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Resumen

El presente trabajo de investigacion tuvo como propdsito
la elaboracion y evaluacion de una bebida resfrecante a base de
granada (Punica granatum) y maracuya (Passiflora edulis)
edulcorado con estevia. En la primera etapa se realizo la
caracterizacion fisicoquimica de la materia prima (maracuya y
granada), obteniendo valores para la maracuya de: 82.7% de
humedad, 0.7% de cenizas, 3.6% de acidez, 3.21 de pH, 13.2 de
°Brix y 25.3mg/100g de vitamina C. Para el caso de la granada
fue: 77.8% de humedad, 0.5% de cenizas, 2.65% de acidez, 3.49
de pH, 16.2 de °Brix y 4mg/100 g de vitamina C. En la segunda
etapa se realiz6 un flujograma, donde las operaciones
comprendidas en el procesamiento de elaboracion de la bebida
refrescante fueron: recepcién; pesado y seleccion; lavado y
desinfeccion; pelado y cortado; extraccién; formulacion;
homogenizacién; filtracion; pasteurizacion; envasado/sellado;
enfriamiento y almacenamiento. Luego del proceso de
elaboracion de la bebida refrescante se hizo un anélisis
fisicogquimico de los 10 tratamientos, se determind pH con
valores de 3.46 y 3.98, acidez de 0.07% y 1.97%, y densidad con
valores de 1.000g/mly 1.073 g/ml. Posteriormente se realizo el
analisis de Actividad antioxidante para los 10 tratamientos,
obteniendo valores de 188.15 umol ET/100ml y 8952.49 umol

9
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ET/100ml, asimismo se realizo la determinacion de Polifenoles
totales para los 10 tratamientos obteniendo valores de 1.292 mg
A.G/100ml y 49.334 mg A.G/100ml, y una determinacién de
Vitamina C para los 10 tratamientos obteniendo valores de
0.0214 mg/100ml y 14.0892 mg/100ml. Se realiz6 Ila
determinacion de parametros sensoriales como atributos (olor,
color, sabor y aceptacion general), empleando 30 panelistas con
una ficha de evaluacion sensorial, de la cual se obtuvo que el
tratamiento 9 fue la bebida de mejor aceptacion por los

panelistas.

La mejor formulacion de la bebida refrescante y de
mayor preferencia fue el T9 (12.5% zumo de granada y 12.5%
zumo de maracuya); 0,04% de sorbato de potasio y 500mg de
estevia. Los resultados de la mejor formulacion fueron de
actividad antioxidante de 8952.49 + 115.110 umol ET/100ml y
polifenoles totales con valores de 49.334mg + 0.01 mg
A.G/100ml, ademas se obtuvo: 1,073 g/cm3 de densidad; 1,97%
de acidez; 3,5 de pH; 6.5°Brix y 14.0892 + 0.39 mg/100 g de

vitamina C.

Palabra clave: Bebida refrescante, actividad antiodixante,

polifenoles totales.
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Introduccion

El sector de bebidas ha visto en los Gltimos tiempos un
tremendo desarrollo de nuevos productos. Varias de las nuevas
innovaciones contienen versiones ligeras de bebidas bajas en
calorias y carbohidratos y un incremento en la variedad de
bebidas que se utilizan. Los sabores més exaticos (p. ej., naranja,
maracuya y granada) se han vuelto comunes en las mezclas de
bebidas.

Actualmente, nuevos batidos de frutas estan ingresando al
mercado como un complemento saludable y nutritivo o una
alternativa a los bocadillos. La fortificacion con vitaminas y
minerales también se utiliza para atraer a consumidores con
problemas de salud especificos. Las bebidas de esta linea de
productos estan dirigidos a personas de diversas edades. Los
jugos de maracuya para la salud del corazon y algunas
variedades con antioxidantes para aumentar la inmunidad son
algunos de los nuevos ejemplos de productos que llegan al
mercado.

La fruta es un ingrediente de una bebida, este aporta la
experiencia refrescante y espesa del liquido, ademas contribuye
con las caracteristicas funcionales y nutricionales de la bebida;

estos atributos de refrescante y espeso son buenos ejemplos de

11
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las caracteristicas de los alimentos que deben estandarizarse para
ayudar a la automatizacion del producto.

El 28% de la poblacion ha sustituido el azGcar comun por
edulcorantes no caldricos para controlar la obesidad y la diabetes
mellitus. Los edulcorantes pueden ser de origen natural (estevia)
0 sintético (aspartamo, acesulfamo, ciclamato de sodio,
sucralosa). Las hojas de estevia contienen glucésidos de
esteviol, incluidos esteviésido, rebaudidsido (A a F),
esteviolbiosido e isosteviol, que son responsables del sabor
dulce de la planta y tienen valor comercial en todo el mundo
como sustituto del azlcar en alimentos, bebidas vy
medicamentos.

La demanda de los consumidores por un producto
seguro, natural y fresco, como la bebida de frutas, ha ido en
aumento como consecuencia de la investigacion por una vida
maés saludable. Muchas sustancias en las frutas, especialmente
frutas como la vitamina C, la vitamina E, el betacaroteno y los
compuestos fendlicos son excelentes antioxidantes que pueden
estabilizar los radicales libres.

La importancia de estos antioxidantes para mantener la
salud y prevenir enfermedades patoldgicas graves, incluidos
diferentes tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares y

neuroldgicas y trastornos relacionados con el envejecimiento, ha

12
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sido descrita por varios trabajadores. Entre las principales clases
de antioxidantes naturales en frutas y bebidas se encuentran los
compuestos polifendlicos.

Asi, en las dltimas tendencias, los consumidores buscan
bebidas que ayuden a mejorar su estado de salud debido al
aumento en el indice de enfermedades y dolencias, por lo que la
mayoria de las bebidas de frutas en el mercado tienen un valor
adicional de beneficios para la salud. Por lo tanto, en la ola
actual de preocupacion por las bebidas de frutas naturales, se
esta poniendo un esfuerzo considerable en las fuentes de fruta
“verde”, que tiene una alta actividad antioxidante y con menos
pardeamiento enzimatico.

El disefio que se utilizo para el trabajo de investigacion
fue el disefio Factorial de 3 niveles: 372 el cual estudiara los
efectos de 2 factores en 10 corridas. Se considerd como variables
independientes a: a) la concentracion de maracuya Yy
concentracion de granada asimismo se evaluaron las variables
respuestas: i) Andlisis sensorial (sabor, olor, color y apariencia
general), ii) determinacion de actividad antioxidante y iii)
determinacion de polifenoles totales. Para este trabajo se utilizé
el software estadistico STATGRAPHICS Centurion XV, con la
finalidad de determinar el efecto de las variables independientes

sobre las dependientes, todo esto se comprobara con un analisis
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estadistico de la varianza (ANOVA), evaluar y optimizar las
variables respuestas con un nivel de significancia del 5% vy
confianza del 95%.

Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo general
determinar la actividad antioxidante de las formulaciones de la
bebida refrescante elaborada a base de granada (Punica
granatum) y maracuya (Passiflora edulis) edulcorada con
estevia (stevia rebaudiana b.) y como objetivos especificos:
determinar las caracteristicas fisicoquimicas de la granada y
maracuyd; determinar las caracteristicas fisicoquimicas de las
formulaciones de la bebida refrescante a base de granada y
maracuyd edulcorada con estevia; determinar la calidad
sensorial de las formulaciones de la bebida refrescante a base de
granada y maracuya edulcorada con estevia; determinar los
polifenoles totales de la bebida refrescante a base de granada y
maracuya edulcorada con estevia; y determinar la actividad
antioxidante de las formulaciones de la bebida refrescante a base

de granada y maracuya edulcorada con estevia.
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1.1. Granada (Punica Granatum)
1.1.1. Generalidades

La granada (Punica granatum), es comunmente
conocida como granada, es un &rbol tropical cultivado por sus
deliciosos frutos, propiedades medicinales, valor ornamental,
etc. La fruta es originaria de Afganistan, Iran, China y el
subcontinente indio, pero el cultivo de la granada se ha
extendido por toda la regién mediterranea, América Central y
del Sur, es una fruta antigua ampliamente consumida en todo el
mundo y hoy en dia se cultiva y se consume como fruta fresca,
jugo, mermelada, infusion, también se utiliza ampliamente en
férmulas terapéuticas, cosméticos y condimentos alimentario
(Gosset-Erard et al., 2021).

Si bien la planta de la granada se considera un arbol
pequefio o un arbusto grande, a menudo se piensa que su fruto
es una baya grande. El fruto se puede dividir en tres partes
anatomicas principales: los arilos, sacos translicidos que
contienen jugo que rodean las semillas, el mesocarpio, el tejido
blanco al que se adhieren los arilos dentro del fruto, y el
exocarpio o pericarpio, la capa fibrosa externa. de la fruta. Las
partes comestibles de la granada (Ilamadas arilos) constituyen el

50% del peso de la fruta aproximadamente y estan compuestas

16
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por un 76-85% de jugo y un 15-24% de semillas (Varasteh, et
al., 2012).

El mercado de la granada ha crecido constantemente,
presumiblemente debido a la creciente demanda de los
consumidores preocupados por la salud de productos con
posibles efectos beneficiosos para la salud humana. Este
creciente interés en las propiedades promotoras de la salud de la
granada estd plenamente justificado por los hallazgos maés
recientes, segun los cuales la fruta puede ser un agente Util para
la prevencion y el tratamiento de una amplia gama de trastornos
y enfermedades humanos, incluidas las enfermedades
infecciosas y cardiovasculares, la diabetes y cancer (Brighenti et
al., 2017).

La granada (Punica granatum) es muy famosa por su alto
contenido de compuestos polifendlicos y por sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias, el jugo de la granada se utiliza
en cosméticos y alimentos por su conocida actividad
antioxidante. La demanda mundial de sus productos procesados
se ha disparado en los ultimos afos, lo que ha provocado la
expansion de la industria en todo el mundo; los consumidores de
todo el mundo consideran el sabor agradable y los importantes

beneficios terapéuticos y para la salud; la granada es una de las

17
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frutas ricas en compuestos fenolicos ganando popularidad en las
altimas tres décadas, debido a sus propiedades saludables
(Gosset-Erard et al., 2021).

La granada (Punica granatum) es un arbol de 6 0 10 m
de altura, las ramas del &rbol se caracterizan por ser espinosas y
duras. Las flores son hermosas, el fruto mide entre 6,25y 12,5
cm. de didmetro, su cascara es dura, su corteza es amarillenta, el
fruto es rojo ovalado de color rosa claro o intenso (Ampex,
2006).

Clasificacion taxonémica de la granada (Punica

granatum):
Tabla 1

Taxonomia de la granada

CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Myrtales
Familia Lythraceae

Subfamilia Punicoideae

Género Punica
Especies Punica granatum

Fuente: Minagri, 2019

18
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1.1.2. Variedades

Las variedades mas conocidas comercialmente en el mundo son
las siguientes (MINAGRI, 2019):

a) Wonderful: Es una de las variedades mas comerciales en el
mundo con gran aceptacion en paises desarrollado en
cultivo. Es un fruto fuera de lo normal de gran tamario, tiene
un sabor bien agradable, su pulpa es de color roja, es jugosa
de sabor fuerte. Esta variedad se le considera como tardia,
ya que inicia a dar frutos desde septiembre, pudiendo
alcanzar un rendimiento de 40 Toneladas/ Hectéarea.

b) Granada: Es una variedad de maduracion muy temprana,
corresponde a una transformacion de la ‘Wonderful’,
aunque su tamafio es mas pequefio que de la variedad
‘Wonderful’ y obtienes a buenos precios en los mercados ya
que su maduraciéon es mas prematura que la Wonderful
(aproximadamente 1 mes antes).

c) Mollar de Elche: Es un éarbol fornido de crecimiento
temprano, su fruto es de gran tamafio, grano grueso, rojizo
oscuro, blandas y pocas semillas. La maduracion del fruto
comienza desde octubre y su produccién se alarga hasta

enero y muchas veces hasta febrero.
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d) Mollar valenciana: Es un arbol fornido, con frutos de gran
tamafo, es de forma redonda y plana, granado de buen
grosor con pocas semillas. Se identifica por ser de
recaudacion temprana debido a su cosecha temprana, su
fruta es de menor calidad.

e) 116: Esun arbol de media estacion, el fruto tiene c&scara no
tan gruesa y de color rojizo sombrio, es muy resistente y
homogénea que surge prematuramente en su proceso. Sus
semillas son medianamente suaves, roja y agridulce.

f) Emek: La céscara es rosada oscuro en forma homogénea y
medianamente grueso. Las semillas tienen una dureza
mediana y dulce. Sus arilos son de color rojo.

g) Acco: Lacéascara se caracteriza por ser delgada que varia de
rojo a rosado de manera uniforme y medianamente gruesa.
Sus semillas son suaves y dulces, no acidas y arilos de color
rojo.

h) Shani: Es de cascara delgada, con un color que varia de rojo
a rosado de manera uniforme. Las caracteristicas son
similares a la variedad Acco, sus semillas son suaves, dulce,
no &cidas y los arilos son rojo oscuro.

i) Parfianka: Es una variedad de fruto dulce que va de tamario

medio a grande, corteza de color rojo, arilos rojo opaco y
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semillas blandas. Su cosecha inicia desde la Gltima semana
del mes de octubre.

J) Dholka: Es un fruto de gran tamafio, de piel amarillo rojizo
con partes rosado oscuro y en la base color purpura; tiene
piel delgadita, pulposa, es dulce y sus semillas son de color

blanco y duras.
1.1.3. Composicion quimica

La granada (Punica granatum) es una fruta comestible con un
valioso contenido de moléculas bioactivas. La fruta es una rica
fuente de fenolicos, taninos hidrolizables, antocianinas,
flavonoides y micronutrientes esenciales como la vitamina C. La
granada es muy rica en minerales, en potasio, en fésforo,
manganeso, calcio, hierro y magnesio, vitaminas C, B1y B2,y
en antioxidantes, este compuesto se encuentra un 70% en la
cascara y membranas de la granada (Chiroque et al., 2019). Se
presenta la siguiente tabla de composicién quimica de la

granada:
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Tabla 2
Composicion nutricional de la granada
USDA, (2015) Hernandez. (2017) Infoagro, (2010)
Nutriente Valor por 100 gramos  Valor por 100 gramos  Valor por 100 gramos
PROXIMAL
Agua 77,93 g 78 g 63-78 ¢
Energia 83,167 kcal 83,00 kcal 72,6-86,4 kcal
Proteina 1,17¢g 1749 0,05-16 g
Lipidos totales 18,79 1.2¢ -
Fibra 49 49 3,4-5,0¢
AzUcares totales 13,67 g 1409 18,8-21,2g
MINERAL
Calcio 10 mg 60,3 mg/L 3-12mg
Hierro 0.3 mg 1,0 mg/L 0,3-1,2mg
Magnesio 12 mg 35,2 mg/L -
Fosforo 36 mg - 8-37 mg
Potasio 236 mg 708 mg/L 259 mg
Sodio 3mg 0,3 mg/L 3mg
Zinc 0.35 mg 0 mg/L -
Manganeso - 0,3 mg/L -
Cobre - 0,0 mg/L -
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VITAMINAS
Tiamina 10,2 mg 0,003 mg
Riboflavina 0,067 mg 0,012-0,03 mg
Niacina 0,053 mg 0,180-0,3 mg
Vitamina B6 0,075 mg -
Folato total 38 mg -
Vitamina E 0,6 mg
Vitamina K 16,4 mg -
Acido citrico - 4-4.2 mg
Acido ascorbico - 0,46-3,6 mg
Acido bérico - 0,005 mg
LIPIDOS
Acidos grasos saturados 0,120 ¢ -
Acidos grasos 0,093 g -
monoinsaturados
Acidos grasos 0,079 g -
poliinsaturados
Grasas trans 0,000 g -
Colesterol 0 mg -

Fuente: USDA,2015; Hernandez,2017; Infoagro,2010.
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Tabla 3

Composicién de antioxidantes en diversos genotipos

Genotipo Polifenoles Actividad Antioxidante Antocianinas Totales TPITA
Totales (PT) (Valores ORAC) (AT)
mg galic acid mg cyanidin-3-
g gL-l mmol Trolox L-1 g?ucgside L1
PG2 1236 24,4 984 1,25
PG3 1055 21,2 749 1,4
PG4 1215 22,7 1328 0,91
PG5 1280 23,3 915 1,39
PG6 1195 22,1 588 2,03
PG7 720 12,7 168 4,28
PG8 1075 16,8 219 491
PG9 676 13,1 204 3,31

Fuente: Begofa et al.,2010.
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Por consiguiente, la cantidad de componentes bioactivos del
zumo de la granada, varia dependiendo de manejos de culturas,
componentes genéticos e indice de madurez de la fruta.

1.1.4. Componentes funcionales de la granada

- Antocianinas

Las antocianinas son compuestos flavonoides que
pueden disolverse en el agua y producen colores que van desde
el naranja y el rojo hasta varios tonos de azul y violeta, y tienen
un papel fundamental en la calidad del color de muchas frutas,
verduras y plantas frescas y procesadas; ademas de sus
propiedades colorantes, se ha descubierto que las antocianinas
exhiben una amplia gama de propiedades bioldgicas,
farmacoldgicas, antiinflamatorias, antioxidantes y
quimioprotectoras (Varasteh, et al., 2012). El consumo humano
de antocianinas estd aumentando debido a la creciente
conciencia e interés en sus posibles beneficios para la salud
(Jaiswal et al., 2010).

La granada es una de las principales fuentes de
antocianinas. Hay muchos componentes que influyen en la
estabilizacion de las antocianinas. Su estructura puede estar
afectada en cualquier fase de un procesamiento tecnoldgico,

como el caso del procesamiento de extraer las antocianinas de

25



ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE UNA BEBIDA REFRESCANTE A BASE DE GRANADA (Punica granatum) Y MARACUYA
(Passiflora edulis) EDULCORADA CON ESTEVIA (Stevia Rebaudiana B.)

una materia vegetal, durante un procesamiento térmico o al
almacenar un producto que los contiene. Varios efectos que
promueven la salud, como la prevencion y el retraso de
enfermedades como el céncer, la diabetes tipo 2 y las
enfermedades cardiovasculares, se han relacionado con el
consumo de jugo de granada (Kazemi et al., 2016). Estos efectos
estan relacionados con la presencia de diversos fitoquimicos,
siendo los méas importantes el acido elagico, elagitaninos,
taninos y antocianinas (delfinidina, cianidina y pelargonidina).

La persistencia de la degradacion del color y el
predominio del color pardusco en el jugo de granada envasado
siempre han sido un gran desafio para la industria. La
disminucion del atractivo color rojo del jugo procede de la
degradacion de las antocianinas monoméricas durante el
procesamiento y almacenamiento, seguida de la polimerizacion
y la formacién de pigmentos marrones La cinética de la
degradacion de la antocianina depende de las caracteristicas
inherentes y la estructura quimica de la antocianina, asi como de
las condiciones de procesamiento y almacenamiento, como la
concentracion y la estructura quimica de la antocianina, la
temperatura, el oxigeno, la luz, el pH, la presencia de enzimas
oxidativas (p. Ej., Polifenol oxidasa y glucosidasa ), metales

iGnicos y azlcares (Navruz et al., 2016). La copigmentacion,
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como método eficaz y razonable para estabilizar las
antocianinas, es la cooperacion entre las antocianinas y los
copigmentos. Se ha demostrado que numerosos compuestos
fenolicos, como acido galico, acido elagico, acido rosmarinico,
acido clorogénico, acido ferdlico, acido cafeico, quercetina y
rutina, son buenos copigmentos.

El retraso en los cambios de color durante la vida util de
los jugos de frutas ricos en antocianinas también se ha informado
como el desempefio efectivo de los copigmentos mencionados
anteriormente. A pesar de los resultados favorables reportados,
los compuestos fendlicos puros en la industria no se han
anunciado como aplicables debido a su bajo acceso y falta de
justificacion econdmica. En consecuencia, la industria se ha
centrado en compuestos fenodlicos mas econdémicamente

disponibles a través de nuevos enfoques (Kalantari et al., 2021).
Acidos grasos del aceite de la semilla de granada

La fruta de la granada se puede dividir en: piel exterior,
piel interior (recubrimiento) y arilos (pulpa y semillas). Los
arilos generalmente se consumen fresco, produccion de jugos,
mermeladas, jaleas, y también para desarrollar extractos que se
utilizaran como ingredientes en preparaciones de plantas

medicinales y dietas suplementarias (Goula y Adamopoulos,
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2012). Las semillas pueden representar hasta aproximadamente
el 20% del peso total de la fruta, variando entre el 9,3% vy el
57,5%; dependiendo de la variedad, ubicacién geografica,
condiciones de cultivo, estado de madurez, etc. (Habibnia et al.,
2012) Las semillas de granada tienen propiedades antioxidantes
y estdn compuestas principalmente de fibra y lipidos con un
contenido de aceite que varia del 12% al 20%; diversos estudios
demostraron que los aceites de semillas de granada son una gran
fuente de acidos grasos poliinsaturados, especialmente acido
linoleico y punicico (Liu et al., 2012). Por estas caracteristicas,
se debe fomentar la operacion de extraer aceite de semillas de
granada, con potencial como fuente de nutrientes y antioxidantes
beneficiosos para la salud humana, reduciendo el riesgo de
poseer enfermedades cardiovasculares y cancer, aliviando los
sintomas de la menopausia, mejorando la funcion inmunoldgica
y previniendo trastornos genéticos entre otros. Se han utilizado
diversas técnicas cromatograficas en la caracterizacion del
aceite de semilla de granada. Los tocoferoles se han
determinado mediante cromatografia liquida de alta resolucion
con deteccion de matriz de fotodiodos o cromatografia de gases
(GC) - espectrometria de masas (MS). Los carotenoides se han
detectado provisionalmente mediante HPLC-PDA (Fernandes et
al., 2015).
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- Taninos

Los taninos son una clase de biomoléculas polifendlicas
astringentes que consisten en la union y la precipitacion de
proteinas y de otros componentes organicos, incluyendo los
aminoacidos y alcaloides; los taninos se distribuyen
ampliamente en verduras y frutas. El interés por los taninos ha
aumentado considerablemente debido a sus beneficios
esenciales para la salud; estos son microconstituyentes
liposolubles localizados en organulos
Ilamados cromoplastos con funciones importantes, propiedades
antioxidantes y efectos fisiolégicos, como acelerar la
coagulacion sanguinea, reducir la presién arterial, disminuir
los lipidos séricos, producen necrosis hepatica y modulan las
inmuno respuestas. Por ello, el creciente interés por los taninos
ha incrementado la bisqueda de nuevas fuentes naturales,
incluidas muchas verduras y frutas silvestres infrautilizadas que
pueden servir como sumideros biolédgicos de fitoquimicos con
propiedades nutricionales y beneficios para la salud. En este
contexto, muchas frutas tropicales pueden ser consideradas
reservorios de sustancias bioactivas de particular interés por sus
posibles  caracteristicas  promotoras de la  salud
(Khodabakhshian, 2019).
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La granada (Punica granatum) es una de las frutas mas
productivas en regiones tropicales y subtropicales como Irén,
Afganistan, India, paises mediterrdneos (Marruecos, Espafia,
Turquia, Tunez y Egipto) y paises de Oriente Medio; los frutos
de la granada tienen un alto contenido en taninos, carotenoides,
fendlicos, glucdsidos flavonoides, flavonas, flavonoles,
flavoxantina en la fruta (Hmid et al., 2017).

- Compuestos fenolicos

Los componentes fendlicos son una especie de
fitoquimicos bioactivos, se concentran principalmente en la
parte de la céscara de la granada; los principales compuestos
fenolicos reportados en la literatura incluyen flavonoides
(antocianinas como pelargonidina, delfinidina, cianidina junto
con sus derivados y antoxantinas como catequina, epicatequina
y quercetina), taninos (elagitaninos y derivados del acido elagico
como punicalagina, punicalina y pedunculagina) y é&cidos
fenolicos (tales como acido clorogénico, cafeico, siringico,
sinapico, p-cumarico, ferdlico, eldgico, galico y cinamico). Los
compuestos fendlicos son mas estudiados debido a su asociacion
con varios efectos positivos sobre la salud y la prevencion de
enfermedades; estos se encuentran en altas concentraciones en
varias frutas como manzanas, uvas y granadas. Los compuestos

fenolicos de la granada (Punica granatum), como fuentes de
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antioxidantes naturales presentes en él han atraido la atencion de
muchos investigadores y profesionales de la medicina (Singh et
al., 2018).

- Vitamina C

La vitamina C, también conocida como acido ascorbico,
juega un papel importante en el tejido vegetal debido a su
importante actividad antioxidante. La vitamina C se considera
ampliamente como el antioxidante soluble en agua mas
importante. Se ha relacionado con mas del 65% de la actividad
antioxidante y antirradical en muchas frutas y sus bebidas. Por
otro lado, se sabe que la vitamina C elimina y minimiza
directamente el dafio de los radicales libres como el radical
hidroxilo, el superoxido, el oxigeno singlete y el perdxido de
hidrégeno (Mditshwa et al.,2017).

La vitamina C es muy termolabil, por lo que es muy
sensible a la oxidacion quimica y enzimatica. La concentracion
de vitamina C tanto en frutas como en bebidas se considera un
factor de calidad, por lo tanto, es muy vital monitorear durante
el procesamiento y almacenamiento. El contenido de vitamina C
esta influenciado por varios factores poscosecha , incluidas las
condiciones de almacenamiento y el estrés poscosecha, como
trastornos fisiologicos y dafios mecanicos (Mditshwa et
al.,2017).
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La parte comestible de la granada contiene por porcion
de 100 g una cantidad considerable de azlcares (13,67 Q),
vitaminas (vitamina C: 10,2 mg). El contenido de vitamina C,
como la vitamina més abundante en el jugo de granada oscila
entre 7,67 mg / 100 ml. (Topalovi¢ et al.,2020).
- Polifenoles

Los polifenoles se encuentran en todas las frutas y
verduras y juegan un papel importante en su color, sabor,
textura, ademas de antioxidantes y actividades antibacterianas
(Turfan et al., 2011). Los polifenoles son la clase principal de
fitoquimicos de la fruta de la granada, incluidos los flavonoides
(antocianinas), los taninos condensados (proantocianidinas) y
los taninos hidrolizables (elagitaninos y galotaninos). (Jaiswal et
al., 2010). Los compuestos fendlicos de la Granada (Punica
granatum) pueden prevenir enfermedades neurodegenerativas
inducidas por estrés oxidativo. EI consumo de granada (Punica
granatum) se ha asociado con la prevencién y el tratamiento de
diversas enfermedades (Akpinar-Bayizit et al., 2012), debido a
que las granadas contienen diferentes tipos de componentes
biofuncionales. Entre ellos, los mas destacados son los
compuestos fendlicos debido a su potencial para prevenir el dafio
oxidativo, la granada inhibe indirectamente los procesos
oxidativos (Li et al., 2017).
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- Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante de una fruta o verdura puede
deberse a la presencia de compuestos polifendlicos; en los
ultimos afios, el estudio sobre los antioxidantes naturales, ha
aumentado enormemente. Los estudios epidemioldgicos indican
que una cantidad considerablemente de antioxidantes naturales
en la dieta humana puede protegernos contra diversas
enfermedades potencialmente mortales, como la hepatitis y el
envejecimiento, el cancer; los antioxidantes pueden ayudar a
prevenir los componentes celulares contra el dafio oxidativo
causado por las especies de radicales libres. La actividad
antioxidante es la mas comunmente determinada entre las
diferentes actividades bioldgicas potenciales de los extractos de
plantas. Recientemente se han revisado varios estudios sobre la
capacidad antioxidante de los extractos de frutas, los resultados
mostraron que algunos extractos de frutas de pifia, mango,
papaya, manzana, granada y otros exhibieron un alto nivel de
poder antioxidante (Zeghad et al., 2019).

1.2. Maracuya (Passiflora edulis)
1.2.1. Generalidades

El maracuya (Passiflora edulis) es conocida por su

atractivo jugo, debido a un sabor exotico unico, esta fruta se
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cultivé originalmente de forma silvestre solo en Brasil y
ultimamente se trasplantd en la mayoria de los paises tropicales
y subtropicales del mundo (por ejemplo, Australia, India, Kenia
(Africa Oriental), Nueva Zelanda, etc.) (Calitri et al., 2020).

La maracuya (Passiflora edulis) tiene un valor
econdmico importante como ingrediente exdtico en las mezclas
de jugos. La familia Passifloraceae de Malpighiales consta de ~
700 especies de enredaderas, arbustos y arboles herbaceos o
lefiosos, que se clasifican en 16 géneros, y casi todos sus
miembros pertenecen al género grande y variable Passiflora. El
género ha atraido una atencidn considerable debido a su valor
econdmico, amplia distribucion geografica y notable diversidad
de especies. El principal valor economico radica en la
produccion de jugo de maracuyd, un ingrediente exético esencial
en las mezclas de jugos. La creciente demanda de maracuyéa en
todo el mundo requiere condiciones de crecimiento optimizadas
(Yanetal., 2021).

La maracuya (Passiflora edulis) se compone de un 40%
de pulpa comestible y un 60% de cascara, esta fruta es rica en
vitamina C, carotenoides totales, fibras solubles en agua, etc. La
composicién quimica de la maracuya (Passiflora edulis)
presenta alcaloides, favonoides, sapponinas y principalmente

polifenoles. Un gran numero de estudios ha demostrado
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recientemente que los polifenoles tienen propiedades
antioxidantes y pueden desempefiar un papel esencial para
prevenir varios procesos fisiopatologicos asociados con el estrés
oxidativo. Los polifenoles pueden actuar como antioxidantes
eliminando especies reactivas de oxigeno. La céascara de
maracuya, el principal subproducto de la industria de los jugos,
contiene pectina, un ingrediente alimentario funcional muy
apreciado y ampliamente utilizado como agente gelificante y
estabilizador. (Chandrasekhar et al., 2019).

Tabla 4

Clasificacion taxondmica del maracuya

JERARQUIA DESCRIPCION
Division Espermatofita
Subivision Angiosperma
Clase Dicotiled6nea
Subclase Arquiclamidea
Orden Passiflorales
Suborden Flacourtinae
Familia Passifloraceae
Género Passiflora
Serie Incarnatae
Especie edulis
Variedad Purpurea y flavicarpa

Fuente: Valarezo et al., 2014
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1.2.2. Composicion fisicoquimica

El fruto del maracuya esta compuesto por cascara (50-
60%), zumo (30-40%) y semilla (10-15%), siendo la cascara de
maracuya la mayor parte de su composicion y el jugo el producto
de mayor importancia. La concentracion de acido ascorbico en
maracuya varia de 17 a 35 mg/100g de fruto para el maracuya
rojoy entre 10 y 14 mg/100g de fruto para el maracuya amarillo.
La coloracion amarillo-anaranjada del jugo se debe a la
presencia de un pigmento llamado caroteno ofreciendo al
organismo que lo ingiere una buena cantidad de vitamina Ay C.
Por su alto valor nutritivo y contenidos de flavonoides, son muy
importantes las investigaciones para evaluar el potencial del
maracuya como alimento funcional o fuente de compuestos
activos con fines antioxidantes o antiinflamatorios. (Castro et
al., 2010).
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Tabla b

Composicién Fisicoquimica del maracuya

PARAMETRO (Lépez, 2016) (Lépez, 2010) (Jiménez, 2010) (Orejuela, 2011)
pH 2.8-3.3 2.6-2.7 3-4
Acidez (%) 2.9-5% 43-52 25-4.7 25-5
° Brix 12.5-18 11.5-16.3 135-174 10 14
Humedad 82.1-85.3

Fuente: Lopez, 2016; Lopez, 2010; Jiménez,2010; Orejuela,2011.

Tabla 6
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Composicién Quimica del maracuyéa

Componentes Valarezo et al., (2014) Jiménez, (2010)
Energia [Kcal] 54,00 51,00
Proteina [g] 2,38 0,39
Hidratos de carbono [g] 9,54 13,69
Fibra [g] 1,45 0,20
Grasa total [g] 0,40 0,05
AGS [g] 0,10 -
AGM [g] 0,10 -
AGP [g] 0,10 -
AGP/AGS 1,00 -
(Agp+AGM)/AGS 2,00 -
Colesterol [mg] 0,00 -
Alcohol [g] 0,00 -
Agua [g] 86,20 85,62

Fuente: Valarezo et al. 2014; Jiménez, 2010
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1.2.3. Composicion Nutricional

El maracuyd es muy rico en proteinas, minerales,
vitaminas (A, B2 y C), carbohidratos y grasa, este fruto es
comestible como fruto fresco, o en refresco. Se emplea para
elaborar bebidas, néctar, mermeladas, helados, pudines,
conservas, etc. (Castro et. al., 2010).

El maracuya se caracteriza como fuente nutricional para
el organismo ya que aporta 78 calorias de energia, 2.4 gramos
de carbohidratos, 5mg de Ca., 17 mg de fdsforo, que ayuda en el
crecimiento y desarrollo de huesos y dientes las cuales influyen
en la metabolizacion de energia, 0.3mg de hierro, 20 mg de
vitamina C y 384mg de vitamina A, la cual es fundamental para
mejorar la vista, la piel, el cabello, las mucosas, los huesos y
para la correcta funcion del sistema inmunolégico. (Guzman,
2014).
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Tabla 7

Compuesto nutricional de 100 g de maracuya

(Passiflora edulis) EDULCORADA CON ESTEVIA (Stevia Rebaudiana B.)

Composicién Jugo Pulpa Semillas
Agua 90g 2050 ¢
Carbohidratos 13.73¢g 24049 0449
Calorias 53 cal 78 ¢
Proteinas 0.67¢g 2.2¢ 10-2¢g
Grasa 0.059 06¢g 2.5x10-2g
Fibra 0.17¢g 040¢
Ceniza 0.49¢ Trazas 1.70x 10-3 g
Calcio 3.80x10-3¢g 1.30x10-2¢g
Fosforo 246 x10-2¢g 6.40x 10-2g
Hierro 4x10-4¢g 1.60x 10-3¢g
Vitamina A 2419 241¢
Niacina 2.20x 10-3g 2.20x 10-3g
Acido ascorbico 2x10-2 g

Fuente: Choque, 2016.
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1.2.4. Variedades

El maracuya pertenece a la familia de las Passifloras,
donde se conocen mas de 400 variedades. Las variedades méas
cultivadas corresponden a la especie Passiflora edulis variedad
Flavicarpa y sus frutos son de c&scara amarilla; esta variedad se
cultiva hasta los 1000 m.s.n.m y la Passiflora edulis variedad
Purpurea, esta variedad tiene los frutos de color pdrpura y se
cultiva mejor por encima de los 1000 m.s.n.m. Actualmente en
nuestro pais se cultiva el maracuyd mas comercial
correspondiente a la especie Passiflora edulis variedad
Flavicarpa (Castro et. al., 2010).

1.2.5. Propiedades antioxidantes

En la actualidad los antioxidantes son bien conocidos por
los diferentes beneficios a la salud, por la reduccion de riesgo de
enfermedades cardiovasculares y del cancer, ya que combate el
dafio celular producido por los radicales libres, los cuales son
sustancias quimicas muy reactivas que introducen oxigeno en las
células y estos producen la oxidacion de sus diferentes partes, y
las alteraciones en el ADN y los cambios diversos que aceleran
el envejecimiento del cuerpo (Echavarria & Matute, 2017).

El nivel de compuestos fendlicos y antioxidantes

presentes en la maracuya (Passiflora edulis) es mayor que los
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encontrados en otras frutas tropicales. Los compuestos fenolicos
son los antioxidantes mas abundantes en la naturaleza, actuando
sobre los radicales libres a través del mecanismo de donacion de
hidrogeno y / o transferencia de electrones. La ubicacién y la
cantidad de hidroxilos presentes en los compuestos fenolicos
influyen directamente en su desempefio como antioxidantes
(Ribeiro, 2020).

1.2.6. Contenido de Vitamina C

La fruta de la pasion se encuentra entre los alimentos
saludables que son beneficiosos para los 0jos, ya que contienen
una gran cantidad de antioxidantes como vitamina A, vitamina
C y flavonoides. La vitamina C es particularmente conocido por

aliviar el resfriado y la tos.

La pérdida de vitamina C del cuerpo puede ser
suministrada de frutas como la fruta del maracuya. La fruta de
la pasion contiene una gran cantidad de hierro, que es el 20% del
valor diario requerido junto con vitamina C. La vitamina C es
vital para la absorcion de hierro en el cuerpo. Previene la pérdida
de hierro y aumenta la hemoglobina en la sangre (Phamiwon &
John, 2015).
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1.2.7. Polifenoles totales y Actividad antioxidante del

maracuya

Tradicionalmente, las especies de Passiflora se han
utilizado como sedantes y tranquilizantes, y en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias; ademas, estudios recientes han
demostrado que Passiflora tiene propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y antidiabéticas y efectos neuroprotectores;
estos efectos beneficiosos se derivan de la presencia de
compuestos bioactivos, incluidos compuestos fendlicos. Los
fenoles son la clase mas abundante de antioxidantes naturales
que contiene la fruta y que protegen las células contra el estrés
oxidativo; algunos compuestos fendlicos se han caracterizado en
la Passiflora incluyendo piceatannol y &cidos cafeico, p-
cumarico y ferulico (Rotta et al., 2019).

La actividad bioldgica de la pulpa que méas ha sido
estudiada es su actividad antioxidante , utilizando diversos
métodos, como DPPH, FRAP, ABTS y DMPD. Estos métodos

exploran principalmente la actividad estequiométrica de los

extractos al medir la capacidad de las moléculas polifenolicas
para atrapar o neutralizar las especies de radicales generadas in

vitro (Santacruz et. al., 2020).
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Tabla 8

Determinacion de polifenoles totales y actividad antioxidante

Santacruz et  Kuskoski et

Maracuya (Passiflora edulis) Santacruz et al., 2020 al.. 2020 al.. 2006
mg/100g Semilla Céscara Pulpa

Polifenoles totales 60,74+ 19,97 39,72+ 17,72 20,026

Actividad antioxidante 6,02 +1,92 2,46 +0,82 8,36 +0,1

44



ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE UNA BEBIDA REFRESCANTE A BASE DE GRANADA (Punica granatum) Y MARACUYA
(Passiflora edulis) EDULCORADA CON ESTEVIA (Stevia Rebaudiana B.)

1.3.  Estevia (Stevia rebaudiana)
1.3.1. Aspectos generales

La estevia (Stevia rebaudiana Bertoni) pertenece a la
familia de las Asteraceae y se ha cultivado a nivel mundial como
un arbusto perenne. Es autdéctono de América del Sury luego se
extendido como un cultivo industrial importante al resto del
mundo, incluidos Pakistan, India, China, Estados Unidos, Japon,
Corea, Indonesia, Brasil, Rusia, México y Canada (Gupta et al.,
2013). La estevia generalmente necesita una temperatura y una
humedad relativa suaves (80%). La estevia se utiliza en todo el
mundo desde la antigiiedad como edulcorante natural con pocas
calorias (Singh y Rao, 2005).

Esta planta es Unica debido a su extrema versatilidad para
crecer como cultivo plurianual (en climas templados a calidos)
asi como como cultivo anual (en regiones mas frias). El extracto
crudo de las hojas de estevia se usa ampliamente para sustituir
el azlcar en las industrias de alimentos y bebidas. Esta planta
puede crecer hasta 90 cm de altura y las hojas son pequefias,
variando de 3a5 cm de largoy de 1 a 1,5 cm de ancho. Presenta
flores blancas con pétalos dispuestos en racimos terminales o
axilares. La estevia tiene hojas de tamafio pequefio adheridas

directamente al tallo (sésiles) con una forma oblanceolada y
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lanceolada. Se reconocen alrededor de 154 miembros del género

Stevia, y Stevia rebaudiana Bertoni es una de las dos especies

que producen glucosidos dulces. También denominada hoja de

miel, hoja de caramelo u hoja dulce, habia aproximadamente 40

compuestos de glucosidos identificados en las hojas. Dos

componentes dulces importantes de stevia son esteviésido y

rebaudidésido A, que es aproximadamente 200-300 veces mas

dulce que la sacarosa (llias et al., 2021).

Tabla 9

Taxonomia de la estevia

item Descripcion
Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Tribu Eupatorieae
Género Stevia
Especie S. rebaudiana

Nombre Cientifico

Stevia Rebaudiana Bertoni

Fuente: Trelles, 2019.
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1.3.2. Composicion quimica y nutricional

El azlcar en las bebidas dulces ha sido reemplazado por
edulcorantes naturales y artificiales, que tienen un mayor
potencial edulcorante que el azucar, pero no tienen contenido
energeético. El extracto de estevia es un edulcorante natural que
se utiliza en varios productos “dietéticos”. La estevia no
desencadena procesos posprandiales o niveles mas altos de
glucosa en sangre e insulina plasmatica que generalmente son
causados por el consumo de azlcar (Nettleton et al., 2019). Las
hojas de S. rebaudiana contienen glucésidos de esteviol que son
edulcorantes no cal6ricos muy potentes, la propiedad
edulcorante de S. rebaudiana contribuye a la presencia de estos
glucésidos de esteviol sin calorias y de alta potencia. Los
glucosidos de esteviol son considerablemente adecuados para
reemplazar la sacarosa y otros agentes edulcorantes artificiales
que se utilizan en diferentes industrias y productos
farmacéuticos. Los extractos de hojas de sstevia han sido
reconocidos como seguros por la FDA (Autoridad de Alimentos
y Medicamentos) para su uso como ingredientes dietéticos, pero
es importante tener en cuenta que solo los extractos de hojas de
sstevia purificados han sido aprobados para su uso como

suplementos dietéticos (Basharat et al., 2021).
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Las hojas de la Estevia contienen 0,3% Dulcésido, 0,6%
Rebaudiosido C, 3,8% Rebaudiésido A y el 9,1% de
Esteviosido. De las 110 especies estudiadas por el sabor dulce
solo 18 muestran esta caracteristica, de todas las especies la
Stevia rebaudiana bertoni es la mas dulce. Las hojas frescas de
Estevia contienen una gran cantidad de agua (80 a 85%). Aparte
de los componentes antes mencionados (glucésidos), las hojas
contienen acido ascorbico, [-caroteno, cromo, cobalto,
magnesio, hierro, potasio, fosforo, riboflavina, tiamina, estano,
zinc, etc. Entre los productos quimicos encontrados estan la
apigenina, austroinilina, avicularin, 3-sitoesterol, acido caféico,
campesterol, cariofileno, centaureidin, acido clorogénico,
clorofila, kaempferol, luteolina, quercetina, estigmasterol, entre
otras (Durén et al., 2012).

Tabla 10

Composicién quimica de la estevia

Componente Porcentaje (%)
Humedad 8.46%
Proteina 18.20%

Fibra cruda 10.77%
Ceniza 7.83%
Carbohidratos 49.97%

Fuente: Pasquel et al. (2001), citado por Nazca (2019)
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1.3.3. Compuestos fendlicos de la Estevia

Los compuestos fendlicos se han considerado como

compuestos importantes que contribuyen a la actividad
antioxidante del extracto de hoja_de stevia. En el estudio de Yu
et. al., (2017), para comprender mejor la relacién entre la
capacidad antioxidante y el contenido fendlico total, se
determind que el contenido fendlico total de extractos de hojas
de estevia fue de 46,14 y 71,46 mg GAE, respectivamente. El
contenido fendlico total del extracto de hoja en el presente
estudio fue mayor que el extraido con agua por proceso de
maceracion, alcanzando valores tan altos como los extraidos con
etanol en informes anteriores. Ademas, el método de extraccion,
utilizando Unicamente agua caliente como disolvente, lo hace
mas respetuoso con el medio ambiente. Las actividades
antioxidantes in vitro del extracto de hoja de stevia se analiza
mediante ensayos DPPH (solucion alcohdlica)
y ORAC (solucion acuosa). Se cree que el efecto de los
antioxidantes en elensayo de DPPHes causado por su

capacidad de captacion de radicales o su capacidad de donacion
de hidrogeno. Debido a que este método es muy sensible y
simple, ha sido ampliamente utilizado en muchos estudios sobre
antioxidantes naturales. Se examinaron las actividades de

eliminacion de radicales DPPH en 4 concentraciones diferentes
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(0.004-0.04%) de extractos. El extracto de hoja exhibié una
actividad eliminadora de radicales DPPH significativamente
mayor que el extracto de SRS (p < 0,05). Los valores ORAC
de los extractos de hoja de stevia fueron 1.15 vy
1.88 umol TE mg-*de extracto seco, respectivamente. El
extracto de SRS tiene un contenido fenolico total
significativamente méas bajo, una actividad de eliminacién de
radicales DPPH y un valor ORAC que el extracto de hoja
(p <0,05). En SRS y extractos de hoja, la buena correlacién
observada entrein vitro_ la actividad antioxidante y el
contenido fendlico total sugiere que los compuestos fendlicos

son los principales contribuyentes a estas actividades.
1.3.4. Usos y beneficios

La stevia es mas segura para usarse como edulcorante
que los edulcorantes sintéticos como el ciclamato y el aspartamo
que tienen propiedades cancerigenas. La stevia es la nueva
fuente alternativa emergente de edulcorante sin calorias que no
tiene carbohidratos ni grasas. Es de 20 a 30 veces mas dulce que
el azlcar de cafia y remolacha, es un azucar altamente nutritivo,
delicioso, no toxico y sin aditivos. También mejora el sabor,
ayuda en la digestion, reduccién de peso, antioxidante, previene

la caries dental y tiene propiedades antimicrobianas y antiplaca,

50


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/trolox
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814617305691#f0005

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE UNA BEBIDA REFRESCANTE A BASE DE GRANADA (Punica granatum) Y MARACUYA
(Passiflora edulis) EDULCORADA CON ESTEVIA (Stevia Rebaudiana B.)

aumenta el estado de alerta mental, aumenta los niveles de
energia, pero no afecta el nivel de azlcar en sangre, por lo tanto,
es un edulcorante de fuente clave para mundo diabético. La
stevia se puede usar en hipertension, hipoglucemiante, Gtil para
tonificar y curar la piel, antojos de tabaco y alcohol y un tonico
para el pancreas. También se puede utilizar como fuente
alternativa de azucar para productos de confiteria, panaderias,
zumos de frutas, mermeladas, galletas, chocolates, verduras y

otros productos alimenticios (Singh y Rao, 2005).

La stevia contiene miles de compuestos bioactivos,
esteroles y antioxidantes naturales. La ingesta de estos
compuestos aumenta el sistema inmunol6gico para una vida
saludable; su uso es efectivo para la regulacion de la diabetes y
la presion arterial (Al-Mansour et al., 2018).

1.4, Bebida refrescante
1.4.1. Generalidades

Las bebidas azucaradas, son una fuente principal de
azucares afiadidos en la dieta, la mayoria de ellos incluyen
sacarosa o jarabe de maiz con alto contenido de fructosa, que
representan un alto porcentaje de calorias en relacion con la
ingesta calorica diaria total. Estudios de epidemiologia

demostraron que el alto consumo de bebidas azucaradas esta
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relacionado con un mayor riesgo relativo de enfermedad
coronaria, aumento de peso corporal y patologias como
hiperuricemia o hipertension. Los jugos de frutas podrian ser una
alternativa més saludable a los refrescos, ya que proporcionan
nutrientes y compuestos bioactivos como vitaminas, minerales,
fibra soluble y fitoquimicos como compuestos fendlicos
(Villafio et al., 2021).

Los jugos de frutas se encuentran entre los segmentos en
crecimiento de los refrescos, que son la categoria de productos
de bebidas no alcohdlicas; los segmentos lideres de refrescos
incluyen carbonatos (48,6%), agua embotellada (28,9%) y jugos
(10,7%). Una razo6n de la mayor preferencia de las personas por
los carbonatos que otros refrescos es su experiencia sensorial fria
y chispeante. Sin embargo, los refrescos y las bebidas con alto
contenido caldrico se han relacionado como factores causales
del sobrepeso, la obesidad y la diabetes. En este sentido, los
consumidores de refrescos ahora estan ganando conciencia
nutricional y estan disminuyendo la ingesta de refrescos y
bebidas dulces. Los consumidores de refrescos ahora estan
aumentando la demanda de agua y bebidas con caracteristicas
funcionales por ejemplo el Té de hierbas y batido de proteinas y
con ingredientes naturales por ejemplo el concentrado de frutas

y verduras. Un ejemplo de esta tendencia puede ser el creciente
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segmento de "amantes de la pulpa”, personas que se centran en
los beneficios nutricionales del consumo, en busca de bebidas
que les parezcan frescas, saludables, jugosas, naturales y con un
alto contenido de fibra. Disminuir los ingredientes carbonatados
mientras se incluyen méas frutas o ingredientes nutricionales
cambiara la experiencia sensorial de los consumidores de
refrescos. Ademas, los atributos refrescantes y espesos de las
bebidas pueden servir como sefiales para cambiar las

caracteristicas sensoriales de las bebidas (Tarrega et al., 2016).
1.4.2. Compuestos fenolicos de bebida de frutas

El ensayo ORAC, también ampliamente utilizado para
evaluar los antioxidantes, evallUa la capacidad de las muestras
para eliminar los radicales peroxilo, las especies de oxigeno
reactivo fisiolégicamente mas importantes. Debido al complejo
mecanismo de los compuestos antioxidantes, no existe un
método oficial para determinar la capacidad antioxidante total
(TAC), por lo que la capacidad antioxidante equivalente de
trolox (TEAC), la actividad de eliminacion de radicales de
oxigeno y el DPPH (a,0-difenil-p-picrilhidrazilo) capacidad
antioxidante (ORAC) se utilizaron en la determinacion de la

capacidad antioxidante total (TAC) después del procedimiento
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gastrointestinal simulado de las bebidas de jugo de
frutas. (Arboleda et al., 2021).

Segun Caballero & Escobedo, (2019) reporta también
una diferencia significativa entre la cantidad de actividad
antioxidante de la harina de la cascara de maracuyay la bebida,
siendo el valor inicial de 9337.56 umol ET/100 ml, y el valor
alto de 1532.45 umol ET/100 ml, explicando esta disminucion
debido a la cantidad de agua afiadida y los insumos de
estandarizacion en el procesamiento de la bebida.

En el estudio realizado por Gonzélez et al., (2009); para
una bebida rica en bio activos saludables que combina zumos de
limén y granada tenia como principal objetivo producir nuevas
bebidas ricas en poli fenoles utilizando jugos de limén y granada
en diferentes proporciones obtuvo que una bebida hecha de 75%
de jugo de granada y 25% de jugo de limén (v: v), presentaron
valores altos de actividad antioxidante a diferencia de la bebida
hecha de 75% de jugo de limon y 25% de jugo de granada, esto
se debe a que el contenido de antioxidantes del jugo de granada

es mayor al del jugo de limon.
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1.5. Métodos para Determinacion de Compuestos

fendlicos

1.5.1. Metéetodo FRAP (poder antioxidante reductor

férrico)

Este método se basa en la reduccion del complejo TPTZ-
Fe3+a TPTZ-Fe2+ por accion de los compuestos antioxidantes,
dando un color azul que absorbe a 593 nm, cuya intensidad esta
en relacion directa con la capacidad reductora de la muestra

analizada (Carvajal de Pabon et al., 2011).
Figural

Reaccion ocurrida durante el ensayo

r f '
== G
N N N
SAas SAae
Fe(llTPTZ)5)3* [Fe()(TPTZ)2J2*, 7max= 593 nm
FRAP

Fuente: Da Silva et. al., (2013)
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Segun Da Silva et. al., (2013), la capacidad
reductora férrica de los tejidos se determina por el método
FRAP, con adaptaciones. En la oscuridad, el reactivo FRAP se
prepara con 300 mmol L~ ! % tampdn de acetato (pH 3,6),
10 mmol de TPTZ en una solucién de 40 mmol L~ 1% HCly
20 mmol L - 1% FeCl 5. Las soluciones estandar o de muestra,
el agua ultrapura y el reactivo FRAP se mezclan y se mantienen
en un bafio de agua durante 30 min a 37 °C. Después de enfriar
a temperatura ambiente, las muestras y el estandar se lecturan a
595 nm. Luego se hace la curva estandar de Trolox (10—
800 umol TE). Los resultados se expresan en pmol Trolox

equivalente (TE) mL ~ 1.
1.5.2. Método Folin Ciocalteu

Este método se aplica para la determinacion del
contenido fendlico total (TPC) en productos naturales. Este
método se ve afectado significativamente por la adicion de

carbonato de sodio.

La prueba con Folin-Ciocalteu (FC) primero se utilizo
para cuantificar las tirosinas en las proteinas, sin embargo, con
el pasar del tiempo se fue modificando para poder hacer el
analisis de compuestos polifendlicos en varios tipos de extractos

vegetales. El reactivo fundamental del ensayo consiste en una
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mezcla de acidos fosfomolibdico y fosfotingstico de color
amarillo denominados "reactivo de Folin Ciocalteu " y es desde
esa combinacion de los 2 &cidos que se obtienen iones de
molibdato y tungsteno. En la actualidad se conoce que hay una
gran cantidad de iones de molibdato que se desempefian mejor
como agentes de reduccion. Esta reaccién se desarrolla en
medios basicos con un 10 de pH, para lograr generar un ion
fenolato con la finalidad de reduir al Folin-Ciocalteu mediante
una reaccion de tipo éxido / reduccion (Figura 2) y genera la
formacion de un complejo de Mo (V) de color azul con
absorbancia que se mide a 765nm de longitud de onda. (Mufioz
et al.,2017).

Figural

Reaccion del &cido galico y el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Q3,49 0.0 SN
Na,CO,
i ' .
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\
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Fuente: Mufioz et. al.,2017
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El método Folin-Ciocalteu ha ido avanzando a mediados
del afio 60, pero no se ha modificado con el paso del tiempo y
aun asi sigue teniendo una amplia aceptacion para cuantificar

fenoles en matrices y extractos vegetales.

La principal ventaja de este método es que tiene una
respuesta semejante a distintas sustancias fendlicas en los vinos,
lo que lo hace adecuado para medir con precision los
compuestos fenolicos totales. En consecuencia, la determinacion
del contenido fendlico total basada en el método Folin-Ciocalteu
se ha utilizado ampliamente para caracterizar vinos y licores,
jugos de frutas, tejidos vegetales, grano de sorgo y otros

productos similares. (Mufioz et al.,2017).

1.5.3. Ensayo TEAC (capacidad antioxidante equivalente

de Trolox)

Segln Da Silva et al., (2013), los niveles de TEAC se
determina con base en los informes de Rufino et al. (2010) con
modificaciones. La solucién de ABTS se prepara mezclando 5
mL de ABTS 7,0 mmol y 88 uL de solucion de persulfato de
potasio 145 mmol, dejando reaccionar durante 12-16 h, a
temperatura ambiente y en oscuridad. Se afiade etanol (99,5 %)
a la solucion hasta que la absorbancia alcance 0,700 £ 0,05 a 734

nm. Trolox (10-800 umol TE) se utiliza como antioxidante de
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referencia. La solucion de ABTS se afiade a la muestra o
soluciones estandar y se hace reaccionar durante 6 min antes de
leer a 734 nm, temperatura ambiente. Resultados se expresan en

umol Trolox equivalente (TE) mL — 1.

1.5.4. Ensayo de capacidad de absorcién de radicales de
oxigeno (ORAC)

Segln Carbonell-Capella et. al., (2015), el ensayo de
capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)
utilizado, con fluoresceina como ‘“sonda fluorescente”, fue el

descrito por Barba et al. (2012) . El ensayo ORAC automatizado

se llevd a cabo en un contador multimarca Wallac 1420
VICTOR (Perkin-Elmer, EE. UU.) con filtros de fluorescencia,
para una longitud de onda de excitacion de 485 nm y una

longitud de onda de emision de 535 nm. Las medidas se

realizaron en placas con 96 pocillos blancos de fondo plano
(Sero-Wel, BibbySterilin Ltd., Stone, UK).La reaccion se
realizd a 37 °C, ya que la reaccidn se inici6 por descomposicion
térmica de AAPH en tampdn fosfato 75 mM (pH 7,0).
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1.6. Actividad Antioxidante
1.6.1. Actividad antioxidante en extractos

Considerando los resultados de investigaciones anteriores,
el TPC es responsable de la notable actividad antioxidante que
presenta el extracto de la semilla de maracuyéa evaluada por las
metodologias de DPPH, FRAC y ORAC. Con respecto a estos
valores, es importante mencionar que existe una diversidad de
protocolos de extraccion que dificultan la comparacion de los
resultados, e incluso algunos autores han demostrado que la
concentracion de fenoles puede incrementarse cuando diferentes
variables asociadas al proceso de extraccion estan optimizadas
(Yepes et al., 2021). En la Tabla 11 se muestra la capacidad
antioxidante del extracto determinada por diferentes
metodologias. Alli se demuestra que el alto contenido fendlico
total (0,32 + 0,04 g AG/g extracto), es comparable a lo
informado por ( Oliveira et al., 2016 ), quien evidencié un
contenido de 0,39 + 0,1 g AG/g extracto de semillas de maracuya

desgrasadas (Yepes et al., 2021).
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Tabla 11

Actividad antioxidante de extracto de maracuya

anAtiCcE%:jd:rﬂe Yepes et al., 2021 Da S'Zl\éigt al.,
TPC 0,32+0,04 -
ORAC 18,3+0,5 373,0+ 1,63
DPPH 132.6 1100
FRAP 142+0,4 205,7 £ 4,12

1.6.2. Radicales libres y antioxidantes

Los radicales libres se definen como especies quimicas
reactivas que tienen uno o mas electrones desapareados. Se
producen como parte del metabolismo mitocondrial y no
presentan selectividad, pudiendo atacar ADN, proteinas y
lipidos, ademés de estar asociados con diversas enfermedades
como el cancer y la aterosclerosis, asi como con procesos
degenerativos del sistema nervioso central como la enfermedad

de Alzheimer y el envejecimiento.

Los antioxidantes son sustancias quimicas que cuando
estan presentes en concentraciones bajas en comparacion con las
de un sustrato oxidable, pueden retrasar o prevenir la oxidacion

de estos sustratos. Un radical libre es la especie quimica que se
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reduce, mientras que un antioxidante es la especie quimica que

se oxida y protege el sustrato neutro.

Los antioxidantes tienen que reaccion rapidamente con
los radicales libres para evitar que las biomoléculas se oxiden.
Cuando un antioxidante se oxida, se convierte en radical, porque
entonces presenta un electron desapareado; sin embargo, esta
molécula debe formar especies estables para interrumpir el
mecanismo de formacion de radicales. La estabilidad del
producto oxidado se puede analizar mediante estructuras de
resonancia, como en el caso del difenol, que forma una
semiquinona y luego una quinona, con productos intermedios y
finales estables (Zeghad et. al., 2019).

Figura 2

Oxidacion de un fenol por un radical libre formando estructuras

estables
OH o* O
) RS X ,ﬂ\\‘w
|‘[\\ ,jj v/" V\V “\\;/J 1/4 \ [|\\ ,J
T R RHYT Re. RHT
OH OH O
Semi quinone Quinone

Fuente: Zeghad et. al., (2019)
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1.6.3. Estrés Oxidativo

Se define como una produccion demasia de especies que
reaccionan de oxigeno (ROS) en relacion con la defensa
antioxidante. Los ROS son productos quimicos intermedios a
base de oxigeno con alta reactividad. El equilibrio entre la
produccién de ROS y los sistemas destinados a mitigar ROS se

denomina 'estado redox'. (Shankar y Mehendale,2014).

Cada vez més, también se reconoce que el aumento de
ROS puede desempefiar un papel importante en el proceso de
envejecimiento normal y en la patogénesis de numerosas
enfermedades cronicas, como el cancer, la aterosclerosis, las
enfermedades cardiovasculares, la diabetes, la enfermedad de

Parkinson y Alzheimer y la lesion hepatica.

El estrés oxidativo se produce cuando el organismo no es
capaz de neutralizar todos los radicales generados utilizando
unicamente la defensa enzimatica natural, es decir, se trata de
una situacion en la que existe un desequilibrio entre la
produccién de radicales libres y su consumo por la defensa
enzimatica antioxidante. Por lo tanto, para ayudar con este
escenario, es necesario buscar nuevos antioxidantes que puedan

actuar en la defensa del organismo; por lo tanto, se utilizan
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varios métodos analiticos para detectar, desarrollar y determinar
su actividad. (Shankar y Mehendale,2014).

1.6.4. Actividad antioxidante de compuestos fenélicos

Las estructuras moleculares son la base de la actividad
antioxidante de los compuestos fenolicos, incluido el nimero de
subunidades de fenol, el nimero y la posicion de los grupos

hidroxilo y las sustituciones en los anillos de benceno.

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos
varia en funcién del nimero y posicion de grupos hidroxilo,
grado de polimerizacion o la presencia de azUcares, su
solubilidad relativa en fase acuosa o lipofilica. Generalmente,
los compuestos hidrofébicos entran en las células mas rapido
que los hidrofilicos por procesos de difusion simple. Una vez en
el organismo, los compuestos fendlicos méas hidrofébicos
tendran su destino en ambientes lipidicos y los méas hidrofilicos

quedaran en medios mas acuosos (Mufioz-Bernal et al., 2017).

1.6.5. Ensayo quimico para determinar la actividad
antioxidante: DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)

El ensayo de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH ) se desarroll6 en la década de 1950 y fue uno de los

primeros ensayos para la evaluacion de la capacidad
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antioxidante. Este método se utiliza cominmente para evaluar la
eficacia de complejos metalicos que contienen flavonoides con
propiedades antioxidantes. El radical DPPH - es estable y tiene
un electron deslocalizado, lo que asegura un color pdrpura con

absorcion maxima a 517 nm, ademas de ser detectable por EPR.

Una limitacion de este método es el obstaculo estérico
entre DPPH y las moléculas antioxidantes. Dado que el sitio del
radical se encuentra en el centro de la molécula, las moléculas
antioxidantes méas pequefias tienen un acceso mas facil a este
punto, lo que resulta en mayores actividades en comparacion con
las de las moléculas méas grandes. Debido a este hecho, para
verificar la reaccién entre el antioxidante y DPPH, la solucion
de reaccion debe mantenerse en la oscuridad durante 45 a 60 min

para asegurar que el proceso ocurra.

El método colorimétrico se basa en la capacidad de un
antioxidante dado para reducir el radical DPPH - a una hidracina,
cambiando el color de la solucion de parpura a amarillo (Fig. 4
). La captacion del radical DPPH - por un antioxidante se detecta
mediante espectroscopia UV- vis mediante el seguimiento de la
banda de absorcion de DPPH - a 517 nm. (Marchi et al.,2022).
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Figura 3

DPPH - reaccion de decoloracion radical en presencia del
antioxidante (AO)

Purple Pale
Yelow

Fuente: Marchi et al., (2022).

El medio de reaccion para este ensayo debe ser
preferiblemente alcohdlico (etanol o metanol) para evitar
procesos de agregacion del radical estable. EI uso de agua debe
minimizarse porque puede favorecer la agregacion, sin que se
observen problemas de agregacion hasta la relacion 1: 1 (etanol:
agua) . La principal limitacion del método radica en el rango de
absorcion del radical DPPH -, que ocurre en una region visible
donde también absorben varios antioxidantes, posiblemente
dificultando la deteccion del final de la reaccion entre DPPH -y
el antioxidante. Sin embargo, DPPH - es un método simple,

preciso y reproducible. (Marchi et al.,2022).
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Capitulo I1

Materiales Y Métodos
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El presente trabajo de investigacion fue desarrollado en
los laboratorios de Investigacion y Desarrollo de Productos
Agroindustriales de la EPIA. de la Universidad Nacional de

Santa.
1.7. Materiales
1.7.1. Materia Prima

Para la obtencion de la bebida refrescante, se utilizaron
como materia prima 2 tipos de frutas obtenidos de diferentes

lugares:

- Granada (Punica Granatum), variedad: Wonderful,
adquirido en la Ciudad de Casma del Fundo Alimentos
Funcionales; cultivado sin el uso de fertilizantes ni
insecticidas y ademas recepcionado en estado fresco.
Cantidad: 8,670 kg.

- Maracuyd, variedad: amarilla, se obtuvo del Mercado
Mayorista La Perla - Chimbote, el cual es proveniente de
Vinzos - Ancash. Cantidad: 9,782 kg.

1.7.2. Insumos:

- Estevia, sorbato de potasio y agua.
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1.7.3. Reactivos:

- Solucion de NaOH 0.1N . Marca: Merck (Q.P)

- Acido Galico (C7H605). Marca: Meck

- Colorante 2.6- diclorofenolindofenol

- Metanol (CH40) grado HPLC. Marca: Merck

- Trolox (Acido — 6 — hidroxi — 2,5,7,8 — tetrametilcroman —
2-carboxilico). Marca: Sigma-Aldrich

- DPPH (2,2 — Difenil-1-Picrilhidrazilo). Marca: Sigma-
Aldrich

- Folin Denis. Marca: Sigma-Aldrich

- Carbonato Sddico (Na2CO3). Marca: Merck

- L-Acido ascorbico

- Acido Oxalico al 0.1 N 'y 0.4% . Marca: Merck

- Agua destilada

- Fenolftaleina al 0.1%. Marca: Riedel-deHaen

- Hipoclorito de Sodio al 5% Marca Clorox
1.7.4. Materiales:

- Botellas de pléastico

- Licuadora

- Cocina

- Colador, jarras y cucharones

- Balanza
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- Vasos descartables
- Papel toalla
- Bandejas descartables

- Micropipetas
1.7.5. Materiales de Vidrio:

- Buretas de 25 ml

- Crisoles

- Placa Petri

- Pipetasde 5y 10 ml

- Matraz 50ml

- Tubos de ensayo con tapon
- Vasos de precipitacion

- Probetas de 50 y 100 ml

- Fiolas de 500 y 1000 ml

- Termometro de Mercurio de -10°C a 110°C
- Viales &mbar con tapa

- Tubos conicos para centrifuga Falcon
1.7.6. Equipos:

- Refractometro. Marca ATAGO N-1a, °Brix 0 — 32%
- Espectrofotémetro. Marca: Unico; modelo: 2800 UVNIS.
- Equipo de Bafio Maria. — Marca: AquaBathTM
- Centrifuga Sigma — Laberzentrifugen 2-16. Germany
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- Titulador

- Mufla Thermolync — Type Furnace1300
- Ultrasonido Parmer Lavador 8892

- Estufa POL — EKO.
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1.8. Métodos:

1.8.1. Diagrama de flujo para la Elaboracién de bebida

refrescante
Figura 4

Diagrama de flujo para la elaboracién de bebida refrescante

edulcorada a base de granada y maracuya

Granada y Maracuya

Recepcidn, Pesado y
seleccién
Hipoclorito de
sodio 50 ppm Lavado y desinfectado
Pelado y cortado

Extraccion
Formulacién

X1% (w/w) zumo de granada

Para 1L de bebida X2% (w/w) zumo de

refrescante

maracuya
0.04% Sorbato de Potasio
Stevia
Agua
<Diluciones y proporciones> Homogenizaciéon
Filtracién
sore-2min

Envasado/sellado
4%

802C
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1.8.2. Descripcion del procesamiento de la bebida

refrescante:

Antes de iniciar con el proceso de obtencidn de la bebida
refrescante se realizd una limpieza con agua a presion del area
de trabajo, materiales y equipos, asimismo se procedid a

desinfectar con hipoclorito de sodio 5%.

% Recepcion, peso y seleccion:

La materia prima (granada y maracuyd) fue trasladada a
la UNS, al Lab. Investigacion de Productos Agroindustriales,
procedentes del Fundo Alimentos Funcionales y Mercado
Mayorista “La Perla” respectivamente. En la recepcion de
materia prima se iba pesando y seleccionando mediante una
inspeccion visual del lote para poder determinar si dicho lote
se encuentra en Optimas condiciones para el procesamiento.
La cantidad de materia prima obtenida en la recepcion fue
8,670 Kg de granada y 9,782 Kg de maracuya.

+ Lavado y desinfeccién:

La materia prima seleccionada fue lavada (limpieza) con
agua para eliminar restos de tierra, polvo y sustancias
extrafas, luego se procedid a la desinfeccion mediante la

sumersion de los frutos en una solucién preparada a 50 ppm
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de hipoclorito de sodio por 5 minutos aproximadamente,

finalmente se enjuagd con agua potable.

X/
°e

Pelado y cortado

Esta operacion se realiz6 manualmente utilizando
cuchillos. En el caso de la granada se procedio a cortarlo en
cuatro partes para que sea mas facil de retirar los alilos
(semillas) del fruto, asimismo las cascaras fueron descartadas
y desechadas en una bolsa. EI maracuya fue cortada en dos
partes y con ayuda de una cuchara se iba retirando el
contenido y recepcionando en un recipiente.

«» Extraccion:

L)

Para extraer el zumo de la granada se utilizd una
licuadora doméstica y un colador para obtener zumo puro sin
particulas de semillas. Y para la maracuya se utiliz6 un

colador con el fin de obtener solo zumo sin las semillas.

R/

% Formulacion:

Se mezclo el X1%(w/w) de zumo de granada y X2%
(w/w) de maracuya, luego se determino el grado Brix, para
obtener el Brix deseado se agregd 500mg estevia y 0.04%
sorbato de potasio.

Luego se iba adicionando agua e insumos al zumo de
granada y maracuyd ajustando de acuerdo a las proporciones

y diluciones segun los tratamientos de nuestro disefio.
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%+ Homogenizacion:

Esta operacion uniformizéd la mezcla de todos los
ingredientes e insumos que constituyeron la bebida (Agua,
estevia y sorbato de potasio). Y fueron removidas hasta
obtener una disolucion homogénea.

* Filtracion:

L)

En esta operacion se utilizd un colador industrial para

evitar las particulas grandes.
% Pasteurizacion:

Esta operacion de pasteurizacion se hizo en una cocina a
gas hasta llegar a 90°C por 2 minutos. Con la finalidad de
eliminar la carga microbiana y que el producto se presente
aséptico e inocuo de tal modo se mantenga estable durante el

almacenaje.

X/

% Envasado/Sellado:

Se utilizd envases previamente esterilizados. El
envasado del producto se realizd a una temperatura de 80°C
y el sellado se realiz6 de forma manual, siendo de esta manera

sellados herméticamente.

D

» Enfriamiento:
El producto ya envasado se procedio a enfriar rapido para
conservar su calidad y formar un correcto vacio dentro del

envase.
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% Almacenamiento:
El almacenamiento del producto terminado se hizo en
refrigeracion a una temperatura de 4°C manteniendo la

integridad del producto.
1.8.3. Métodos de Caracterizacion Fisicoquimico:

e Determinacion de Humedad
Se determind la humedad por el método recomendado por la
(AOAC, 2016).

e Determinacion de Cenizas
Se determind por el método de calcinamiento a temperaturas
entre 550 — 600°C. (AOAC, 2016)

e Determinacion de pH
Se determino por el método potenciométrico (AOAC, 2016),
el valor de pH para la bebida estuvo entre 2.4y 4.4,

e Determinacion de Densidad:
Se determino6 por el método (AOAC, 2016), empleando un
picnémetro.

e Determinacion de solidos solubles (°Brix):
Para medir los grados brix se empled el método del
refractometro (AOAC, 2016).

e Determinacion de Acidez titulable
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Se determind la acidez titulable por el método (AOAC,
2016), expresando en % el &cido ascorbico.

e Determinacion de Vitamina C
Este andlisis se hizo por espectrofotometria mediante el
método del colorante 2 - 6 Diclorofenol-indofenol (AOAC,
2000).

e Determinacion de Polifenoles Totales
Los polifenoles totales se determinaron por el método Folin
y Ciocalteu descrito por Moreno-Escamilla (2015) con
algunas modificatorias descritas.
- Preparacion de reactivos:

Solucion Folin-Ciocalteu: se procedi6 a medir 1.25ml de

la solucién Folin Ciocalteu en una fiola de 10ml luego se
afor6 con agua destilada (preparacion diaria) y se forr6 con
papel aluminio la fiola.

Solucién de Acido Gélico: se afiadié 25mg de 4cido galico

a una fiola de 100ml oscura, aforando con agua destilada
(preparacion diaria). Luego se separ6 2ml de esta solucion
y se afiadio en una fiola 10ml aforando con agua destilada.
Solucidn de Carbonato de Sodio (20%): se afiadié 0.750g

de Na2CO3 en una fiola de 10ml oscura, aforando con
agua destilada. Finalmente se llevo al fuego a 70-80°C
hasta diluirlo.
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- Preparacion de curva de calibrado:
Para poder analizar las muestras se necesité un blanco el
cual se preparé afiadiendo 50 uL de Na2CO3 y 2600 uL
de agua destilada.
Luego se procedi6 a determinar la curva patron y se rotuld
tubos del 1 al VIl y se agreg0 a cada tubo lo siguiente:
Tubo I: se afiadié 100 uL de acido galico, 2400 uL de agua
destilada, 50 uL de Na2CO3 y 100uL de Folin.
Tubo II: se afiadio 200 uL de &cido géalico, 2300 uL de
agua destilada, 50 uL. de Na2CO3 y 100uL de Folin.
Tubo I1I: se afiadié 400 uL de &cido galico, 2100 uL de
agua destilada, 50 uL. de Na2CO3 'y 100uL de Folin.
Tubo IV: se afadio 600 uL de acido galico, 1900 uL de
agua destilada, 50 uL. de Na2CO3 y 100uL de Folin.
Tubo V: se afiadié 800 uL de &cido géalico, 1700 uL de
agua destilada, 50 uL de Na2CO3 y 100uL de Folin.
Tubo VI: se afiadié 1000 uL de acido galico, 1500 uL de
agua destilada, 50 uL. de Na2CO3 y 100uL de Folin.
Tubo VII: se afiadio 1200 uL de acido galico, 1300 uL de
agua destilada, 50 uL. de Na2CO3 y 100uL de Folin.
Finalmente agitamos y se dejo reposar por 5 minutos antes

de iniciar a lecturar en el espectrofotometro a 726nm.
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- Preparacion para lecturar la muestra:

Se diluy6 la muestra en 7 tubos de ensayo 600 uL de
muestra en 100 uL Folin-Ciocalteu, se agitdé y se dejo
reposar por 5 minutos, se afiadié 50 uL de Na2CO3, se
homogenizo y se enraso con agua destilada en celdas 1900
uL, luego se dejo reposar y se empezd a lecturar las

muestras en el espectrofotometro a 726nm.

e Determinacion de Actividad Antioxidante

Se utiliz6 la metodologia de radical 2.2-difenil-1-

picrilhidracilo (DPPH) 2012.04.

- Preparacion de reactivos:
Solucion de DPPH (40mg/L): se afiadié 1 mg de DPPH
en una fiola de 25ml cubierta con papel aluminio. Se
afiadio 12.5ml de metanol HPLC vy se llevd a un agitador
vortex por 20 minutos. Luego se agregd 12.5ml de agua
destilada y nuevamente se colocd en un agitador vortex
por 20 minutos. Posteriormente se afor6 con metanol
HPLC y por tercera vez se coloco en un agitador vortex
por 5 minutos. En cada etapa de la preparacion se protegio

la solucion DPPH de la luz.
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Estandar Trolox (50mg/100ml): primero se afiadié 5mg
de trolox y 5ml de metanol HPLC en una fiola de 10 ml
cubierta con papel aluminio y se procedio agitar la
solucion en un agitador vortex por 5 minutos.
Posteriormente se afiadi6 5 ml de agua destilada y
nuevamente se llevé a agitar por 5 minutos en un agitador
vortex. Finalmente se aforé la solucién con metanol
HPLC.

- Preparacion de Curva de Calibrado:
Se tomo alicuotas de 25 ulL, 50 uL, 75 uL y 100 uL de la
solucién preparada estandar de Trolox (50mg/100ml) y se
adiciono en tubos 4 tubos de vidrio con tapas recubiertos
con papel aluminio. Luego se afiadié 6.25 ml de DPPH
(40ppm) a cada tuvo ensayo previamente rotulado.
Posteriormente se cerrd bien los tubos y se llevo a
incubacién en el SONIFICADOR a 37 °C x 1lhora.
Finalmente se realiz6 la lectura a 517nm utilizando el agua
destilado como el blanco.

- Preparacion para lecturar la muestra:
Previamente se prepard el blanco de muestra al cual se
afiadié 100 uL de muestra 'y 6.25 ml de agua destilada.
La muestra consistio en la adicion de 100 ul de muestra 'y
se afiadié 6.25 ml DPPH (40ppm) a los tubos de ensayo
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recubiertos con papel aluminio. Luego las muestras se
llevaron a un sonificador a 37°C x lhora.
e Determinacion de parametros sensoriales
Este analisis se realizd mediante las pruebas de medicién del
grado de satisfaccion para saber la aceptabilidad de la bebida
a través del tiempo. La evaluacion de parametros sensoriales
se realiz6 con 30 panelistas semi entrenados, la cual se
ejecutd en los paneles de evaluacion de la Planta Piloto
Agroindustrial de la Universidad Nacional del Santa, bajo
condiciones adecuadas de medidas de bioseguridad debido a
la actual pandemia.
El objetivo de esta evaluacion sensorial fue medir la
diferenciacion entre los 10 tratamientos a un grado de
significancia de 95% (p<0.05) entre si. Para llevar a cabo la
evaluacion se utilizd la escala hedoénica de 9 puntos y se tuvo
en cuenta 4 atributos para la evaluacion de la bebida: olor,
sabor, color y aceptabilidad general. La ficha que se utiliz6 se

puede visualizar en el Anexo N°15.
1.8.4. Disefio Experimental

El presente trabajo consisti6 en realizar las
formulaciones de la bebida refrescante a base de granada y

maracuya edulcorada con estevia con la finalidad de evaluar el
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efecto de las concentraciones de las frutas mencionadas en la
actividad antioxidante de la bebida.

El disefio que se utiliz6 fue un disefio Factorial de 3 niveles: 32
el cual estudio los efectos de 2 factores en 10 corridas. El disefio
fue corrido en un solo bloque. El orden de los experimentos fue
totalmente al alzar. Se considerd como variables independientes:
la concentracion de granada y la concentracion de maracuya, asi
mismo se determind las variables respuestas: determinacion de
actividad antioxidante, determinacién de polifenoles totales y
evaluacion de pardmetros sensoriales (color, olor, sabor y

apariencia general).
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Tabla 12

Matriz de disefio del experimento

A:Zumo B:Zumo
de de
maracuya granada

Actividad

o Polifenoles Evaluacion Sensorial
antioxidante

Tratamientos

mg /100mg mg/100mg

% % DPPH ac.galico Olor Sabor Color Aceptabilidad
T1 25(1) 25(1)
T2 7.5(0) 2.5 (-1)
T3 125(+1) 25(-1)
T4 2.5 (-1) 7.5(0)
T5 7.5(0) 7.5(0)
T6 125(+1) 7.5(0)
T7 25(-1) 12.5(+1)
T8 75(0) 12.5(+1)
T9 125 (+1) 12.5(+1)
T10 7.5(0) 7.5(0)
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1.8.5. Disefio Estadistico

Se construy6 la matriz de experimento empleando el
software estadistico STATGRAPHICS Centurion XV.II para
determinar los efectos de las variables independientes y el
analisis de la varianza (ANOVA), con un nivel de significancia
de 5%. Para determinar la mejor formulacion de la bebida
refrescante se utilizé el analisis sensorial en escala heddnica,
aplicado para 30 panelistas no entrenados. La formulacion y
elaboracion de las bebidas refrescantes a base de granada y
maracuya edulcorada con estevia se realizara de a nivel de
laboratorio, donde la extraccion del jugo se realizara de manera
manual, prensando los arilos de ambas frutas. Posteriormente, se
mezclardn los jugos como tal sefiala cada tratamiento,
ingresando las variables independientes que son la
concentracion de granada (2.5-12.5% w/w) y maracuya (2.5-
12.5% wiw).

1.8.6. Modelo Estadistico

Se consider6 dos factores A (concentracion de
maracuyd) y B (concentracion de granada) con a (2.5),b (7.5) y
¢ (12.5) niveles respectivamente. Se tuvieron a - b
combinaciones o posibles tratamientos y n observaciones para

cada formulacion, esto fue, un disefio balanceado.
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Yijg= W+ T+ B+ (TB)ij + Hijic +evereeen Ecuacion 1.
Y;jx: Representa la actividad antioxidante, poli fenoles y calidad
sensorial de la bebida refrescante edulcorada k a la
concentracion de granada i y la concentracion de maracuya j
|: Efecto constante, comun a todos los niveles de los factores,
denominado media global.

;. Efecto medio producido por la concentracion de la granada
i, Qliti = 0).

B;: Efecto medio producido por la concentracion del maracuya
i, (X Bj = 0).

(tB)y: Efecto medio producido por la concentracion de la
granada iy la concentracion del maracuya j, Q1 (tB)ij = Y (tp)ij
=0).

Hijk: Vv aa. independientes con distribucion N(0,6).
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Capitulo 11

Resultados y Discusion
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1.9. Composicion fisicoquimica del maracuya y de la
granada

En la Tabla 13, se detallan los resultados obtenidos de las

caracteristicas fisicoquimicas del maracuyd y granada.
Tabla 12

Caracteristicas fisicoquimicas del maracuya y granada

Caracteristicas Maracuya Granada

fisicoguimicas
Humedad (%) 82.7+0.8 77.8+0.4
Cenizas (%) 0.7+0.2 05+0.1
°Brix 13.2+0.3 16.2+0.3
pH 3.21 £ 0.06 3.49+0.1
Acidez (%) 3.6+04 2.65+0.3
mg Vitamina C/100g 25.3+15 4+0.6

Media de 3 repiticiones £ DS

Se caracterizé la Maracuya reportando 13.2 + 0.3 °Brix,
valores que se encuentran entre el rango de 12.5-18 °Brix
descrito por (L6pez, 2016) quien examiné el contenido de °Brix
varia de acuerdo al estado de madurez en el que se encuentra la
fruta; y entre el rango de 10-14°BriX (Orejuela, 2011) determind
que el contenido de grados brix varia también segun la variedad
de la fruta a pesar de estar en el mismo estado de madurez; para

el % humedad y % cenizas obtuvimos valores de 82.7 + 0.8 %y
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0.7 £ 0.2 %, estos valores se encuentran dentro del rango
reportado por Jiménez, (2010) y Choque, (2016) de 82.1 -85.3%
y 0.5 - 2.5% respectivamente.

Para acidez y pH obtuvimos valoresde 3.6 £ 0.4 %y 3.21
+ 0.06, estos valores estan en el rango de 2.9 - 5% y 2.8 — 3.3
(Lopez, 2016).

El contenido de Vitamina C del maracuyé fue de 25.3 +
1.5 mg/100g, el cual result6é ser mayor a 20 mg/100g reportado
por Choque, (2016) y también mayor al valor reportado de
vitamina C por la (Reyes et al., 2017) para el jugo puro de

Maracuya el cual es de 22 mg/100g.

Se caracterizo, también, la granada obteniendo valores
de 16.2 + 0.3 °Brix, los cuales se encuentran dentro del rango de
13 -18 °Brix reportado por Llerena, (2016) quien analizé el
contenido de °Brix varia de acuerdo al indice de madurez en el
que se encuentra la fruta; para el % humedad y % cenizas
obtuvimos valores de 82.7 £ 0.8 %y 0.7 £ 0.2 %, donde el valor
de la humedad es mayor a los reportados por los autores Escobar
y Quispe, (2017), el cual es de 80.97%, mientras que el de

cenizas es inferior al 1.1% reportado por la (Reyes et al., 2017).

Para acidez y pH se obtuvo valores de 2.65 £ 0.3 % y

3.49 £ 0.1, estos valores estan dentro de rango de 2- 3%y 2.9 —
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3.4 (MINAGRI, 2019) para granadas con calidad de exportacion
siendo este rango amplio debido a la influencia de la variedad en

estos parametros.

El contenido de Vitamina C de la granada fue de 4 = 0.6
mg/100g el cual es inferior a los 6.1 mg/100g reportado por
(Carbonel y Sanchez, 2012) y también inferior al valor reportado
de vitamina C por la (Reyes et al., 2017) para la granada el cual
es de 6 mg/100g.

1.10. Anadlisis fisicoquimico de las formulaciones

Se realizaron los andlisis fisicoquimicos de los
tratamientos de la bebida refrescante a base de granada y
maracuya edulcorada con estevia. A continuacién, se muestran

los datos obtenidos en la tabla 14:
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Composicidn fisicoquimica de la bebida refrescante

TRATAMIENTO FORMULACION Yitamina € SSO?lI,:glc;SS Acidez PH Densidad
(mg/100g) oR i (%) (g/ml)
(°Brix)

T1 25% A*-25% B*  0.0214+0.01 0.3+0.05 0.07+0.02 3.98+0.18 1.000+0.01
T2 75%A-25%B  0.1682+0.02 2.0+0.03 0.69+0.06 3.49+0.09 1.019+0.02
T3 125% A-25%B  13.173+0.32 2.5+0.04 0.83+0.08 3.54+0.15 1.025+0.04
T4 25%A-75%B  0.169740.02 2+0.02 0.79+0.07 3.48+0.08 1.029+0.06
TS5 75%A-75%B  9.3067+0.24 2.5:0.03 0.63+0.05 3.46+0.09 1.020+0.03
T6 125% A-75%B  11.013+0.27 3.5¢0.04 0.78+0.08 3.51+0.12 1.020+0.02
T7 25%A-125%B 85233+0.18 3.5:0.06 0.50£0.04 3.49+0.10 1.023+0.04
T8 75% A-125%B  11.032+¢0.28 4.5:0.04 0.82+0.08 3.52+0.12 1.021+0.03
T9 12'5%AB' 125% 1408924039 65:007 1.97+0.09 35:010 1.073+0.08
T10 75%A-75%B  9.3061+0.20 2.5+0.02 0.64+0.05 3.48+0.09 1.029+0.06

*A: concentracion de maracuyd, B: concentracion de granada
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Media de 3 repeticiones £ DS

Se analizo fisicoquimicamente a los 10 tratamientos de
la bebida refrescante y se obtuvo diferentes datos para cada
tratamiento. Segun la tabla 12, el pH de la bebida varia desde la
formulacién T5 (7.5%A-7.5%B) que es el més bajo de pH con
valor de 3.46, hasta el valor de 3.98, valor mas alto, que
corresponde a la formulacion T1 (2.5%A-2.5%B).

Segln Caballero & Escobedo, (2019), el pH de una
bebida refrescante puede estar entre un rango de 3.08 hasta 3.66,
explicando que la variacion del pH depende de la temperatura
del proceso de secado a la que se someti6 a su materia prima
(cascara de pasiflora edulis) y también de los s6lidos solubles de
esta. La mayoria de nuestros valores que se obtuvieron estan
dentro del rango, a excepcién del T1, esto se debe a la que la
formulacion del tratamiento mencionado utiliz6 menos zumo de
fruta que las deméas formulaciones, contando con solo el
5%(w/w) total de la conformacion de la bebida a diferencia de
los otros tratamientos, mientras que el autor en su formulacién
reporto un 15%(w/w) total de materia prima usada para la
elaboracion de su bebida.

Segun Lopez, (2016) la acidez es un valor dependiente

del acido predominante que contiene la muestra. En este caso se
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toma al acido ascorbico como predominante debido al alto valor
de contenido de este en la bebida, por tanto, la acidez varia desde
0.07 % £ 0.02 para la T1, llegando a su valor mas alto de 1.97
% % 0.09 para T2.

En el caso de la densidad, el tratamiento T1 mostro el
valor de densidad mas baja, siendo esta de 1.000+0.01, mientras
que la densidad del tratamiento T9 presento el mas alto, siendo
este de 1.073+0.08, valor que se encuentran por encima de lo
establecido por (Oro y Urcia, 2018), quienes indican valores de

densidad de 1,036g/mL para bebidas refrescantes.

Segln Caballero & Escobedo, (2019), para una bebida
refrescante el valor de solidos solubles 6ptimo desde el punto de
vista nutricional debe ser de 8°Brix, mientras que
sensorialmente debe ser de 12°Brix. El tratamiento T9 es el que
mas estd cerca del valor éptimo nutricional, siendo este de
6.5+0.07. Esto se debe a que la bebida refrescante es edulcorada,
por lo que no se le afiadié azucar, en consecuencia, se obtuvieron
valores bajos de solidos solubles debido a que la Gnica fuente de

solidos solubles es la que otorgan las frutas.
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1.11. Andlisis de DPPH
Tabla 14

Cuantificacion de actividad antioxidante para los diferentes

tratamientos.

Actividad antioxidante

TRATAMIENTO (umol ET/100ml)

T1 188.15+25.50
T2 224.28+35.56
T3 1463.47+40.22
T4 217.62+31.26
T5 2740.86+53.78
T6 4353.46+70.53
T7 4270.54+62.44
T8 3553.72+30.42
T9 8952.49+115.10
T10 2750.39+48.35

Media de 3 repiticiones £ DS

En la Tabla 15, se observa que el tratamiento 9 tiene una
actividad antioxidante de 8952.49 umol ET/100 ml, el cual tiene
la mayor concentracion en comparacion con los demas
tratamientos. En el estudio realizado por Caballero & Escobedo,
(2019), se analizo la actividad antioxidante de una bebida
refrescante de harina de maracuya, los autores lograron obtener

una concentracion alta de 1532.45 pumol ET/100 ml, esto es
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debido a la materia prima que utilizaron para el procesamiento y
la cantidad baja en antioxidantes se debi6 a los cambios de
temperaturas de secado que le realizaron a la harina y al

pasteurizado de la bebida refrescante.

La diferencia significativa entre los valores que
obtuvimos en nuestro trabajo y los del autor es debido a que se
utilizo otra materia prima, ademas del maracuya, y que el Gnico
tratamiento térmico utilizado para la elaboracion de la bebida

fue la pasteurizacion.

También podemos observar que existe una diferencia
significativa entre el valor médximo de la actividad antioxidante
presentada por el tratamiento 10, que es de 8952.49 umol
ET/100 ml, y el tratamiento 1 que es de 188.15 umol ET/100 ml.
Esto se debi6 a la cantidad y proporcion de la materia prima
(granada — maracuya) utilizada en cada tratamiento ademas de
la cantidad de agua utilizada para el procesamiento la bebida es
diferente siendo el T1 la que mayor cantidad de agua entre todos
los tratamientos mientras que la T9, contiene la menor de todos

ademas de la mayor de todas.

Caballero y Escobedo (2019) explica que esta diferencia
en la actividad antioxidante se debe a la cantidad de agua

afiadida y a los insumos de estandarizacion en el procesamiento
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de la bebida mientras que Gonzalez et al., (2009), expresan que
la diferencia se debe a la cantidad de pulpa utilizada.
Observamos que, en efecto, el tratamiento 1 en su formulacion
contiene mas agua, pero menos pulpa que el tratamiento 9, lo

que concuerda con lo dicho por los autores.

Segun Morales & Vivas, (2015) en su estudio para la
Evaluacion de la actividad antioxidante de una bebida
refrescante a base de lactosuero adicionada con pulpa de curuba
(Passiflora Mollissima Bailey), concluyeron que entre mas pulpa
de curuba se agregue a los tratamientos, mas cantidad de
antioxidantes tendra la bebida, esto debido a que la actividad
antioxidante de las bebidas cambid segun la cantidad de pulpa
que se adiciono a la bebida, obteniendo datos desde 2824,8125
UM para la bebida 1 (10 %pulpa) hasta 20230,1375 uM de

Trolox para la formulacion 3 (20 % pulpa).
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Analisis de Varianza para la Actividad Antioxidante de la bebida refrescante

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razdén-F Valor-P
AZumo - de 4 ooe g7 1 1.70E+07 12.45 0.0024
maracuya
B:Zumo de 500,07, g 3.70E+07  27.14 0.0065
granada
AA 1.68E+06 1 1.68E+06 1.23 0.3293
AB 2.90E+06 1 2.90E+06 2.13 0.2184
BB 476292 1 476292 0.35 0.5863
Error total 5.45E+06 4 1.36E+06
Total (corr.)  6.49E+07 9
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En la tabla de ANOVA para la actividad antioxidante de
la bebida refrescante a base de granada y maracuya edulcorada
con estevia, se realizé un andlisis estadistico de las interacciones
entre los factores A (Concentracion de zumo de maracuyd) y B
(Concentracion de zumo de granada) ademas de la influencia de
estos en el valor de respuesta. Se puede observar que los factores
principales de variacion, los cuales se han mencionado
anteriormente, tienen un valor —p menor a 0.05, esto quiere decir
que, tanto el factor A como el factor B, influyen de manera
significativa en las 10 formulaciones en relacion a la
concentracion de actividad de antioxidante a un nivel de 95% de
significancia. Se analiz6 también las interacciones de zumo de
granada — zumo de granada (BB), zumo de maracuya —zumo de
granada (AB) y zumo de maracuyd —zumo de maracuya (AA)
obteniendo valores de p mayores a 0.05, indicando que no hay
influencia significativa de estas en las 10 formulaciones en
relacion a su actividad antioxidante a un nivel del 95% de

confianza.

También, la ecuacion cuadratica obtenida para la
actividad antioxidante vs el zumo de maracuya (A) vs el zumo

de granada (B) es la siguiente:
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Actividad A.= 684.475 — 428.006A — 298835B + 33.9337A4%
+ 34.0663AB + 18.0721B%

Figura 5

Diagrama de Pareto para Actividad Antioxidante de zumo de

granada y maracuya.
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En la figura 6 se da a conocer el nivel de significancia
entre los factores de Concentracion de zumo de granada y
maracuya con sus respectivas interacciones, donde se puede
observar que la concentracion de zumo de granada y la
concentracion de zumo de maracuya varian entre si
significativamente con respecto a la concentracion de actividad

antioxidante.
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Figura 6
Gréfica de efectos principales para actividad antioxidante de
zumo de granada y maracuya.
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En la figura 7, se puede observar la relacion entre las
variables % zumo de maracuyda y % zumo de granada con
respecto a la actividad antioxidante, visualizandose la influencia
de ambos factores con respecto a la variable de respuesta,
notandose que el zumo de granada presenta mayor efecto en la
actividad antioxidante que el zumo de maracuya. En la figura
8, se observa que la interaccion de ambos factores (zumo de
granada y zumo de maracuyd) también es diferente con respecto
a la actividad antioxidante, observandose una influencia ain méas
del % de zumo de granada en la formulacion con respecto %
zumo de maracuyd, expresandose esta en mayores valores d

actividad antioxidante donde existe mayor % zumo de granada.
Figura 8

Superficie de respuesta para la Actividad Antioxidante de zumo

de granada y maracuya.

Superficie de Respuesta Estimada

Actividad antioxidante
Il -1000.0
I 500.0
I 2000.0

3500.0
5000.0
6500.0
8000.0
9500.0
120 11000.0
12500.0
9 6 0o I 14000.0

I 15500.0
Zumo de granada Zumo de maracuya

(X 1000.0)

Actividad antioxidante

100



ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE UNA BEBIDA REFRESCANTE A BASE DE GRANADA (Punica granatum) Y MARACUYA
(Passiflora edulis) EDULCORADA CON ESTEVIA (Stevia Rebaudiana B.)

En la Figura 9, se observa la interaccion de los dos factores
(concentracion de zumo de granada y concentracion de zumo de
maracuya) en relacion a la variable respuesta de la actividad
antioxidante de las 10 formulaciones. En la figura se observa
también que los valores dptimos para la variable respuesta son a
gran concentracion de zumo de granada y zumo de maracuya,
donde se observa que en los valores més altos de concentracion
de zumo de maracuya y granada se encuentran el valor mas alto

de actividad antioxidante.

1.12. Determinacidon de polifenoles totales de los diferentes

tratamientos
Tabla 16

Cuantificacion de Polifenoles totales para cada tratamiento

TRATAMIENTO Polifenoles (MgEAG/100g)
T1 1.292+0.03
T2 6.888+0.01
T3 20.272+0.02
T4 12.873+0.01
T5 24.589+0.05
T6 29.380+0.01
T7 29.818+0.03
T8 38.433+0.01
T9 49.334+0.01

T10 24.605+0.12
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Media de 3 repiticiones £ DS

Enla Tabla 17, se detalla la cuantificacion de polifenoles
totales de cada tratamiento de la bebida refrescante a base de
granada y maracuya edulcorada con estevia, asimismo se
observa que el tratamiento 9 reporta el valor de 49.334 mg
EAG/100g, siendo esta la de mayor contenido de polifenoles
totales con respecto a los 9 tratamiento. Para el valor minimo se
observa que el tratamiento 1 reporta 1.292 mg EAG/100g, por
ende, se analizé estadisticamente para determinar la importancia

de los factores de estudio y las variables de respuesta.

En el estudio realizado por Fernandez, (2018), para una
bebida funcional a base de extracto de Beta vulgaris L. Y
Equisetum arvense L, se obtuvieron datos de 304.20 - 305.5 mg
A.A /100 g de polifenoles totales, mientras que Caballero y
Escobedo, (2019) reporta en su bebida refrescante a base de
cascara de maracuya un valor maximo de 9.11 mg A.A/100g de

polifenoles totales.

El valor maximo encontrado en nuestra bebida
refrescante a base de maracuya y granada edulcorada con
estevia, fue de 49.334 mg A.A /100 g., el cual es mayor al
reportado en la bebida refrescante a base de cascara de

maracuyd, pero menor a la bebida funcional. Esto se debe a que
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la bebida refrescante a base de maracuya y granada posee un
25% de zumo respecto a su volumen, en comparacion a la bebida
de la bebida funcional, la cual posee un 50% de extracto respecto
a su volumen y a la bebida refrescante de cascara de maracuya

que solo posee 2.5% de cascara con respecto a su volumen total.
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Tabla 17

Anélisis de Varianza para los Polifenoles totales contenidos en la bebida refrescante

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cua(_jrado Razon-F Valor-
Medio P

A: Zumo de maracuya 565.472 1 565.472 80.73 0.0008
B: Zumo de granada 1229.6 1 1229.6 175.55  0.0002
AA 0.614916 1 0.614916 0.09 0.7818
AB 3.56832 1 3.56832 0.51 0.5148
BB 2.44258 1 2.44258 0.35 0.5866
Error total 28.0175 4 7.00437

Total (corr.) 1829.38 9

104



ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE UNA BEBIDA REFRESCANTE A BASE DE GRANADA (Punica granatum) Y MARACUYA
(Passiflora edulis) EDULCORADA CON ESTEVIA (Stevia Rebaudiana B.)

En la tabla 18 de ANOVA para la cuantificacion de
polifenoles, se analizé estadisticamente las interacciones entre
los factores A (Concentracion de zumo de maracuyd) y B
(Concentracion de zumo de granada) y la influencia de estos en
el valor de respuesta. En este caso se observa que los
componentes importantes de variaciéon, los cuales se han
mencionado anteriormente, tienen un valor — p menor a 0.05,
esto quiere decir que, tanto el factor A como el factor B, influyen
de forma significativa en los 10 tratamientos en relacion con su
concentracion de polifenoles totales a un nivel de 95% de

confianza.

Ademaés, la ecuacion cuadratica obtenida para los
polifenoles vs el zumo de maracuya (A) vs el zumo de granada

(B) es la siguiente:

Polifenoles = —9.64518 + 1966264 — 196586B
+ 0.020534% + 0.00378AB + 0.04093 B2
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Figura 9

(Passiflora edulis) EDULCORADA CON ESTEVIA (Stevia Rebaudiana B.)

Diagrama de Pareto estandarizado para polifenoles contenidos en zumos de granada y maracuya.
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En la Figura 10, se observa la significancia entre los
factores de Concentracion de zumo de granada y maracuya con
sus respectivas interacciones, ambas presentan el mismo
comportamiento mostrado en los resultados de la actividad
antioxidante, es decir, la concentracién de zumo de granada y la
concentracion de zumo de maracuya varian entre si

significativamente con respecto a los polifenoles totales.
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Figura 10

(Passiflora edulis) EDULCORADA CON ESTEVIA (Stevia Rebaudiana B.)

Grafica de efectos principales para Polifenoles totales contenidos en zumos de granada y maracuya.
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Figura 11
Grafica de efectos principales para polifenoles totales de zumo de granada y maracuya.
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La Figura 11, muestra la relacion entre las variables %
zumo de maracuyd y % zumo de granada con respecto a los
polifenoles, visualizandose la influencia de ambos factores con
respecto a la variable de respuesta, notandose que el zumo de
granada presenta mayor efecto en los polifenoles que el zumo de

maracuya.

En la figura 12, se observa que la influencia de ambos
factores (zumo de granada y zumo de maracuya) también es
diferente con respecto a la actividad antioxidante, observandose
una influencia ain méas del % de zumo de granada en la
formulacion con respecto % zumo de maracuya, expresandose
esta en mayores valores de actividad antioxidante donde existe

mayor % zumo de granada.

Estos resultados sugieren superficialmente que, la
granada como materia prima, tiene mayor concentracién de
polifenoles en su estado natural que el maracuya y por ende es

mayor su influencia en estas caracteristicas en la bebida.
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Figura 12

Superficie de respuesta para Polifenoles totales contenidos en

zumos de granada y maracuya.
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En la Figura 13, se observa la interaccion de los dos
factores concentracion de zumo de granada y concentracion de
zumo de maracuya respecto a la variable respuesta de
concentracion de polifenoles de los 10 tratamientos realizados.
En esta también podemos distinguir que los valores 6ptimos para
la variable respuesta son a mayor concentracion de zumo de

granada y zumo de maracuya, ya que en los valores mas altos de
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concentracion de zumo de maracuya y granada se encuentran el

valor méas alto de concentracion de polifenoles.
1.13.  Anadlisis Sensorial

Los tratamientos de la bebida refrescante a base de
granada y maracuya edulcorada con estevia, se sometieron a un
analisis sensorial por atributos a nivel laboratorio (color, olor,
sabor y aceptacién), mediante una escala hedonica de
puntuacion en la ficha y un panel de 30 jueces.

1.13.1. Color

Se analiz6 sensorialmente y estadisticamente el atributo
color a los 10 tratamientos, con la finalidad de saber la
significancia que tiene el atributo de color en relacion a cada
tratamiento de la bebida refrescante a base de granada y

maracuya edulcorada con estevia.
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Tabla 18

Analisis de varianza para color de la bebida refrescante

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razén-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: TRATAMIENTOS 250.697 9 27.8552 89.53 0.0000
B: PANELISTAS 19.0967 29 0.658506 212 0.0011
RESIDUQOS 81.2033 261 0.311124

TOTAL (CORREGIDO) 350.997 299
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En la Tabla 19, se detalla el ANOVA para el atributo de
color de la bebida refrescante, obteniendo una influencia
significativa entre los tratamientos y los panelistas con respecto
al color, esto se debe a que tiene un valor — p menor a 0.05 con
un nivel de confianza del 95%. Para el analisis estadistico se
evalud cudl de los 10 tratamientos tiene una media mejor que los

demas.
Figura 14

Grafico de medias del atributo Color contenido en zumos de

granada y maracuya.

COLOR
o
©
I
1

49 Q
Ti T10 T2 T3 T4 T5 T6 m T8 T9
TRATAMIENTOS

En la Figura 14, en el grafico de medias a un 95% de
confianza, se observa que el tratamiento T9: 12.5% (w/w
concentracion de granada) - 12.5%(w/w concentracion de
maracuya), es el tratamiento mayor aceptado por evaluacién de

los panelistas en relacion al atributo de color, no obstante el T1:
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2.5% (w/w concentracion de  maracuyda) — 2.5%(w/w
concentracion de granada), es el tratamiento con menor media
con respecto al atributo de color, ya que el color de esta

formulacion no fue de agrado para los panelistas.
1.13.2. Olor

Se realiz6 un andlisis sensorial y analisis estadistico del
atributo de olor a los 10 tratamientos, para saber la significancia
que tiene el atributo de olor respecto a cada tratamiento de la
bebida refrescante a base de granada y maracuya edulcorada con

estevia.
Tabla 19

Analisis de varianza para olor de la bebida refrescante

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

EFECTOS

PRINCIPALES

A:

TRATAMIENTOS 271.07 9 30.1189 5398 0

B: PANELISTAS 35.47 29 1.2231 2.19 0

RESIDUOS 145.63 i6 0.557969

TOTAL 29

(CORREGIDO) 452.17 9
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En la Tabla 20, se detalla el ANOVA para el atributo de
olor de la bebida refrescante, se determind estadisticamente la
influencia significativa entre las formulaciones y los panelistas
con respecto al atributo de olor ya que tiene un valor — p menor
a 0.05 con un nivel de confianza del 95%. La significancia de
varianza de medias fue para cada uno de los 10 tratamientos de
la bebida refrescante.

Figura 13

Grafico de medias del atributo Olor de los zumos de granada y

maracuya.
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En la Figura 15, en el grafico de medias del atributo
de Olor a un 95% de confianza, se observa que el tratamiento
T9: 12.5% (w/w concentracion de granada) — 12.5%(w/w

concentracion de maracuya), es la formulacién de mejor
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aceptacion en relaciéon al atributo de olor, este tratamiento
presentd una alta puntuacion por parte de los panelistas, no
obstante el T1: 2.5% (w/w concentracion de maracuya) —
2.5%(w/w concentracion de granada), es la formulacién con
menor media en relacion con los demas tratamientos, esto se

debe a que el olor no fue de agrado para los panelistas.
1.13.3. Sabor

Se realiz6 la evaluacion sensorial y analisis estadistico
del atributo de sabor para los 10 tratamientos, para conocer la
significancia que tiene el atributo de sabor respecto a las

formulaciones de la bebida refrescante.
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Tabla 20

Analisis de varianza para sabor de la bebida refrescante edulcorada

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS
PRINCIPALES
A: TRATAMIENTOS 555.23 9 61.6922 109.63 0
B: PANELISTAS 17.2967 29 0.596437 1.06 0.3878
RESIDUOS 146.87 261 0.56272
TOTAL 719.397 299

(CORREGIDO)
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En la Tabla 21, se detalla el ANOVA para el atributo de
sabor de la bebida refrescante, se determind estadisticamente la
influencia significativa entre los tratamientos y los panelistas
con respecto al atributo de sabor dado que tuvo un valor — p
menor a 0.05 con un nivel de confianza del 95%.
Estadisticamente se evalud la significancia de nivel de cada
formulacion, luego se hizo una evaluacion de medias del atributo

de sabor.
Figura 14

Grafico de medias del atributo Sabor de los zumos de granada

y maracuya.
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En la Figura 16, se detalla el grafico de medias con un
nivel de confianza de 95% de confianza, en la cual se observa

que el tratamiento T9: 12.5% (w/w concentracion de granada)
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— 12.5%(w/w concentracion de maracuya), es la formulacién
con mayor aceptacion respecto al atributo de olor, este
tratamiento  presentd el mayor puntaje por parte de los
panelistas, mientras que T2: 7.5% (w/w concentracion de
maracuyd) — 2.5%(w/w concentracion de granada), es el
tratamiento con menor media a comparacion con los demas
tratamientos, esto se debe a que el sabor no fue el agrado para

los panelistas.
1.13.4. Aceptacion general

Se analiz6 sensorialmente y estadisticamente el atributo
de aceptacion general a los 10 tratamientos con la finalidad de
conocer la significancia de la aceptacion general en relacion a
cada tratamiento de la bebida refrescante a base de granada y

maracuya edulcorada con estevia.
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Tabla 21

Analisis de varianza para aceptacion de la bebida refrescante

Fuente Suma

Cuadrados

Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES
A: TRATAMIENTOS 436.403
B: PANELISTAS 16.3367

RESIDUOS 86.4967

TOTAL (CORREGIDO) 539.237

9 48.4893 146.31 0.0000

29  0.563333 1.70 0.0168

261 0.331405

299
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En la Tabla 22, se detalla el ANOVA para la
aceptabilidad general de la bebida refrescante, se determind
estadisticamente la influencia significativa entre los tratamientos
y los panelistas con respecto al atributo de aceptabilidad general
ya que tiene un valor — p menor a 0.05 con un nivel de confianza
del 95%; esta significancia en la aceptabilidad general se debid
a cada tratamiento analizado y entre cada nivel de este.

Figura 15

Grafico de medias del atributo de aceptacion de los zumos de

granada y maracuya.
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En la Figura 17, en el grafico de medias a un 95% de
confianza, observamos que el tratamiento T9: 12.5% (w/w
concentracion de granada) — 12.5%(w/w concentracion de

maracuya), es la formulacion con mayor aceptacion respecto al
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atributo de aceptabilidad general, este tratamiento presento el
mayor puntaje por parte de los panelistas, mientras que T3:
12.5% (w/w concentracion de maracuyd) - 2.5%(w/w
concentracion de granada), es el tratamiento con menor media
con respecto a los otros tratamiento, esto se debe a que este

tratamiento no fue de buena aceptabilidad para los panelistas.

Segun Agudelo, (2018), los ensayos de aceptacion
general se utilizan conjuntos representativos de los
consumidores potenciales del producto, ademas, este grupo
representativo no deben saber sobre el estudio que se ha
realizado, pero si deberian tener nociones basicas de como se
realiza la evaluaciéon sensorial, esta parte fue esencial en la
realizacion del analisis sensorial debido a que tiene una

significancia final en el resultado.

Existe una dependencia en la cantidad de evaluadores
sobre el entrenamiento de los panelistas, el cual podria influir
significativamente en el andlisis de atributo de olor, color, sabor

y aceptacion.

En el estudio la cantidad de panelistas evaluadores fue de
30 ademas de que estos son semi entrenados, lo que expreso
diferencias significativas en el andlisis estadistico de cada

aspecto evaluado pudiendo obtener diferencias estadisticamente
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visibles entre la formulacion méas agradable y la menos
agradable formulacion cada una de las caracteristicas evaluadas.
(Agudelo, 2018).

Segln Morales y Vivas, (2015), se recomienda para el
andlisis sensorial que el nimero panelistas debe ser mayor a 100
panelistas, de preferencia de 100 a 150 panelistas para tener un
resultado representativo respecto a la poblacion; también se
puede ser de 25 a 30 panelistas para una evaluacion a nivel de
laboratorio.

Para el presente trabajo se realizo el analisis sensorial con 30
panelistas, respaldando tedricamente lo recomendado por los
autores dado que el producto se hizo a nivel laboratorio como

prueba de estudio y no con fines de comercializacion.
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Conclusiones

% EIl tratamiento 9 (12.5% concentracion granada y 12.5%
concentracion maracuyd), presentd un alto contenido de
actividad antioxidante respecto a los demas tratamientos,
lograndose confirmar la hipdtesis planteada en la
investigacion.

++ EXxiste una relacion cuadratica entre los compuestos fenolicos
y actividad antioxidante de la bebida refrescante

%+ Se concluye que el zumo de granada presenta mayor aporte
que el zumo de maracuyd en funcién a la actividad

antioxidante y los contenidos de polifenoles totales.
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Recomendaciones

++ Se recomienda utilizar diferentes métodos para determinar la
actividad antioxidante de la bebida refrescante a base de
granada y maracuya.

% Realizar estudios microbiolégicos para determinar que
agentes microbioldgicos se encuentran presentes en el
producto.

% Se recomienda que se hagan estudios sobre otros tipos de
granada y maracuya que se hayan utilizado en elaboracion de
bebidas.
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ANEXOS
ANEXO 1

METODOS DE CARACTERIZACION FISICO -
QUIMICO

e Determinacion de Humedad

Para determinar la humedad se sigui6 el Método de la AOAC
934.06, este método consistid en la pérdida de peso que sufre la
muestra por calefaccidn hasta obtener el peso constante.

La formula para calcular el porcentaje de humedad es:

(M —m)+ 100

Y%Humedad = M

Donde:
M = Peso inicial en gramos de la muestra

m = Peso en gramos del producto seco.

Determinacién de cenizas

La determinacion de cenizas se realizo6 mediante el Método de AOAC 923 .03 por
calcinacion de la muestra de 550 °C — 600 °C para quemar toda la materia

organica, en consecuencia la matenia inorganica no destruida se le llama ceniza.

En general, antes de usar las muflas se procedid a quemar la materia de manera
convencional.

oo = 100+ (:::, —P)

Donde:
P =Peso de la muestra en gramos
P1 = Peso de la capsula con las cenizas en gramos

P2=Peso de la capsula vacia en gramos
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e Determinacion de densidad

La densidad de la bebida se determind mediante el método 962.37 de la (AOAC,

2016), empleando como instrumento un picnémetro. La formula es la siguiente:

my —my

p= * pH;0

m, —m,
Donde:

m,— masa en gramos del picnémetro vacio.

m,_ masa en gramos del picndmetro ¢/H20.

ms— masa en gramos del picnémetro con la solucion.
pPu20= Densidad del agua (g/ml).

Determinacion de Acidez titulable:
Se determind mediante el método de ADAC 947.05, expresando en términos de
porcentaje el dcido ascorbico. Se utilizd la siguiente formula:

/'I,F _ (VmL x N)vte x meq acido citrico

2 Mx x 100

e Determinacion de Vitamina C:

Este método se basa en la reduccion del colorante 2,6-
diclorofenolindofenol, por el efecto del acido ascorbico en

solucién.

Este método se basa en la reduccion del colorante 2,6-
diclorofenolindofenol, por el efecto del acido ascorbico en

solucién.
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Primero se empez0 con la preparacion de reactivos, se
pesé 4 g de acido oxalico, luego se diluyo6 con agua destilada en
una fiola de 1 L, para la solucién estandar estuvo compuesta por
acido ascorbico (0.1%) en una solucion de acido oxalico al
(0.4%) y se pesd 1 g de acido ascorbico, se disolvié en una fiola
de 1L con &cido oxalico (0.4%), el estandar de trabajo, se
enumero fiolas de 100 ml del 1 al 5y se separ6 alicuotas de 1, 2,
3,4y 5 ml de &cido ascorbico (0.1%) respectivamente y se aford
con una solucién de acido oxalico (0.4%). Para la preparacion
de la solucion coloreada se pes6 12 mg de 2-6 Diclorofenol
indofenol (DFLF), se disolvid con agua destilada en una fiola de
1L. Esta preparacion se pudo almacenar por 15 dias en frasco

oscuro y en refrigeracion.

Para la determinacion de la curva patrén, se rotuld tubos
del I al 1V y se afiadi6 al tubo #1: 10 ml de agua destilada; al
tubo #2: 1 ml de acido oxalico (0.4%) y 9 ml de solucion
coloreada; al tubo #3: 1 ml de acido oxéalico (0.4%) y 9 ml de
agua destilada; y al tubo #4: 1 ml de Estandar de trabajo N° 1,y

9 ml de solucién
Coloreada.

Luego se midio las absorbancias en el espectrofotémetro

a una longitud de onda
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520 nm, primero se ajustd a cero la absorbancia usando el tubo
#1 y se leyd la absorbancia del tubo #2 y se tomd el resultado
como dato para L1, luego se ajust6 a cero la absorbancia con la
solucion del tubo #3 y se leyo la absorbancia, obteniendo como
dato para L2. Se procedio a lecturar luego de 15 segundos
después de su preparacion y se registré L1 y L2 para cada
estandar de trabajo; se construy6 la curva estdndar con las
concentraciones 1, 2, 3, 4y 5 de acido ascérbico (mg/100 ml) en
la abscisa y la absorbancia (L1 y L2), en la ordenada para cada

estandar de trabajo.

Para la preparacion de la muestra, se mezclé 5 gr de
muestra con 35 ml de &cido oxalico (0.4%) por 3 minutos y se
filtrd; luego se determind L1, en el tubo #3 se coloco 1 ml de
filtrado més 9 ml de agua destilada y con esta se ajusto a cero la
absorbancia, en el tubo #4 se colocé 1 ml del filtrado y 9 ml de

solucién coloreada.

Finalmente se registro la absorbancia L2 después de 15
segundos y se calcul6 la diferencia entre L1 y L2 y finalmente
se obtuvo la concentracion de acido ascorbico a partir de la curva

estandar.
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ANEXO 2

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA
BEBIDA REFRESCANTE

Figura 16

Determinacion de solidos solubles (°BRIX)
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Figura 17

Determinacion de pH

Figura 18

Determinacion de densidad
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Figura 19
Determinacion de Acidez titulable.
ANEXO 3

PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA
DETERMINACION DE VITAMINA C

4+ Preparacién de solucién de icido oxilico (0.4%)

Dxé.lico
Aoua
destilada

% Preparacion de solucion estandar

1 gr. Acido
ascorbico (0.1%)

Acido oxalico (0.4%)

%+ Preparacion de estandar de trabajo

1 gr Acido
ascorbico (0.1%)

Acido oxdlico (0.4%5)

DILUCION

147



ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE UNA BEBIDA REFRESCANTE A BASE DE GRANADA (Punica granatum) Y MARACUYA
(Passiflora edulis) EDULCORADA CON ESTEVIA (Stevia Rebaudiana B.)

+«+ Preparacion de solucion coloreada

12 ar. .
2-6 Diclorofenol indofenol

PESAR
\ 4

DILUIR <:> Fiolal L

¥
ALMACENAR
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ANEXO 4
DETERMINACION DE VITAMINA C
Figura 22

Preparacion de acido oxalico
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Figura 20

Preparacion de blancos y muestras
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Figura 21
Lectura de absorbancia en espectrofotometro
ANEXO 5

METODO DE FOLIN CIOCALTEU -
DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

Preparacion de reactivos:

+ Solucién de Folin-Ciocalteu

ol eV

1‘25 ml folin ‘ Aforar con agua destilada
ciocalteu
£
PREPARACION 10ml Fiola oscura
DIARIA Ga—

% Solucion de Acido galico
b |

- 2mldela | Ty

Af(;rga::on M ‘. Aforar con

o agua

ftion destilada destilada

[Py
DIARIA

<+ Solucion de Carbonato de Sodio (Na2CO3)

Pl . W

0.750 g carbonato Aforar con agua
de sodio destilada
10ml
{souum
(, 70'80(.,C . ALMACENABLE
Hasta diluir 2 SEMANAS
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< Preparacion de la Curva de Calibrado

= =2 = = = =
ADICION DEL ACIDO
GALICO 1

100ul  200ul 400 ul 600ul 800 ul 1000 ul 1200 ul

J

N AGUA
ANADIR DESTILADA

!

" 50 UL

AGITAR

100 UL
FOLIN

AGITARY

LEER 726.nm

152

FONDO EDITORIAL
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE TAYACAJA DANIEL HERNANDEZ MORILLO



ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE UNA BEBIDA REFRESCANTE A BASE DE GRANADA (Punica granatum) Y MARACUYA
(Passiflora edulis) EDULCORADA CON ESTEVIA (Stevia Rebaudiana B.)

ANEXO 6
DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES
Figura 22

Preparando el area de trabajo

Figura 23

Preparacion de reactivos
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Figura 27

Preparacion de la curva patron

Figura 24

Lectura de absorbancia en espectrofotometro a 726nm
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ANEXO 7
METODO DPPH — PREPARACION DE REACTIVOS

% Solucion DPPH 40 mg/I

/

1 mg DPPH 12.5 mlL metanol
HPLC
Agitacion x 20 min
Afiadir 12.5 ml. agua
destilada
Agitacion x 20 min
Aforar con metanol
PREFPARACION
DIARTA
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+« Estandar Trolox (50mg/100ml)

g

5mg 5 mL metanol
tl'OlOX HPLC

A0 ml

|

Agrtacién x 5 min

l

Afiadir 3 mL agua
destilada

.

Agrtacién x 5 min

k.

Aforar con metanol

ALMACENABLE 2
SEMANAS
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ANEXO 8

PREPARACION DE CURVA DE CALIBRADO -
METODO DPPH

ADICION DE
TROLOX

25ul S0ul 75ul 100wl

]

ANADIR
DPPH

!

SONIFICADOR T=
37% x 1hr

!

LEER
517 nm
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ANEXO 9

PREPARACION PARA LECTURAR LA MUESTRA —
METODO DPPH

ADICION DE MUESTRA

ANADIR
DPPH (6.25ml)

!

SONIFICADOR
T=37°x lhr

i

LEER
517 nm
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ANEXO 10

DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
(METODO DPPH)

Figura 25

Preparacion de reactivos

Figura 26

Preparacion de la curva patron
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Figura 27

Centrifugando las muestras

Figura 28

Sonificando las muestras en el Ultrasonido
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Figura 29

Lectura de absorbancia a 517nm
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ANEXO 11

DETERMINACION DE ANALISIS SENSORIAL
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ANEXO 12

DETERMINACION DE CURVA PATRON PARA
VITAMINA C

Tabla 22

Datos para elaborar la curva patron para Vitamina C

Concentracion(mg/100mL)  Absorbancia

1 0.07
2 0.099
3 0.132
4 0.162
5 0.191

Figura 30

Curva de calibracién para Vitamina C

Curva de Calibracién - Vitamina C

0.25
y =0.0305x + 0.0393

0.2 R*=0.9995
0.15
0.1
0.05
0

0 1 2 3 4 5 6
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ANEXO 13
CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES
Tabla 23

Datos de curva de calibrado para Polifenoles totales

Concentracion (ppm) Absorbancia
0 0
2 0.0658383
4 0.116914
8 0.201019
12 0.309991
16 0.423799

Curva de calibrado polifenoles

0.45

o o
) o w I
G w & IS

o
..

Absorbancia

y =0.0257x + 0.0063
R?=0.9972

o
=y
v

o©
N

0.05

0 5 10 15 20

Concentracion (ppm)
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ANEXO 14
CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Tabla 24

Datos de curva de calibracion para Actividad antioxidante

Concentracion  Absorbancia

2 0.76351

4 0.542288
6 0.323986
8 0.149015

Figura 35

Curva de calibracién para Actividad antioxidante

Curva de calibracidn para Actividad Antioxidante

0.9

0.8
y =-0.1031x + 0.9601

0.7 R?=0.9971

0.6
0.5

0.4 —@— Seriesl

Absorbancia

3 4+ & eessssees Lineal (Series1)

0.2

0.1

0 2 4 6 8 10

Concentracion trolox
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Determinar la actividad antioxidante total, en pmol TE/100g

Actividad antioxidante total

B (Factor trolox) = (ABS objetivo)
~ (Masa objetiva) * |Pendiente Trolox|

Calculando el factor trolox:

Factor trolox

_ (10° ug) * (Pureza de trolox)
[} g * mwde trolox

* 100 de muestra

Factor trolox = 391546 mw de trolox = 250.29 g/mol

Para este trabajo la pureza del trolox fue del 98%, segun el certificado de analisis del

fabricante de productos quimicos.

Reemplazando los datos del factor en la ecuacion tenemos:

Actividad antioxidante total

B (391.546) * (ABS objetivo)
~ (Masa objetiva) * |Pendiente Trolox|

Masa objetiva = 20670 299999 — 0,0641
1.0446
o 0.8498
ABS objetivo = > = 0.4249
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ANEXO 15

FICHA DE ANALISIS SENSORIAL PARA LA BEBIDDA
REFRESCANTE

NOMERE Y APELLIDO
Estimado (a) panelista frente a usted tiene 10 muestras de
bebida a base de granada roja y maracuya edulcorada con
estevia a evaluar en cuanto a su color, olor, sabor v su
aceptabilidad general.
Por favor. comience evaluando primero el color v olor de
las 10 bebidas. luego el sabor, enjuagandose con el vaso
con agua antes de probar una muestra que tiene frente a
usted.
Las calificaciones para el andlisis sensorial de Ia bebida
INSTRUCCIONES estan en una escala cuantitativa del 1 al 9, donde:
PUNTAJE CATEGORIA
9 Me gusta extremadamente
8 Me gusta mucho
7 Me gusta moderadamente
6 Me gusta levemente
5 No me gusta ni me disgusta
4 Me disgusta levemente
3 Me disgusta moderadamente
2 Me disgusta mucho
1 Me disgusta extremadamente
CALIFICACION POR ATRIBUTOS
MUESTRAS COLOR | OLOR | SABOR | ACEPTABILIDAD
Tratamiento 1
Tratamiento 2
Tratamiento 3
Tratamiento 4
Tratamiento 5
Tratamiento 6
Tratamiento 7
Tratamiento 8
Tratamiento 9
Tratamiento 10
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