M4 R4 4.9756
R5 5.9445
PROMEDIO 5.07
DS 0.44
R1 4.7854
R2 5.1034
R3 5.1456
M5 R4 5.1576
RS 5.2033
PROMEDIO 5.08
DS 0.15
R1 5.5436
R2 5.2467
R3 4.8212
M6 R4 4.9662
R5 4.8306
PROMEDIO 5.08
DS 0.28
R1 5.3293
R2 5.1520
R3 5.4536
M7 R4 4.9065
RS 4.6058
PROMEDIO 5.09
DS 0.30
R1 5.3220
M8 R2 5.0874
R3 5.1389
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R4 5.1285
R5 5.1914
PROMEDIO 5.17
DS 0.08

ANEXO A.3. Resultados de compuestos fendlicos para hojas liofilizadas de nabo silvestre

Compuestos
Fendlicos
R1 4690.52
R2 4828.37
R3 5000.69
PATRON R4 5035.15
R5 5069.62
PROMEDIO 4924.87
DS 3.59
R1 1978.23
R2 1820.78
R3 1840.56
M1 R4 1945.90
R5 1989.78
PROMEDIO 1915.05
DS 0.66
R1 1786.79
R2 1810.80
R3 1892.43
M2 R4 1906.84
R5 1911.64
PROMEDIO 1861.70
DS 2.30
M3 R1 1724.74
R2 1632.98
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R3 1723.24
R4 1722.45
RS 1632.12
PROMEDIO 1687.11
DS 4.55
R1 1643.54
R2 1517.92
R3 1620.68
M4 R4 1682.30
RS 1523.98
PROMEDIO 1597.68
DS 5.71
R1 1629.35
R2 1522.56
R3 1429.41
M5 R4 1410.78
RS 1472.39
PROMEDIO 1492.90
DS 8.35
R1 1389.28
R2 1430.27
R3 1432.78
M6 R4 1582.34
RS 1528.43
PROMEDIO 1472.62
DS 1.39
R1 1472.11
R2 1587.52
R3 1420.83
M7 R4 1423.85
RS 1463.14
PROMEDIO 1473.49
DS 0.58
M8 R1 1462.35
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R2 1522.56
R3 1419.41
R4 1410.78
R5 1472.39
PROMEDIO 1457.50
DS 0.83

ANEXO A.4. Resultados de compuestos fenolicos para hojas secas de nabo silvestre

Compuestos
Fendlicos
R1 4690.52
R2 4828.37
R3 5000.69
PATRON R4 5035.15
R5 5069.62
PROMEDIO 4924.87
DS 3.59
R1 1585.04
R2 1506.70
R3 1558.32
M1 R4 1567.67
R5 1426.65
PROMEDIO 1528.88
DS 7.39
R1 1583.02
R2 1500.60
R3 1556.30
M2 R4 1565.59
R5 1422.64
PROMEDIO 1525.63
DS 8.42
M3 R1 1583.00
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R2 1501.59
R3 1546.33
R4 1530.70
R5 1428.23
PROMEDIO 1517.97
DS 1.99
R1 1576.45
R2 1589.23
R3 1434.54
M4 R4 1456.45
R5 1563.75
PROMEDIO 1524.08
DS 5.04
R1 1490.56
R2 1567.90
R3 1554.34
M5 R4 1435.78
RS 1565.32
PROMEDIO 1522.78
DS 1.86
R1 1489.68
R2 1490.67
R3 1554.84
M6 R4 1448.94
R5 1452.20
PROMEDIO 1487.27
DS 8.16
R1 1492.21
R2 1487.39
R3 1530.83
M7 R4 1443.25
R5 1443.94
PROMEDIO 1479.52
DS 2.98
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R1 1498.97
R2 1489.08
R3 1484.14
M8 R4 1498.97
RS 1508.86
PROMEDIO 1496.00
DS 8.62
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ANEXO B

Tabla B.1. Analisis de varianza (ANVA) para la variable de la capacidad antioxidante de
las hojas liofilizadas de nabo silvestre.

Factor Suma de GL Cuadrado Razén- F Valor -P
cuadrados medio
(1) Temperatura (L) 0.224825 1 0.224825 2.329189 0.026650
(2) Tiempo (L) 0.455625 1 0.455625 4.720280 0.016191
Error exp. 0.193050 5 0.03861
Total 0.8735 7

Tabla B.2. Andlisis de varianza (ANVA) para la variable de la capacidad antioxidante de

las hojas secas de nabo silvestre.

Factor Suma de GL Cuadrado Razon- F Valor -P
cuadrados medio
(1) Temperatura (L) 0.320168 1 0.320168 24.15635 0.004417
(2) Tiempo (L) 0.209989 1 0.209989 15.84348 0.010527
Error exp. 0.066270 5 0.013254
Total 0.596427 7

Tabla B.3. Andlisis de varianza (ANVA) para la variable de los compuestos fendlicos de
las hojas liofilizadas de nabo silvestre.

Factor Suma de GL Cuadrado Razon- F Valor -P
cuadrados medio
(1) Temperatura (S) 27.9542 1 27.9542 15.46607 0.029278
(2) Tiempo (S) 71.1257 1 71.1257 39.35139 0.008178
Error exp. 5.4224 5 1.08448
Total 104.5023 7
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Tabla B.4. Andlisis de varianza (ANVA) para la variable de los compuestos fendlicos de
las hojas secas de nabo silvestre.

Factor Suma de GL Cuadrado Razon-F Valor -P
cuadrados medio
(1)Temperatura (S) 16.41708 1 16.41708 2.329189 0.001838
(2) Tiempo (S) 25.4833 1 25.4833 4.720280 0.025561
Error exp. 4.4570 5 0.8914
Total 46.3581 7

Tabla B.5. Andlisis de varianza (ANVA) para la variable de la capacidad antioxidante de
las hojas liofilizadas y secas de nabo silvestre.

Factor Suma de GL Cuadrado Razon-F Valor -P
cuadrados medio
(1) Liofilizado 13.71281 1 13.71281 2.957142 0.019431
(2) Secado 23.9847 1 23.9847 3.729651 0.029384
Error exp. 0.115470 5 0.23094
Total 37.81298 7

Tabla B.6. Andlisis de varianza (ANVA) para la variable de los compuestos fenolicos de
las hojas liofilizadas y secas de nabo silvestre.

Factor Suma de GL Cuadrado Razo6n-F Valor -P
cuadrados medio
(1) Liofilizado 15.46193 1 15.46193 2.736509 0.017630
(2) Secado 22.7401 1 22.7401 4500164 0.026522
Error exp. 0.174020 5 0.034804
Total 38.37605 7
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ANEXO C
ANEXO C.1 .Certificados de investigacion

Datos del documento

Tipo de documento: BOLETA DE VENTA ELECTRONICA
Serie y correlativo:B116-00000438

Fecha: 07-01-2019

Forma pago: EFECTIVO

FDA

Datos del emisor Adquiriente
RUC: 201012580 14 Identificacién: DNI-DOCUMENTO DE NACIONAL DE IDENTIDAD
Nombre: FUNDACION PARAEL DESARROLLO AGRARIO Numero de identificacién: 45464519
Direccién: JR.CAMILO CARRILLO NRO.325,-. JESUS MARIA LIMA Nombre: DORIS YANETH COARITAYAPUCHURA
DEPARTAMENTO LIMA Direccion: JR JOSE MARIAARGUEDAS 716 PUNO-YUNGUYO-YUNGUYO

PPA-LIOFILIZADOR
Cé6d GS10

i Sl
10 NIl 0

5669 S/ 635590 S/ 635.59

Inform acién adicional

Totales impuestos

Total IGV18%: S/ 11441

Totales del documento

Total Gravadas : S/63559
Importe total de la venta: S/750.00

Monto en letra: SETECIENTOS CINCUENTA Y 00/100 SOLES
[=] % P

Representacion impresa de una boleta de venta electronica
Autorizado mediante resolucion N 0320050000973/SUNAT
Documento generado por DFACTURE - Tel. (511) 729 - 9045 - https.//dfacture.com.pe
Puede descargar su comprobante desde el sitio: https:/factura.dfacture.com.pe/consultadocumentos Pagina 1 de 1
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FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabelién de Control de Calidad
AV.Dela Cultura 733 CU SCO - PER] Contaclo 973868855

RESULTADOS
Cusco 16 de Enero 2019

Solicitantes : Doris Yaneth Coarita Yapuchura
Tipo de Analisis : Actividad Antioxidante
Metodo : DPPH.
Tipo de Muestras : Hojas de Nabo Silvestre liofilizado a diferentes temperaturas
Cantidad de Muestra : 9 muestras con 1 0 gr aproximadamente de cada uno
Almacenamiento :4°C.
Condici de Analisis por Espectrofotometro
Equipo : Espectrofotometro Genesis 20 Thermo Electron
Longitud de Onda :517 nm
Celda de Lectura : Cubetas de Vidrio de 1cm.

Ecuacion de la curva patron 1y = 0.0544x + 0.0009, R? = 0.9998

F.ere(iciones Promedio

[ Hojas Trolox IC50 T
| de 1 2 3 4 5 gr/100 ml /Hojas
| Nabo de Nabo

| Fresco 1.1117 1.1167 1.0466 1.0971 1.0923 1.09

| M1 1.9078 1.8976 1.8992 1.9187 1.8845 1.90

|M2 2.8025 2.7729 2.7845 2.8845 2.2386 2.74

M3 2.7541 2.7388 2.7388 2.7327 2.8480 2.76

M4 2.9065 2.8514 2.9987 3.2085 3.8924 317

M5 3.2053 3.1487 3.2122 3.2198 3.2145 3.20

| M6 3.3256 2.9978 3.2728 3.1413 3.3765 3.22

M7 3.2550 3.2436 3.1814 3.2287 3.2745 3.24

| M8 3.3156 3.1662 3.2328 3.2413 3.2765 3.25

Nota: Los resulta dos obtenidos en la determinacion de actividad antioxidante fue realizado por quintuplicado,
expresa el Coeficiente de Inhibicién al 50% (Cl so 0 ICs0) en gramos equivalentes Trolox que estan presente en
100g de muestra. La metodologia utilizada es de acuerdo a: (con algunas modificaciones.)

* Brand-Williams W., M. Cuvelier and C. Berset; (1997) Use of a Free Radical Method to Evaluate Antioxidant Activity,
Lebensm. Wiss. U. Technol. 28, 25-30.

* Norul Liza A-Rahaman, Lee Suan Chua, Mohamad Roji Sarmidi, Ramlan Aziz (2013) Physicochemical and radical
scavenging activities of honey samples from Malaysia Agricultural Sciences Vol.4, No.5B, 46 -51.

». PuglieseA.G,t FranciscoA. Tomas-Barberan, 1 Pilar Truchado, and Maria |. Genovese, Flavonoids, Proanthocyanidins,
Vitamin C, and Antioxidant Activity of Theobroma grandiflorum (Cupuassu) Pulp and Seeds J Agric Food Ch em.
2013 Mar 20;61(11):2720-8.

« Philip Molyneux 2004, The use of the stable free radical diphenylpicrylhydrazy! (DPPH) for estimatin g antioxidant
activity Songklanakarin J. Sci. Technol., 26(2) : 211-219.

Quim. Jorge Choquenaira Par{
Analista del Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria — UNSAAC.
CQP-914
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RESULTADOS
Cusco 16 de Enero 2019
Solicitantes : Doris Yaneth Coarita Yapuchura
Tipo de Analisis : Determinacién de compuestos Fenolicos Totales
Metodo : Folin Ciocalteu.
Tipo de Muestras : Hojas de Nabo Silvestre liofilizado a diferentes temperaturas
Cantidad de Muestra : 9 muestras con1 0 gr aproximadamente de cada uno

Almacenamiento :4°C.

Condiciones de Analisis por Espectrofotometro

Equipo : Espectrofotometro Genesis 20 Thermo Electron
Longitud de Onda 1755 nm
Celda de Lectura : Cubetas de Vidrio de 1cm

Ecuacion de la curva patrén 1y =0.0403x - 0.0051, R2 =0.9992

Repeticiones Promedio
: EQ-Ac.
v o 1 2 3 4 5 Galico
mg/100g
Fresco 4690.52 4828.37 5000.69 5035.15 5069.62 4924.87
M1 1978.23 1820.78 1840.56 1945.90 1989.78 1915.05
M2 1786.79 1810.80 1892.43 1906.84 1911.64 1861.70
M3 1724.74 1632.98 1723.24 1722.45 1632.12 1687.11
M4 1643.54 1517.92 1620.68 1682.30 1523.98 1597.68
M5 1629.35 1522.56 1429.41 1410.78 1472.39 1492.90
M6 1389.28 1430.27 1432.78 1582.34 1528.43 1472.62
M7 1472.11 1587.52 1420.83 1423.85 1463.14 1473.49
M8 1462.35 1522.56 1419.41 1410.78 1472.39 1457.50

Nota: Los resultados obtenidos fue realizado por quintuplicado, la cuantificacion se basé utilizando un estandar Acido Galico,
expresa los gramos en equivalentes de Acido galico que estan presente en 100 g de muestra. La metodologia utilizada es de
acuerdo a: (con algunas modificaciones.)

1. Vernon L.Singleton, Rudolf Orthofer, Rosa M. Lamuela -Raventés 1999 Analysis of total phenols and other oxidation
substrates and antioxidants by means of folin -ciocalteu reagent Methods in Enzymology Volume 299, 1999, Pages
152-178

2. Pugliese A.G, Francisco A. Tomas -Barberan, Pilar Truchado, Maria I. Genovese, Flavonoids, Proanthocyanidins,
Vitamin C, and Antioxidant Activity of Theobroma grandiflorum (Cupuassu) Pulp and Seeds J Agric Food Chem. 2013
Mar 20;61(11):2720-8. doi: 10.1021/jf304349u. Epub 2013 Mar 6.

3. Huang, R. T, Lu, Y. F., Inbaraj, B. S., & Chen, B. H. (2015). Determination of phenolic acids and f lavonoids in
Rhinacanthus nasutus (L.) kurz by high -performance -liquid-chromatography with photodiode -array detection and
tandem mass spectrometry. Journal of Functional Foods, 12, 498-508. https://doi.org/10.1016/j.ff.2014.12.002

4. Raphanus raphanistrum L Sulu Ekstresi nin Antioksidan Aktivitesi ve Total Fenolik Igerigi. (s. f.). Recuperado 17 de
enero de 2019, de http://www.turkjps.org/archives/archive -detail/article -preview/antoxdant -actvty-and-total -
phenolc-content-of-aque/12445

Quim. Jorge Choquenaira Pari
Analista del Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria~ UNSAAC.
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RESULTADOS
Cusco 16 de Enero 2019

Solicitantes : Doris Yaneth Coarita Yapuchura
Tipo de Analisis : Actividad Antioxidante
Método : DPPH.
Tipo de Muestras : Hojas de Nabo Silvestre secado a diferentes temperaturas
Cantidad de Muestra : 9 muestras con 10 gr aproximadamente de cada uno
Almacenamiento :4°C.

Condiciones de Analisis por Espectrofotometro

Equipo : Espectrofotometro Génesis 20 Thermo Electron
Longitud de Onda :517 nm
Celda de Lectura : Cubetas de Vidrio de 1cm.

Ecuacion de la curva patron :y = 0.0544x + 0.0009, R? = 0.9998

Repeticiones Promedio
[ Hojas Trolox IC50
de 1 2 3 4 5 gr/100 ml /Hojas
Nabo de Nabo
Fresco 1.1117 1.1167 1.0466 1.0971 1.0923 1.09
M1 4.5012 4.5351 4.5761 4.6865 4.5596 4.57
M2 4.7571 4.5250 4.5361 4.7058 4.5978 4.62
M3 4.7864 4.6475 4.8312 4.9662 4.8306 4.81
M4 4.8067 47760 48514 4.9756 5.9445 5.07
M5 4.7854 5.1034 5.1456 5.1576 5.2033 5.08
M6 5.5436 5.2467 4.8212 4.9662 4.8306 5.08
M7 5.3293 5.1520 5.4536 4.9065 4.6058 5.09
M8 5.3220 5.0874 5.1389 5.1285 5.1914 8A7

Nota: Los resulta dos obtenidos en la determinacion de actividad antioxidante fue realizado por quintuplicado,
expresa el Coeficiente de Inhibicion al 50% (Cl so 0 ICs0) en gramos equivalentes Trolox que estan presente en
100g de muestra. La metodologia utilizada es de acuerdo a: (con algunas modificaciones.)

« Brand-Williams W., M. Cuvelier and C. Berset; (1997) Use of a Free Radical Method to Evaluate Antioxidant Activity,
Lebensm. Wiss. U. Technol. 28, 25-30.

* Norul Liza A-Rahaman, Lee Suan Chua, Mohamad Roji Sarmidi, Ramlan Aziz (2013) Physicochemical and radical
scavenging activities of honey samples from Malaysia Agricultural Sciences Vol.4, No.5B, 46 -51.

* PuglieseA.G,TFranciscoA. Tomas-Barberan, Pilar Truchado, and Maria |. Genovese, Flavonoids, Proanthocyanidins,
Vitamin C, and Antioxidant Activity of Theobroma grandiflorum (Cupuassu) Pulp and Seeds J Agric Food Ch em.
2013 Mar 20,61(11):2720-8.

* Philip Molyneux 2004, The use of the stable free radical diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) for estimatin g antioxidant
activity Songklanakarin J. Sci. Technol., 26(2) : 211-219.

Quim. Jorge Choquenaira Pari
Analista del Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria — UNSAAC.
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RESULTADOS
Cusco 16 de Enero 2019
Solicitantes : Doris Yaneth Coarita Yapuchura
Tipo de Analisis : Determinacién de compuestos Fenolicos Totales
Metodo : Folin Ciocalteu.
Tipo de Muestras : Hojas de Nabo Silvestre secado a diferentes temperaturas
Cantidad de Muestra : 9 muestras con1 0 gr aproximadamente de cada uno

Almacenamiento :4°C.

Condiciones de Analisis por Espectrofotometro

Equipo : Espectrofotometro Genesis 2 0 Thermo Electron
Longitud de Onda : 755 nm
Celda de Lectura : Cubetas de Vidrio de 1cm

Ecuacion de la curva patron 1y =0.0403x - 0.0051, R2 =0.9992

Repeticiones PromggiL
) EQ-Ac.
H :
| Eee 1 2 3 4 5 Galico
abo
mg/100g
Fresco 4690.52 4828.37 5000.69 5035.15 5069.62 4924 .87
M1 1585.04 1506.70 1558.32 1567.67 1426.65 1528.88
M2 1583.02 1500.60 1556.30 1565.59 1422.64 1525.63
M3 1583.00 1501.59 1546.33 1530.70 1428.23 1517.97
M4 1576.45 1589.23 1434.54 1456.45 15663.75 1524.08
M5 1490.56 1567.90 1554.34 1435.78 1565.32 1522.78
M6 1489.68 1490.67 1554.84 1448.94 1452.20 1487.27
M7 1492.21 1487.39 1530.83 1443.25 1443.94 1479.52
M8 1498.97 1489.08 1484.14 1498.97 1508.86 1496.00
L

Nota: Los resultados obtenidos fue realizado por quintuplicado, la cuantificacion se basé utilizando un estandar Acido Galico,
expresa los gramos en equivalentes de Acido gélico que estéan presente en 100 g de muestra. La metodologia utilizada es de
acuerdo a: (con algunas modificaciones.)

1. Vernon L.Singleton, Rudolf Orthofer, Rosa M. Lamuela -Raventds 1999 Analysis of total phenols and other oxidation
substrates and antioxidants by means of folin -ciocalteu reagent Methods in Enzymology Volume 299, 1999, Pages
152-178

2. Pugliese A.G, Francisco A. Tomas -Barberan, Pilar Truchado, Maria |. Genovese, Flavonoids, Proanthocyanidins,
Vitamin C, and Antioxidant Activity of Theobroma grandiflorum (Cupuassu) Pulp and Seeds J Agric Food Chem. 2013
Mar 20;61(11):2720-8. doi: 10.1021/jf304349u. Epub 2013 Mar 6.
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el ESCL ELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGRONOMICA
LABORATORIO DE TAXONOMIiA VEGETAL

El QUE St SCRIBE JEFE DEL L ABORATORIO DE TAXONOMIA VEGETAL DI
LA FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS DE LA U. N. A. PUNO. HACE
CONSTAR QUE EL ESPECIMEN BOTANICO PUESTO A DISPOSICION
PERTENECE A LA ESPEC IE Brassica campestris 1.."Nabo silvestre”,"Nabo-maleza’
Que segun el Sistema de Clasificacion F tlogenético de Adolph Engler posee la siguiente
Posicion Taxonomica.
REINO
SUB REINO
DIVISION
CLASE
SUB CLASE:

Vegetal
Phanerogamae
Angiospermae
Dicotyledoneae
Archychlamydeae
ORDEN Papaverales
FAMILIA Brassicaceae
GENERO Brassica
ESPECIE

Brassica campestris |_.

SE EXPIDE LA PRESENTE CONSTANCIA A PETICION ESCRITA DE LA

INTERESADA. DORIS YANETTH COARITA YAPUCHURA Y PARA LOS FINES
QUE VIERE POR CONVENIENTI

PUNO, C.U. 22 de Marzo del 2018
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ANEXO D
ANEXO D.1. Panel fotografico

Imagen 01: Planta de Nabo silvestre (Brassica Campestri L.)
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Imagen 3. Hojas liofilizadas de nabo silvestre
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Imagen 5. Molienda de hojas liofilizadas del nabo silvestre

Imagen 6. Molienda de hojas secas de nabo silvestre

Imagen 7. Preparacion de las muestras para el andlisis de la capacidad antioxidante y
compuestos fendlicos de hojas liofilizadas de nabo silvestre
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Imagen 8. Preparacion de las muestras para el analisis de la capacidad antioxidante y

compuestos fenolicos de hojas secas de nabo silvestre
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