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1. Resumen

Un alimento funcional es el que contiene componentes especificos que han sido
adicionados, aumentados en concentracion o del cual se han eliminado componentes
perjudiciales para que estos ejerzan un efecto relevante y especifico para la salud.
Guatemala es un pais del cual se pueden aprovechar una gran variedad de alimentos y
recursos naturales para desarrollar uno de estos alimentos.

La técnica de impregnacion al vacio es una operacion unitaria relativamente sencilla
gue permite someter una matriz porosa inmersa en un liquido a presiones subatmosféricas
para que por medio de este cambio de presiones se desplacen los gases dentro de la matriz
hacia el exterior. La restauracion de la presion atmosférica provocara por medio de otro
gradiente de presion el movimiento del liquido dentro de los espacié libres luego de la
desgasificacion de la matriz. Y de esta manera es posible impregnar cualquier soluto de
interés en una matriz solida de alta porosidad como la manzana nacional seleccionada para
la presente investigacion.

Basados en estos principios y técnicas la presente investigacion busco desarrollar
un alimento funcional, utilizando la técnica de impregnacion al vacio con base en una matriz
porosa (manzana nacional), impregnando por medio de este gradiente de presiones, una
solucion de jugo de mandarina, extracto de aloe vera y azucares reductores que pueden
ejercer un efecto nutricional favorable.

El objetivo principal de la investigacion fue probar que el proceso de impregnacion
al vacio permitia incorporar a la matriz de la manzana los elementos de interés y demostrar
la presencia y/o la proporcién de estos elementos en el alimento funcional desarrollado en
relacion a la manzana sin procesar.

Para desarrollar esta investigacion y comprobar el éxito del proceso de
impregnacion se considerd cuantificar e identificar algunos de los componentes
mayoritarios de los elementos a impregnar siendo la aloina la sustancia identificable por
medio de cromatografia en placa fina para confirmar la impregnacion del extracto de aloe
vera; se cuantifico &cido ascorbico como elemento principal del jugo de mandarina utilizado
la metodologia de titulaciébn yodimétrica descrita en la USP 23 y se identificaron y
cuantificaron las azlcares reductores (inulina y oligofructosa) por medio del test de acido
3,5 dinitrosalicilico (espectrofotométrico).

Adicional a estos analisis al desarrollar un alimento también se realizo el andlisis
proximal de los lotes producidos para establecer en que aspecto del mismo (proteina,
carbohidratos, lipidos, fibra, minerales) se ve enriquecida la manzana luego del proceso de
impregnacion y de la misma manera determinar las caracteristicas microbiolégicas del
alimento luego de la impregnacién utilizando como referencia la norma RTCA 67.04.50:08.



Luego de la determinacion y realizacién de cada una de las pruebas para la
manzana impregnada, la manzana blanco y la solucion de impregnacion; se encontré que
luego del proceso y tratamiento de las muestras, se logro identificar y cuantificar cada uno
de los componentes antes mencionados en una proporcion estadisticamente mayor y
proporcional para confirmar que el proceso fue exitoso y el desarrollo del alimento funcional
también.

Se determino por medio de andlisis tercerizados para el control microbiolégico que
el alimento funcional desarrollado cumple con las pruebas establecidas por el RTCA y con
el andlisis bromatoldgico se encontré que aumentaron los porcentajes de proteinas, lipidos
y minerales y materia inorgéanica en el alimento impregnado.

La investigaciébn demostr6 que el proceso de impregnacién es eficiente para
adicionar en la manzana guatemalteca una solucién de jugo de mandarina, aloe vera y
azucares reductores; en base a las pruebas de identificacion y cuantificaciéon de los
elementos principales de cada uno de los componentes de la solucion de impregnacién se
concluyd que luego del proceso de impregnacién se triplico aproximadamente la cantidad
de acido ascorbico (vitamina C) en relacion a la manzana natural, se duplico en promedio
la cantidad de azucares reductores (inulina y oligofructosa) y se logré adicionar como nuevo
elemento a la aloina que fue identificable en el alimento impregnado.

El analisis proximal de los lotes de estudio demostr6 que el alimento funcional
aumento su porcentaje de proteinas, lipidos, minerales y materia inorganica en relacién a
la manzana sin impregnar, confirmando que la manzana luego del proceso de impregnacién
puede aportar mas de estos macronutrientes y micronutrientes en relacion a la manzana
sin impregnar que tiene mayor porcentaje de agua y fibra.

Y también se demostrd que el alimento desarrollado por la técnica de impregnacién
al vacio conserva su calidad microbiol6gica segun la normativa anteriormente descrita luego
del tratamiento.



2. Introduccién
Los alimentos funcionales, son alimentos naturales o elaborados que tienen mejores
caracteristicas nutricionales y estan destinados a ejercer funciones especificas sobre la
salud ya que han sido fortificados, enriquecidos, alterados o mejorados (Organizacion
Médica Colegial de Espafia, 2011).

En la presente investigacion se disefid un snack (alimento funcional) a partir de
manzana nacional impregnada al vacio (fruta escogida por su alta porosidad, cualidad que
se necesita en este tipo de estudios y su alta disponibilidad y facil acceso para la poblacion
guatemalteca), con prebibticos, extractos de aloe veray jugo de mandarina como elementos

gue mejoraran las caracteristicas nutritivas de la manzana.

Se ha observado que la mandarina aporta a la dieta ricas cantidades de hisperidina,
narirutina, didimina y vitamina C estas sustancias pueden ejercer efecto positivo contra la
presién arterial, la hipercolesterolemia, actuando como antioxidante, protectores vasculares
e inhibidores de la perdida de densidad Gsea; las sustancias prebidticas tienen un papel
muy importante debido a que actian modificando la composicion de la flora intestinal
haciendo que esta sea méas beneficiosa, ademas que aumentan la absorcién de minerales
y mejoran la respuesta inmune (Betalleluz, 2015); el aloe vera es reconocido por su papel
como antiinflamatorio, cicatrizante, inmunomodulador, antifingico, antiprotozoario,

hipoglicémico, reductor de los niveles de colesterol y gastroprotector (Sanzana, 2010).

La relacién alimento-salud, marca la tendencia evolutiva de la industria alimenticia y
de los consumidores, por lo que se busca incorporar alimentos convencionales a la dieta
gue no solo cumplan con la nutricidn basica, sino que también aporten un beneficio extra a
la salud, este beneficio se ve reflejado en la incorporacion de carbohidratos, proteinas,
vitaminas, minerales, antioxidantes y en este caso prebidticos al alimento (Lattanzio,

Kroonb, Linsalatac y Cardinalic, 2009).

La importancia de este trabajo de tesis radica en comprobar por medio de una
técnica sencilla la capacidad de generar alternativas alimenticias de alto valor nutricional
con elementos de facil acceso, que se sabe han resultado exitosas en los sistemas tanto

privados y publicos de salud e industria en otros paises. De la misma manera se busca



utilizar la impregnacién al vacio una técnica relativamente sencilla y eficaz para la
incorporacion de compuestos fisiolégicamente activos (CFA) en la matriz porosa de un
alimento dentro del marco de los alimentos minimamente procesados; proporcionando
informacion sobre productos funcionales que puedan responder a las necesidades

nutricionales de ciertos individuos (Ostos, Diaz y Suarez, 2012).



3. Antecedentes

La ciencia de los alimentos funcionales se basa en la forma en que los nutrientes
especificos y los componentes alimentarios afectan positivamente a las funciones
selectivas (respuestas bioldgicas) del organismo. Pueden ser incluidos en la dieta habitual,
pero estan especialmente desarrollados para aquellos grupos de poblacién con
necesidades nutricionales especiales; como por ejemplo en las etapas del crecimiento para
aumentar el rendimiento cognitivo o en nifios malnutridos, como defensa contra el estrés
oxidativo, para una gran cantidad de patologias crénicas como diabetes e hipertension,

patologias gastrointestinales y cardiovasculares, entre otras (Sanzana, 2010).

Por otro lado, las técnicas de impregnacion al vacio (IV), son operaciones utilizadas
en la fabricacién de alimentos funcionales frescos debido a que permiten combinar con éxito
componentes con actividad fisiolégica a estructuras matriz (frutas y vegetales)

exponiéndolos a ambientes de vacio (Gras et al., 2003).

En 2015, Indira Milagros Betalleluz Pallardel en el Instituto Universitario de
Ingenieria de Alimentos para el desarrollo de la Universidad Politécnica de Valencia
desarrollo un estudio de enriquecimiento de manzana con probioticos, prebibticos y zumos
naturales con la finalidad de desarrollar un alimento funcional de bajo contenido calérico;
donde demostr6 que la manzana puede ser enriquecida con las sustancias mencionadas y
gue la deshidratacion del producto no implica disminucién en el contenido de prebidticos y
se logra un efecto simbidtico entre los zumos y los microorganismo probioticos (Betalleluz,
2015).

Sigrid Ximena Sanzana Ramos, perteneciente a la misma institucién habia realizado
en el 2010 el proceso de impregnacién al vacio con extractos de aloe vera en matrices
como el brécoli, la coliflor, la zanahoria y la endibia; donde se demuestra que estas matrices
estructurales también permiten la adherencia de componentes de aloe vera en una fase
liguida y que se producen cambios significativos en las caracteristicas de los alimentos.
(Sanzana, 2010).

También se ha realizado este proceso para potenciar la capacidad de ciertos

alimentos como en el caso del incremento de la capacidad antioxidante de la fresa por



incorporacion de vitamina E utilizando la técnica de impregnacién al vacio; esta
investigacion realizada en Medellin-Colombia por Ana Maria Restrepo, Misael Cortés y
Benjamin Rojano en el aflo 2010 demostré que este proceso es efectivo para aumentar la
capacidad antioxidante de la fresa y por ende la fortificacion de los alimentos mininamente

procesados sin alterar la estabilidad de los mismos (Restrepo, Cortés y Rojano, 2010).

3.1. Alimentos Funcionales

El termino alimento funcional fue introducido por primera vez en Jap6n a
mediados de los 80°s y son aquellos alimentos procesados que contienen ingredientes
mas alla de su contenido nutricional y que ayudan a una funcién especifica del

organismo humano (Araya y Lutz, 2003).

Los alimentos funcionales han sido desarrollados practicamente en todas las
categorias de los alimentos. El tipo de producto alimenticio dependerd de cémo se

introdujo la propiedad funcional, por ejemplo:

3.1.1. Producto fortificado: considerado como que el alimento en
gue se aumenta la concentracion o cantidad de un nutriente presente en forma
natural.

3.1.2. Producto enriquecido: aquellos alimentos a los que se les
afiaden nutrientes o componentes no presentes de forma natural en él.

3.1.3. Producto alterado: alimento cuyo supuesto componente
perjudicial se ha eliminado, reducido y/o sustituido por otro componente
beneficioso.

3.1.4. Materia prima mejorada: alimento en el que uno de sus
componentes aumenta a través de condiciones de cultivo, crianza animal, nueva
composicion de piensos 0 abonos o0 manipulacion genética (Arvanitoyannis &

Van Houwelingen-Koukaliaroglou, 2005).

Un alimento natural puede ser funcional si es que contiene componentes que
modulen las funciones en el organismo y que sean relevantes para la salud. Un producto

alimenticio se puede hacer funcional por muchas formas, una de ella es incrementando



la concentracion del componente que tenga mas probabilidad de causar efectos

positivos (fortificacion), otra forma es agregar un componente que no se encuentre

presente en la mayoria de alimentos pero que los efectos sean beneficiosos y que hayan

sido demostrados, por ejemplo, el caso de los fructanos tipo inulina considerados como

prebidticos. Otra forma de dar “funcionalidad” es reemplazando un componente,

usualmente macronutriente, cuya ingesta es usualmente excesiva, por otro componente

que sea beneficioso, por ejemplo, el reemplazo de las grasas por inulina de chicoria.

(Roberfroid, 1999).

Tabla 1. Ejemplos de alimentos funcionales

Efectos en la salud

Allm'e nto Componente funcional
Funcional
Con omega 3
Leche
enriquecida
Con vitaminas Ay D
Con calcio
Yogures
enriquecidos

Con probidtico

Con vitaminas A v D

Jugos y néctares

enriquecidos
Con hierro
Pan
enriquecido Con acido folico
Cereal
fortificado Con fibra y probidtico

Reduccion en el nesgo de enfermedades
cardiovasculares riesgo de cierto tipos de
cancer mejorar el desarrollo del tejido
nervioso y las funciones visuales

Favorece la funciones visuales y la adsorcion
del calcio, respectivamente

Avuda al desarrollo de huesos y dientes.
Pueden prevenir la osteoporosis

favorece el funcionamiento del sistema
gastrointestinal y reducen la incidencia en
diarreas, mejoran las calidad de la flora
intestinal

Favorece la funciones visuales y la adsorcion
del calcio, respectivamente

Facilitan el transporte de oxigeno en la
sangre. Pueden prevenir la apancion de
anemia

Puede disminuir malformaciones congénitas
relacionadas con el cerebro y la medula
espinal

Avuda a reducir el riesgo de cancer de colon.
Mejora la calidad de la flora intestinal.

Tabla 1. En la tabla se observan ejemplos de alimentos funcionales que han sido

desarrollados a través del tiempo y su efecto a la salud (Reichert, 2002).



3.2. Impregnacion al vacio.

También conocida como deshidratacién osmotica es una operacion unitaria que
afecta las estructuras capilares de los alimentos y por lo tanto facilita la transferencia de
masa entre la estructura del alimento y la solucién de impregnacién. El mecanismo de
impregnacion al vacio se atribuyé al mecanismo hidrodindmico y a las teorias de los
fendmenos de deformacion y relajacion donde la presion cae y luego al restaurarla a la
presion atmosférica se producen fuerzas impulsoras que permiten impregnar sustancian

en las matrices alimenticias (Yilmaz y Bilek, 2018).

Aunque la impregnacién al vacio fue desarrollada en principio para optimizar los
procesos de deshidratacion osmética, luego fue aplicada a la fortificacion de alimentos
con sustancias minerales, vitaminas, probioticos, prebidticos, antimicrobianos, agentes

reductores de pH, compuestos fendlicos y colorantes naturales (Yilmaz y Bilek, 2018).

La impregnacién al vacio es una técnica muy interesante que permite introducir
sustancias disueltas o suspendidas en la fraccion vacia (es decir, los poros) de los
alimentos de forma controlada esta técnica ocurre a temperatura ambiente, evitando la
degradacién térmica de los compuestos nutricionales y funcionales (Derossi, et. al.,
2018).

La operacion de impregnacion a vacio utliza los poros y/o espacios
intercelulares que poseen los alimentos en general y en mayor grado los vegetales que
poseen estructuras altamente compartimentadas. Dichos espacios, del interior de las
matrices alimentarias, pueden estar llenos de gases o de liquidos extracelulares, que
pueden ser eliminados de las estructuras mediante la aplicacién de presiones negativas
de vacio dejando ese espacio libre. Si el alimento se encuentra sumergido en un medio
liqguido en el momento en que se restaura la presién atmosférica, ésta actia como fuerza
impulsora produciendo la entrada de la disolucion en la matriz ocupando el espacio

disponible dejado por los gases y/o liquidos removidos (Sanzana, 2010).

Basandose en la estructura porosa de algunos alimentos y en la existencia de

gas ocluido en ésta, se explico en 1994 el mecanismo que se produce en la



impregnacion a vacio (IV) y que denominaron Mecanismo HidrodinAmico y los
fendmenos de deformaciones y relajaciones que lo acompafian cuando se producen en

la estructura viscoelastica (Sanzana, 2010).

La aplicacion de esta técnica se inicio buscando incrementar la velocidad de
transferencia de masa en la deshidratacion osmatica a través de la impregnaciéon de
capilares con soluciones hiperténicas, desde ahi y en los Gltimos afios se han planteado
numerosas aplicaciones industriales que la ha alzado como una tecnologia no
destructiva alternativa en el desarrollo de productos en los que manteniendo la ventaja
de la estructura porosa original de los alimentos frescos se modifica la composicién de
los mismos a través de la incorporacion de liquidos que sirven de vehiculo de
componentes que evitan el oscurecimiento, agentes que dan firmeza, preservantes,
anticongelantes, agentes antimicrobianos, acidos, azucares, depresores de la actividad

de agua, vitaminas y compuestos bioactivos funcionales entre otros (Bellateluz, 2015).

En la Tabla 2 se presentan algunas investigaciones donde se emplean la
impregnacion a vacio en el desarrollo de alimentos demostrando el potencial de esta

técnica.



Matriz Alimenticia

Durazno

Fresa

Manzana

Manzana

Manzana

Manzana, fresa,
frambruesa

Fresa, papaya

Fresas

Berenjena

Manzana

Fresa

Manzana

Espinaca

Metabolito impregnado
Pectinmetd esterasa
ChCa
Solucion de ClyCa y
espemine

Extracto de uwa ,sucrosa y

pectina de alta metdacion

Solucion de ChCa
Solucion isotonica de
SUCToSa
Pectina de alta metilacion
ClzCa.

Soluciones de sacarosa

Jarabe de fructosa de
maiz pectina de alta
metilacion calcio y zine
Pectinmetil esterada
derivada de aspergillus
niger extraida de manzana
y pomelo y CkCa

Miel

Pectina de alta metilacion
ClzCa, pectina de

manzana

Solucion de sucrosa,
acido ascorbice,

hexiresorcinod ClzCa

Solucion de trealosa

Funcionalidad
Incremento de la fitmeza en

duraznos enlatados
Incremento de ka fimmeza

Mejora de las propiedades
mecanicas y estructurales del
tejido. Reduccion del agua
congelable, mejora de la
resistencia al dafic por
congelacion
Mejora de |a textura
Incremento de la conductividad

témica

Reduce la perdida de firmeza
después de la pasteurizacion

Reduccion de la aw

Mejora de la calidad textural y
reduccion de la perdida por goteo
después de la descongelacion

Incremento de La firmeza

Prevencion del oscurecimiento
enzimatico, mejora actividad

antiexidante

Reduce el dafio estructural
después de ks congelacion rapida

Efective inhibidor del
oscurecimiento y ablandamiento

durante &l almacenamiento

Mejora de |a tolerancia ala

congelacion
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Matriz Alimenticia

Zanahoria

Berros

Pomelo (impregnacion a
vacio+deshidratacion
osmatica)
Pimienta , cetas,
calabacin

Manzana

Calabacin

Peras minimamente

procesadas

Pifia

Fresa

Aceitunas

Metabolito impregnado

Solucion acuosa de

chitosan y acido acético

({fim comestible)

Proteinas anticongelantes

Lactato de calcio

Solucicnes dcido |actico

Solucion isotonica de
fructosa, acido ascorbico,
esencia de manzana

verde

Solucion de maltodextrina
Mall CkCa

EDTA, #-hexylresorcina,
citrato y ascorbato, lactato
de calcio
Film formado por emulsion
de caseinato
Solucion de trealosa y
extracto de trigo

Solucion de NaCl MaOH

Funcionalidad

Mejora la resistencia a la

transmision de vapor. Mejora la

preservacion de color y la

resistencia mecanica durante el

almacenamients en fric

Estabilizacion de la estructura para

prevenciin de problemas en
procesos de congelacion y la
cadena de frio debido a
flucteaciones de temperatura.
Extension del tiempo de wida util
por reduccion de la velocidad de
respiracion
Incremento del grade de

acidificacion

Mejora del sabor

Mejora de la ganancia de sohuto y
agua, cambios texturales y
microestructurales limitados

Prevencion del escurecimiento
enzimatico. Preservacion de
propiedades mecanicas

Extension de la vida il

Mejora de |a tolerancia a la
congelacion
Acorta los tiempos de
desamargado
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Alimento

Vegetales (berenjena,
champinones,

zanahoria)

Manzana

Manzana

Pera
Papa entera
Broccoli, endivia,

zanahoria,coliflor

Haojas de lechuga

Manzana

Manzana

Manzana

Componente
incorporado

Calcio

Solucion isotonica con
lactato de calcio y
gluconate fermeso

Jarabe de fructosa de
maiz, caseinato de

calcio acetato de alfa

tocoferad Gluconal y
lactate de zinc

Solucian diluida de miel
con alfa tocoferol

Vitamina C

Aloe Vera

Solucion isotonica de
S3canysa con
lactoghsconato de
calcio
Derivados de
quercetina de piel de

manzana
Jugo de mandarina

Jugo de manzana
comercial enriquecido
con extracto de
cascara de manzana
{alto contenide de
flavonoides)

Funcionalidad

Enriquecimiento con

minerales

Enriquecimiento con

calcio y fiemo

Enriquecimiento con
vitamina E y calcio y
ZinG

Enriquecimiento con

witamina E

Enriquecimiento
antioxidante

Anticddante

Enriguecimients de

minerales

Enriquecimiento con

flavonoides

Flavanonas

(hespendina)

Flavonoides (guercitina)
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Tabla 2. Ejemplos de la aplicacion de la técnica de impregnacion a vacio para

modificar propiedades fisicoquimicas, saludables, funcionales y atributos sensoriales de
frutas y verduras (Bellateluz, 2015).

3.3. Mecanismo Hidrodinamico

Al someter al producto, inmerso en un liquido (A-B), a presiones sub-
atmosféricas, este gas sufre en primer lugar una expansion para equilibrarse con la
presién impuesta al sistema, lo que implica por una parte un nivel de desgasificacién de

la estructura porosa del alimento, funcién de la presién aplicada (C), y por otra, una
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penetracién de liquido por capilaridad una vez alcanzado el equilibrio de presiones en
el sistema (D) (Sanzana, 2010).

En segundo lugar, la restauracion de la presion atmosférica provoca un nuevo
gradiente de presiones que va a actuar como fuerza impulsora y que hara que los
espacios intercelulares se llenen parcialmente de liquido (E). La cantidad de liquido que
impregne la estructura, dependeré del nivel de desgasificacion, y por tanto de la presion
de trabajo. Esta penetracion de liquido, producida por gradientes de presién, que actian
como fuerzas impulsoras, es reversible y esta controlada por la compresiéon o expansion
del gas ocluido en los espacios intercelulares. Los citados autores no sélo explican el
procedimiento del mecanismo hidrodindmico (HDM), sino que proponen un modelo
matematico que permite cuantificar los cambios inducidos en el alimento (Sanzana,
2010).

Solidol Gas™ anu1do

Figura 1. Mecanismo hidrodinamico en un poro ideal (Sanzana, 2010).

En el proceso de impregnacion a vacio se produce una transferencia de materia
desde y hacia la matriz porosa que es sujeto de la impregnacion, basicamente un
intercambio de materia del alimento con el entorno y la disolucién de impregnacion que

se ve reflejado en ganancias y pérdidas de peso (Sanzana, 2010).
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Cuando se hace vacio durante todo el proceso de deshidratacién osmética se
da el mecanismo hidrodindmico de penetracién que consiste en que el gas presente en
los poros de la matriz se expande y sale gradualmente de la misma. Una vez restaurada
la presion del sistema, el gradiente de presion actlia como fuerza impulsora provocando
la compresién del gas remanente y permitiendo que la disolucion exterior ocupe dicho
espacio. La entrada masiva de disolucién exterior provoca cambios en la composicién
y en el peso de la muestra, favoreciendo procesos de difusion en la fase liquida a través

de los poros donde se ha sustituido gas por el liquido (Derossi, et. al., 2018).

3.4. Materias Primas

3.4.1. Manzana
La manzana es una fruta pomacea comestible obtenida del manzano
doméstico (Malus domestica), otros manzanos (especies del género Malus) o
hibridos de aquel; existen mas de 7500 variedades conocidas de manzanas.
(Caceres, 1999).

Es una de las frutas mas cultivadas del mundo, asi en 2005 se produjeron
55 millones de toneladas. De ellas, dos quintas partes fueron de China. Otros
grandes productores son EE. UU., Turquia, Francia, Italia e Irdn. La produccion
también es de importancia en Argentina, donde se producen mas de 1 millén de
toneladas, principalmente provenientes del Alto Valle del Rio Negro, donde el clima
y las caracteristicas del suelo favorecen el cultivo. Las manzanas se han aclimatado
en Ecuador a grandes altitudes sobre el nivel del mar, donde proveen cosecha dos
veces al afio debido a las temperaturas templadas constantes todo el afio (Caceres,
1999).

Es rica en sales minerales como potasio, fésforo, calcio y hierro, en vitaminas
A, B, C, E, niacina y azlcares, principalmente glucosa y fructosa. El contenido en
fibra de la manzana, y principalmente la pectina, se considera beneficioso para las
funciones gastrointestinales, a la vez que ayuda a equilibrar el nivel de azlcar en la
sangre y el colesterol. Recientes investigaciones han indicado que las manzanas

contienen niveles elevados de compuestos biol6gicamente activos que actian como
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antioxidantes y pueden ayudar a proporcionar proteccion contra las enfermedades
cardiovasculares y el cancer. Entre estos compuestos, conocidos como fitoquimicos,

se encuentran los compuestos fendlicos (Seipel, et.al, 2009).

La porosidad de un alimento es una caracteristica importante en el proceso
de impregnacion al vacio pues las fracciones de gas en el poro seran ocupadas por
el liquido a través del mecanismo hidrodindmico. Se menciona que la manzana no
s6lo presenta altos niveles de porosidad efectiva en comparacion con otras frutas
(mamey, platano, durazno y mango) sino también una respuesta lineal a la
impregnacion al vacio lo que significa que la matriz sélida sufre deformaciones

menores por lo cambios de presion (Mejia, 2015).

3.4.2. Aloe Vera

El aloe vera (Aloe barbadensis Mill.) es un xerofito perenne que pertenece a
la familia de las liliaceas, que consta de unas 360 especies. La fraccion interna de
las hojas es un parénquima grande de paredes delgadas en el que el agua se
mantiene como un gel. El gel de Aloe vera consiste en agua (99.5%) y sélidos (0.5%)
como polisacaridos, vitaminas, minerales, enzimas, compuestos fendélicos y acidos
organicos. Sin embargo, una fraccién en masa del 60% del total de sélidos esta
constituida por polisacéridos. Recientemente, el interés en el gel de Aloe vera ha
aumentado debido a sus propiedades saludables. En el pasado, las personas
usaban el Aloe vera por sus propiedades curativas y terapéuticas. Recientemente
se ha demostrado que la ingesta del gel tiene efectos positivos en el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales, renales y cardiovasculares. Ademas, el gel se ha
utilizado para reducir los niveles de colesterol y triglicéridos en la sangre humana.
También se han reportado propiedades antiinflamatorias y antibidticas, asi como
efectos positivos contra varias enfermedades. Varios articulos cientificos
demostraron que la mayoria de los beneficios para la salud pueden atribuirse a los
polisacaridos tales como celulosa, hemicelulosa, glucomananos, derivados de

manosa y mananos acetilados (Derossi, et. al., 2018).

Dadas estas consideraciones, las industrias alimentarias se han visto

atraidas por el uso de Aloe vera como ingrediente para mejorar las propiedades



16

funcionales de los productos alimenticios. Ademas, la FDA aprob6 el uso de gel de
Aloe vera extraido como un "suplemento dietético". Por lo tanto, una gran cantidad
de alimentos enriquecidos con Aloe vera como yogurt, jugo y pasta estan disponibles

en el mercado (Derossi, et. al., 2018).

3.4.3. Prebidticos (Azucares reductores)

Son ingredientes alimentarios no digeribles que afectan beneficiosamente al
huésped estimulando selectivamente el crecimiento y/o actividad de una o un
namero limitado de bacterias en el colon, y por lo tanto mejora la salud. (Gibson y
Roberfroid, 2010).

Originalmente se consideraban polisacaridos, extraidos de fuentes
vegetales, los cuales eran resistentes a la hidrolisis enziméatica a nivel del colon que
posee el ser humano. Por lo tanto, algunos autores proponen la definicién de
prebidtico como un ingrediente fermentable que permite los cambios especificos
tanto en su composicién y/o actividad microbiana a nivel del tracto digestivo que
beneficia la salud del individuo. De acuerdo a esta definicion un prebiético debe

cumplir los siguientes criterios experimentales (Vrese y Schrezenmeir, 2008).

No digeribles: Algunos estudios han demostrado que los prebidticos no son
digeribles por el huésped a nivel in vitro e in vivo, como lo demuestran estudios
realizados en ratas sanas (Vrese y Schrezenmeir, 2008).

Fermentacion microbiana intestinal: el prebiético debe ser fermentado por la
microflora benéfica del huésped. Un analisis experimental in vivo con ratas sanas,
demostr6 que suministrando dosis pequefias de carbohidratos prebiéticos se
favorecia la reduccion de bacterias heteroxénicas en el intestino (Vrese y
Schrezenmeir, 2008).

Algunas ventajas atribuidas con el consumo de prebidticos son la mejora en
la absorcion de calcio y magnesio, produciendo un fortalecimiento de huesos y
dientes, mejoramiento del sistema inmune, fortalecimiento de la integridad intestinal,
restriccion de las bacterias patégenas y favorece la disminucion de colesterol sérico
(Vrese y Schrezenmeir, 2008).
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Algunos prebiéticos actualmente disponibles para el ser humano son los
fructanos, considerados en el grupo de los fructooligosacaridos en donde destaca la

inulina y la oligofructosa.

3.4.3.1. Inulina

Este se produce por transfructosilacion de la sacarosa, empleando 13-
fructosidasa o bien por hidrolisis de la inulina via enzimatica, y se emplea
como sustituto de azlcar y grasa, para modificar la textura de ciertos
alimentos, pero cumpliendo los criterios que permitan Su uso COMoO
prebiodticos (Roman et.al., 2009).

La inulina se considera fibra soluble no digerible y promueve el
crecimiento de la flora bacteriana intestinal como las bifidobacterias y
lactobacilos. Su extraccion es obtenida de plantas para uso en la industria
alimentaria como la patata (Helianthus tuberosus), cebolla (Allium cepa L.)
ajo (Allium sativum), esparrago (Asparragus officinalis L.), centeno (Secale

cerale) y achicoria (Chichorium intybus) (Roman et.al., 2009).

La actividad prebiodtica que manifiesta la inulina ayuda a la flora
intestinal a promover el desarrollo y estabilidad de las bacterias a nivel tracto
digestivo llevando consigo a una mejor digestion. Es por ello que al ser
ingerida no libera grandes cantidades de azucar favoreciendo la estabilidad
de la insulina en la sangre. También ayuda en el control de colesterol en
sangre, fortaleciendo huesos y reduciendo la osteoporosis (Roman et.al.,
2009).

Un reporte de la FAO determino que estos ingredientes cuando se
ingieren adecuadamente pueden mejorar la salud humana. Sin embargo,
algunas propiedades con las que cuenta la inulina no se han determinado

detalladamente para el consumo humano (Roman et.al., 2009).

3.4.3.2. Oligofructosa o Fructooligosacarido (FOS)
Es uno de los principales oligosacéaridos bifidogénicos en cuanto a

volumen de produccién. Se elaboran mediante 2 procesos, que resultan en
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productos finales ligeramente diferentes. En el primer método, los FOS se
producen a partir del disacarido sacarosa usando la actividad
transfructosilacién del enzima B-fructofuranosidasa de Aspergillus niger. El
segundo método es la hidrélisis enzimética o quimica de la inulina (Pérez,
Lopez y Ros, 2004).

Se caracteriza principalmente por su actividad bifidogénica que
consiste en la estimulacién selectiva de un grupo limitado de bacterias
beneficiosas (principalmente bifidobacterias y lactobacilos) en el colon
humano. Como consecuencia de la fermentacién de los Oligosacaridos en el
colon y el descenso de pH de su contenido se ha observado igualmente un
descenso de otros géneros bacterianos (perjudiciales) (Pérez, Lopez y Ros,
2004).

En distintos estudios se ha demostrado que la administracion de FOS
tiene efectos beneficiosos sobre individuos afectados de estrefiimiento
acompafado de un incremento en el peso de las deposiciones fecales
(Pérez, Lopez y Ros, 2004).

Se ha observado de la misma manera que la utilizacion de FOS en
pacientes diabéticos desciende los niveles de glucemia e insulinemia asi
como la disminucién de los valores en los lipidos sanguineos, ha sido
descrito un descenso de los niveles de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y colesterol total en individuos con diabetes no insulino-dependiente

mediante el empleo de oligofructosa (Pérez, Lopez y Ros, 2004).

3.4.4. Mandarina
Fruto del mandarino (Citrus reticulata), arbol de la familia de las rutaceas muy
similar al naranjo, aunque algo mas pequefio y delicado. Los frutos, llamados
hesperidios, tienen la particularidad de que su pulpa esta formada por numerosas
vesiculas llenas de jugo. Su pequefio tamafo, su sabor mas aromatico y la facilidad
de quitar su piel, hacen de esta fruta una de las mas apreciadas. Existen dudas

respecto a su origen, aunque se sabe con certeza que se ha cultivado en China
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durante varios milenios, remontandose la primera referencia de este fruto al siglo XlI
a.C. Su nombre se atribuye al color de las togas que utilizaban los altos gobernantes
de la antigua China. Desde alli se extendi6 a gran parte del sureste asiatico. En el
sur de Europa, norte de Africa y Norteamérica se cultiva desde el siglo XIX
(Mazariesgos, 2008).

La mandarina es fuente de vitamina C, aunque su contenido es menor que
en las naranjas. El aporte de provitamina A es considerable y superior al de las
naranjas. Es destacable su composicion en criptoxantina (caroteno), un compuesto
gue ademas de transformarse en vitamina A en nuestro organismo, tiene propiedad

antioxidante (843 pg/100 g porcién comestible) (Mazariesgos, 2008).

También posee &cido citrico y &cido malico, responsables del sabor &cido,
pero en menor cantidad que la naranja. Ademas, la mandarina contiene flavonoides
(hesperidina, neohesperidina, nobiletina, tangeritina). Al igual que otras frutas
citricas, la mandarina también posee sustancias volatiles responsables de su aroma
(limonoides) localizadas en la corteza, un tipo de terpenos entre los que cabe

destacar el d-limoneno (Mazariesgos, 2008).

El jugo de la mandarina puede utilizarse para tratar afecciones digestivas
(diarrea, flatulencia, gastritis, tifoidea) y respiratorias (catarro, inflamacion de la
garganta, fiebre, resfrid, tos) y reumatismo. El jugo de la mandarina también puede
utilizarse como tratamiento topico de heridas, magulladuras, raspones, Ulceras,
tumores; en fricciones se usa para tratar reumatismo; la cascara o corteza
machacadas se aplican en cataplasma para tratar raspones y magulladuras,
hemorroides vy erisipela; con las flores se prepara un ungtiento para afecciones de

la piel (Mazariesgos, 2008).
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4, Justificacion

La necesidad de realizar este trabajo de investigacion surge de la alta viabilidad que
presenta el método de impregnacion al vacio para desarrollar alimentos funcionales y
aprovechar los recursos naturales que cominmente tenemos a la mano y los nutrientes de
los mismos. En este caso partir de prebioticos y extractos de aloe vera y mandarina e
incorporarlos a la matriz porosa de la manzana. Con el fin de demostrar el enriquecimiento

nutricional de este alimento en comparacion a las manzanas normales.

Se presenta esta investigacion debido a la poca evidencia que se tiene en el pais
de la aplicaciéon de la técnica de impregnacién al vacio en el desarrollo de alimentos
funcionales (con caracteristicas nutricionales mejoradas) y de esta manera demostrar la
utilidad del mismo para aumentar la capacidad de retencion de nutrientes o sustancias

beneficiosas (probitticos) en matrices porosas.

A partir de esto se busca con la presente investigacion introducir a la comunidad
cientifica en el desarrollo de productos funcionales que incorporen sustancias
biol6gicamente activas en matrices atractivas al consumidor y que los mismos en base a
estudios posteriores puedan desarrollarse como propuestas que puedan distribuirse a nivel
nacional; ya sea por parte de la industria privada o bien estas técnicas sean implementadas

en el sistema de salud publica como suplemento en la dieta de pacientes.

Al utilizar extractos de origen natural para preparar la solucién a impregnar se busca
aprovechar los recursos agricolas del pais; de manera que abra la puerta para asi utilizar

otros productos locales, ya sea como matrices o extractos.

Esta investigacién busca solamente demostrar que el método de impregnacién al
vacio es (til para realizar estos procesos de enriquecimiento y que las caracteristicas del
alimento funcional son mayores a las de la matriz original, por lo que se demostraran las
caracteristicas nutricionales de la matriz antes y después de ser sometidas al proceso de
impregnacion de la misma manera se demostraran las caracteristicas nutricionales de la
solucion de impregnacion y de esta forma observar que concentraciones de los tres
nutrientes es capaz de absorber la matriz en relacién al total te6rico que se podria

incorporar.
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Como parte del proceso de realizar un alimento con caracteristicas nutricionales
mejoradas se le realizara al alimento analisis bromatol6gico o proximal para determinar en
qué proporcién como alimentos se ven mejoras o alteraciones en las proporciones de

carbohidratos, lipidos, proteinas y grasas.
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5. Objetivos

A. General

1. Evaluar manzanas impregnadas con una solucién de extracto de aloe

vera, jugo de mandarina y probi6ticos por medio de la técnica de
impregnacion al vacio contra manzanas convencionales y determinar
que las caracteristicas nutricionales, identificacion de aloe vera,
cuantificacion de acido ascérbico y azucares reductores son mayores en

el alimento funcional desarrollado.

B. Especificos

1.

Determinar la calidad microbiol6gica de la solucién enriquecedora a
utilizar en el proceso de impregnacién al vacio.

Establecer las caracteristicas del alimento funcional mediante el andlisis
proximal del mismo.

Identificar la presencia aloe vera en el alimento funcional y en la solucion
de impregnacion.

Cuantificar acido ascérbico y azucares reductores en el alimento
funcional y la solucién de impregnacion.

Establecer que las caracteristicas nutricionales, identificacion de aloe
vera, cuantificacion de &cido ascérbico y azucares reductores del
alimento funcional desarrollado son mayores que las de la manzana

comun.
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6. Hipotesis

Se lograra desarrollar un alimento funcional por medio de Impregnacién al Vacio a
partir de manzanas con extractos naturales de Aloe Vera, Mandarina y prebi6ticos que

presente mejores caracteristicas nutricionales que las manzanas comunes.
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7. Materiales y Métodos

7.1. Universo

Manzanas Nacionales con alta porosidad y alta capacidad de impregnacion al vacio.

7.2. Poblacién

5 costales de manzanas nacionales (cada costal obtenido de 1 puesto comercial

distinto dentro del perimetro de muestreo Mercado la terminal).
7.3. Muestra

Se seleccionaron de cada costal perteneciente a la poblacién 10 manzanas

nacionales, haciendo un total de muestra de 50 manzanas en total.
7.4. Muestreo

Se realizo la compra de cada costal de manzanas en el Mercado la Terminal Zona

4, cada lote fue comprado por conveniencia.

Las manzanas (poblacién y muestra) se seleccionaron de cada costal tomando en

cuenta los siguientes criterios de inclusion:

- No estar podridas o con manchas

- No estar dafiadas o golpeadas

- No tener cortes, mordidas o sin cascara

- Cada costal debe pertenecer a un distinto puesto comercial para garantizar
diferencias entre lotes.

- No serverdes

- No ser manzanas de variedades no nativas o de alguna marca.
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Tabla No. 3 Detalles del muestre de los lotes de manzanas nacionales.

Lugar de cosecha /

Coordenadas de )
Lote ) Poblacion  Muestra
muestreo procedencia
Lote ] ) 50 10
14.615161, -90.520477 Jutiapa / Jutiapa
01 manzanas manzanas
Lote ) ) 50 10
14.616875, -90.523384 Jutiapa / Jutiapa
02 manzanas manzanas
Lote ) i 50 10
14.618479, -90.521896 Salcaja / Totonicapan
03 manzanas manzanas
Lote Santo Témas 50 10
14.617171, -90.520317 o ]
04 Chichicastenango / Quiché manzanas manzanas
Coatepeque / 50 10
14.618547, -90.521843
Quetzaltenango manzanas manzanas
cada lote de

En la tabla nimero 1 se observan las coordenadas de muestreo de

manzanas dentro del mercado la terminal zona 4 asi como el lugar de procedencia

de los lotes de muestra; se hizo compra de una poblaciébn de 50 manzanas

pertenecientes a cada lote y se seleccionaros 10 manzanas para las muestras

tomando en cuenta los criterios de inclusion.

Super Mayen Terminal

04y

Repuestos

Maxicar (Central)

ra Puma

Ministerios Egeiro
Internacional

@Reuueslus Auto Korea
Repuestos Ebenezer

Distribuidora EI
Pacifico, S. A

>
;\ My Space Chinique

CEFRIC Terminal @)

Repuestos
Maxicar (Zona 9)

2a Avenigs

Boauto Terminal 1

Maxiagro
Motores del

Atlantico Zona 9

Venidg

24

UNO Terminal
Ferromax Zona 9

5
= Celasa Zona 9
A @Deresu .

Servimateriales
Los Altos Zona 9

Transportes San Luisefa

Recipa

Grug

lida
@
c

Figura 2. Perimetro de muestreo dentro del mercado la terminal zona 4, fuente:

Google Maps.
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7.5. Recursos Humanos

1. Steven Alexander Gil Pichilla (Tesista)

2. Licenciada Aylin Evelyn Santizo Juarez (Asesora)

3. Licenciado Julio Gerardo Chinchilla Vettorazzi (Revisor)

7.6. Materiales

7.6.1. Materiales

Manzanas Nacionales con alta po rosidad y alta capacidad de impregnacion
al vacio.

Extracto de Aloe Vera (Aloe barbadensis Mill.) Nacional distribuido por
Pronatt S.A.

Jugo Natural de mandarina extraido de mandarinas nacionales.

Sobres de Biosilat, Prebioticos (OLIGOFRUCTOSA 2G; INULINA 2G) cada

unidad.

7.6.2. Equipos

- Bomba de vacio (GAST)

- Céamara de vacio / Desecadora

- Licuadora

- Campana de Flujo laminar

- Agitador

- Espectrofotémetro Genesys 10 UV-VIS

- Potenciémetro Orion Star A215

- Balanza Analitica Mettler Toledo AB104

- Estufa

- Mechero

- Lampara UV-VIS onda corta (Mineralight compact 4)
- Lampara UV-VIS onda larga (Mineralight modelo SL)

7.6.3. Cristaleria e Instrumentos

- 7 Beakers de 50mL, 1000mL y 250mL



1 Beaker de 1000 mL

8 Erlenmeyers de 500 mL
Varilla de Agitacion

2 probetas de 10mL, 25mL, 50mL y 100 mL)
Pinzas para tubos de ensayo
Vidrio de Reloj

Bureta de 25mL

Pipetas volumétricas de 1mL, 3mL, 10mL.
Goteros

Cuchillos

Peladores
Descorazonador

Tabla de picar

Exprimidor

Termometro
Temporizador
Micropipetas

Bulbos

Pipeteador

50 tubos de Ensayo
Gradilla

Malla 2 mm / colador
Bafio maria

Camara cromatografia
Soporte universal

Pinza para bureta
Agitadores magnéticos
Embudo

Embudo de buchner
Kitasato

12 placas de silica gel

10 balones aforados de 50 ml
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7.6.4. Reactivos

7.7.

7.7.1.

PA: Grado Reactivo Analitico

QP: Grado Quimicamente Puro

- Acido 3,5 dinitrosalisilico (DNS)
- Yodo titrisol TS 0.1N

- Metanol PA

- Acetato de Etilo PA

- Agua destilada

- Fenol

- Bisulfito de Sodio

- Hidréxido de sodio

- Fructosa o Glucosa

- Metanol

- Acido Sulfarico 2 N PA

- Hidroxido de sodio 1% PA
- Almidon de papa

- Yoduro de mercurio

- Glucosa 99%

- Acido ascorbico estandar

- Acido ascorbico materia prima

Metodologia

Disefio de la investigacion

a) Etapa l: Se realizo el muestreo de 50 manzanas por lote (5 lotes de los cuales
se seleccionaron 10 manzanas por lote) en mercado la terminal y el resto de
materia prima (prebidticos, mandarina, aloe vera).

b) Etapa Il: Se realizo andlisis proximal a 1 manzana sin tratamiento (%agua,
% materia seca total, % extracto etéreo, % fibra cruda, %proteina, % de

cenizas y % extracto libre de nitrégeno).



7.8.

7.8.1.

9)

h)
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Etapa Ill: Se preparo la solucion enriquecedora a base de extracto de Aloe
Vera, jugo de mandarina y prebioticos.

Etapa IV: Se identifico (aloe vera) y cuantificaron (azucares reductores y
acido ascorbico) para ver cantidades de los tres en la solucion de
impregnacion.

Etapa V: Se realizo analisis microbiol6gico de la solucién a impregnar segun
RTCA 67.04.50:08.

Etapa VI: Se preparo la materia prima y se impregno la matriz porosa de la
manzana con la solucién enriquecedora o de impregnacion mediante una
bomba y cdmara de vacio.

Etapa VII: Se realizo el analisis proximal de 5 manzanas tratadas 1 por lote
(Y%agua, % materia seca total, % extracto etéreo, % fibra cruda, %proteina,
% de cenizas y % extracto libre de nitrégeno).

Etapa VIlI: Se determino la presencia de los elementos impregnados en la
matriz (aloe vera, jugo de mandarina y prebi6ticos) mediante pruebas
confirmatorias; se determiné 5 veces la presencia de aloe vera por medio de
cromatografia de capa fina (1 por lote) y 6 veces los ensayos de
determinacion de acido ascorbico y azucares reductores (1 por lote y la sexta
tomada al azar entre los 5 lotes).

Etapa IX: Se analizo y comparé los resultados del enriquecimiento de la
manzana antes y después del tratamiento y discutir la eficacia del proceso
de impregnacién y observar en que eje del analisis proximal se ve la mejora
nutricional (%agua, % materia seca total, % extracto etéreo, % fibra cruda,

%proteina, % de cenizas y % extracto libre de nitrégeno).

Métodos

Preparacion de la Muestray la solucién a Impregnar

Preparar los discos de manzana justo antes de los tratamientos de

impregnacion al vacio con un pelador y descorazonador de manzanas. El

didmetro externo promedio de los discos sera de 6 cm, el diametro interno del

disco sera de 1 cmy la altura de los discos seran de 0.5 cm aproximadamente.
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En cada tratamiento sumergir los discos en una solucién de impregnacion
de 1 L; volumen final que contiene 200 mL de prebiéticos disueltos en agua (4
gramos oligofructosa y 8 gramos de Inulina), 400 mL de jugo de mandarina y

400 mL de extracto natural de Aloe vera.

Impregnacion Al Vacio

Sumergir los discos de manzana dentro de la solucion a impregnar,
colocar muestra dentro de la camara de vacio y proceder a la impregnacion
utilizando presiones de 40 mbar — 30 mmHg durante un tiempo de vacio de 3
minutos; sacar la muestra y dejar dentro de la solucién por un tiempo de reposo
de 10 minutos.

Luego de los 10 minutos dejar escurrir el liquido excedente utilizando un

colador.

Derossi, et. al. determina en estudios previos que mientras menor es la
presién aplicada al momento de impregnar al vacié hay mayor porcentaje de
impregnacion de componentes y mientras mayor es el tiempo de tratamiento hay

mayor dafo en la matriz porosa de la manzana (Derossi, et. al., 2018).

Determinacién de Azucares reductores (para Oligofructosa e Inulina)
Realizar la determinacion de azucares reductores por el método del acido
3,5 dinitrosalisilico (DNS) que consiste en la 6xido- reduccion en medio alcalina
del &cido 3,5 dinitrosalisilico con los azucares reductores. EI DNS reacciona con
el grupo reductor de la glucosa y fructuosa para formar un compuesto rojo-

marrén que tiene maxima absorcion a 550nm.

7.8.3.1. Preparacion del reactivo acido 3,5 dinitrosalisilico

Disolver 10 gr de DNS, 2 gr de fenol y 0.5 gr de bisulfito de
sodio y llevar a un litro con hidréxido de sodio al 1%, filtrar reactivo
por gravedad, transferir a una botella oscura y conservar bajo
refrigerar (Hurtado, 2015).
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7.8.3.2. Curvade calibracion

Preparar una curva de calibracién usando glucosa 99% como
patrén. Preparar soluciones estandar de glucosa de concentracion
entre rangos de 0.1 mg/ml - 3.0 mg/ml (0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.3
mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.8 mg/ml, 0.9 mg/ml, 1.2 mg/ml, 1.5 mg/ml, 1.6
mg/ml, 1.8 mg/ml, 2.1 mg/ml, 2.4 mg/ml, 2.7 mg/ml y 3.0 mg/ml) en
balones aforados de 50mL, pesar el equivalente de glucosa 99%
transferir a balon y llevar a aforo con agua purificada.

Tomar una alicuota de 1 mL de cada solucion por triplicado y
transferir a tubos de ensayo, agregar 3 mL de reactivo DNS y calentar
en un bafio por 5 minutos, retirar del bafio de agua y enfriar a
temperatura ambiente.

Observar un cambio de color de la soluciéon de naranja a
colores rojo-naranja o rojo-ladrillo; leer cada muestra con sus
triplicados espectrofotométricamente a 550 nm. Utilizar agua

destilada como blanco (Hurtado, 2015).

7.8.3.3.  Cuantificacion de azucares reductores (inulina y oligofructosa)

Luego del proceso de impregnacion al vacio de cada muestra,
licuar los discos de manzana impregnados con 100 mL de agua ultra
pura hasta llegar a una consistencia de pure, tomar el volumen final
después de licuar para cada muestra.

Filtrar el contenido por vacio utilizando un embudo de buchner
y Kitasato, tomar una alicuota de 0.25 a 1 mL del filtrado (esto
depende del rango de lectura espectrofotométrico que tenga la
muestra) y transferir a tubos de ensayo por triplicado, agregar 3 mL
de reactivo DNS y calentar en un bafio por 5 minutos, retirar del bafio
de agua y enfriar a temperatura ambiente.

Observar un cambio de color de la solucién de naranja a
colores rojo-naranja o rojo-ladrillo; leer cada muestra con sus
triplicados espectrofotométricamente a 550 nm. Utilizar agua

destilada como blanco (Hurtado, 2015).
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Realizar la medicion de azucares reductores en un blanco
(manzana pelada, descorazonada y cortada en discos sin impregnar)

tomado de un lote al azar y en 1 mL de la solucién de impregnacion.

7.8.4. Determinacién de Vitamina C

El método a utilizar para el analisis cuantitativo de las muestras, es el

requerido por la farmacopea de los Estados Unidos (The United States

Pharmacopeia XXIIl). Cada mililitro de yodo titrisol TS gastado en la titulacion

equivale a 8.806 mg de Acido Ascorbico.

7.8.4.1.

Preparacion de reactivos

Acido sulfarico 2N: En un frasco con capacidad de 1 litro &mbar agregar 112

cc de agua purificada y diluir al litro con 98 cc de acido sulfdrico.

Almidén TS: pesar 0.2500 g de almidén de papa y 0.0025 g de yoduro de

7.8.4.2.

7.8.4.3.

mercurio y disolver en 150 mL de agua caliente y esperar a que enfrié.
Yodo 0.1 N: utilizar yoduro comercial previamente estandarizado o realizar
0.1N.

Curva de Calibracion cuantificacién de 4cido ascérbico.

Disolver 2m, 5mg, 10mg 15mg y 25 mg de acido ascérbico (materia
prima estandarizada) en un Erlenmeyer de 1000 mL con 100mL de aguay
25 mL de &cido sulftrico 2N, agregar 3mL de almidén TS y valorar con yodo
0.1 N VS. Cada mL de yodo 0.1 N es equivalente a 8.806 m de acido
ascorbico. Realizar cada punto por quintuplicado.

Cuantificacion de acido ascorbico (vitamina C).

Luego del proceso de impregnacion al vacio, licuar toda la muestra
previamente con 75 mL de agua purificada y agregarla en un Erlenmeyer de
1000 mL hacer limpiezas de la licuadora con aproximadamente 25 mL de
agua; agregar 25 mL de &cido sulfarico 2N. Luego agregar 3mL de almidén
TS y valorar con yodo 0.1 N VS. Cada mL de yodo 0.1 N es equivalente a
8.806 mg de acido ascérbico.

Realizar la medicién de una manzana de cada lote y una de otro lote
al azar, de la misma forma medir un blanco de un lote al azar y medir la

cantidad de &cido ascorbico que tienen 5 mL de la solucién de impregnacion.
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7.8.5. Cromatografia de Capa Fina para determinar presencia de Aloina
Se realizo una prueba de cromatografia en capa fina para determinar la
presencia del extracto de aloe vera (aloina) en la manzana impregnada,
utilizando el Rf tedrico de la aloina como marcador para determinar el control de
presencia; se utilizé para el ensayo una fase estacionaria de Silica gel 60, una
fase mavil de (Acetato de etilo: metanol: agua) 100:13.5:10. La distancia que
recorrié el eluente fue entre 7 - 8 cm y el tiempo de saturacién de la camara de

desarrollo cromatdgrafico fue de una hora.

Licuar el alimento impregnado al vacio utilizando 100 mL de agua, filtrar
la muestra licuada e impregnada utilizando un embudo de buchner y un kitasato,
tomar 1 gramo del producto filtrado y extraer con 10 mL de metanol a ebullicion.
Repetir proceso con una muestra de cada lote, con un blanco, materia prima y

con la solucién de impregnacion en cada placa.

Utilizar como compuesto de referencia tedrico la Aloina con un Rf de
0.45, el sistema de deteccion sera sin tratamiento quimico observado a una
longitud de onda UV-365 nmy a UV-254 nm.

Los compuestos principales como las aloinas, los aloinésidos y aloesinas
se muestran en UV-254 nm con cierto grado de fluorescencia amarilla y azul
(Wagner y Bladt, 1996).

Observar fluorescencia en muestra, materia prima y solucion de

impregnacion y comparar Rf del punto relacionado a la Aloina.

7.8.6. Anélisis Proximal del Alimento
Realizado por el Departamento de Bromatologia
7.8.6.1. Determinacion de Humedad:
Prueba de materia seca para determinar humedad utilizando
métodos de referencia AOAC 930.15, Bateman 6.111 y AOAC
925.04.
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7.8.6.2. Determinacién de Cenizas:
Prueba de cenizas para determinar materia organica utilizando
métodos de referencia AOAC 942.05.

7.8.6.3. Determinacién de Fibra cruda:
Prueba para fibra cruda utilizando métodos de referencia Tecator
1010/1021 Fibertec System | y AOAC 962.09.

7.8.6.4. Determinacion de Fibra acido detergente:
Prueba para fibra acido detergente utilizando método de referencia
Tecator 1010/1021 Fibertec System I.

7.8.6.5. Determinacion de Fibra neutro detergente:
Prueba para fibra neutro detergente utilizando método de referencia
Tecator 1010/1021 Fibertec System |.

7.8.6.6. Determinacion de Grasas:
Prueba para determinar extracto etéreo utilizando método de

referencia Bateman 9.110.

7.8.6.7. Determinacion de Proteina:
Prueba para determinar proteina cruda utilizando métodos de
referencia AOAC 976.05 y Tecator Kjeltec Auto 1020 Analyzer.

7.8.6.8. Determinacion de Carbohidratos:
Prueba para determinar el extracto libre de nitrégeno o carbohidratos

utilizando método de referencia Bateman 10.200

7.8.7. Anélisis Microbioldgico
Andlisis realizado por el Laboratorio de Andlisis Fisicoquimicos y microbiolégicos
-LAFYM-
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Muestreo: Se realizo muestreo bajo condiciones estériles de limpieza y en bolsa
estéril con aproximadamente 75 g a 140 g (correspondiente a una o dos

manzanas impregnadas).

Pruebas: Realizar analisis microbiolégico segiin RTCA 67.04.50:08 para registro
sanitario segun clasificacion 4.2.2. Frutos y hortalizas procesadas: frutas y
hortalizas desecadas o deshidratadas; siendo este alimento riesgo tipo C (baja

probabilidad de causar dafo a la salud).

Realizar las pruebas de Escherichia coli y Salmonella ssp/25g, se deberan
esperar los siguientes resultados de las pruebas:
*categoria 5: 3 clases (aceptable, medianamente aceptable y no aceptable);
n=5y c=3.
*categoria 10: 2 clases (aceptable y no aceptable); n=5y c=0.
*n: nUmero de muestras a ser analizadas
*Cc: nimero maximo de unidades de muestra que pueden contener algun tipo
de microorganismo comprendido entre m y M para que el alimento sea
aceptable.
*m: Criterio microbiol6gico por debajo del cual el alimento no representa un
riesgo para la salud.
*M: Criterio microbioldgico por encima del cual el alimento representa un
riesgo para la salud.

(Reglamento Técnico Centroamericano, 2008).

4.2.2 Frutas ¥ hortalizas desecadas o deshidratadas
Pardametro Categoria Tipo de riesgo Limite ":'%‘xim“
permitido
Escherichia coli 5 C < 3 NMP/g
Salfmonella ssp25 g 10 Ausencia

Andlisis Estadistico y Seleccién de la muestra.
Las formas y proporciones (composicion) del alimento disefiado se

definen bajo criterios del investigador.
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Realizar la produccién por una cantidad n lotes, que sera igual a la
cantidad de andlisis proximales a realizar siendo seleccionada una manzana

al azar por lote.
Donde el n minimo sera de 5 lotes — 5 analisis proximales.

La cantidad de manzanas a impregnar por lote se definirAdn por el

investigador bajo criterios econémicos del mismo (10 manzanas por lote).
Sobre el control del producto:

7.9.1. Andlisis Proximal: 1 analisis proximal a una manzana impregnada
seleccionada al azar de cada lote y adicionalmente 1 andlisis proximal a 1
manzana sin el proceso de impregnacion.

7.9.2. Control Microbioldgico: Realizar analisis microbiol6gico a un nimero igual de

5 manzanas (1 manzana seleccionada al azar por lote).
Con base en la prueba de hipétesis binomial, donde si las 5 réplicas son
favorables segln lo mencionado en la literatura (desfavorables = 0), se concluira
gue el evento cumple significativamente con las caracteristicas microbiolégicas
(a=0.05).

Ho: p = 0.5 (No cumple)
Ha: p > 0.5 (Cumple)

0.5 es el 50% de probabilidad de éxito o fracaso.

7.9.3. Cromatografia:
La prueba se realizara a una cantidad n de 5 manzanas siendo una manzana al
azar por cada lote, comparando contra mediciones de la manzana comun.

Similar al proceso realizado con el analisis proximal.

7.9.4. Determinacion de Vitamina C y Azucares Reductores:
Se tomaron los siguientes parametros para el célculo de muestra para los
ensayos de determinacion de Acido Ascorbico y

Azucares Reductores.
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Nivel de significancia: a=0.05
Poder: 80% (error = 0.20)
Diferencia minima: 2 veces la desviacién estandar.

Con estos datos el resultado de muestra para estos dos ensayos es de n =6

muestras.

Por cada lote tomar 1 manzana impregnada y tomar al azar la otra dentro de

los 5 lotes.

Realizar una prueba de hip6tesis sobre la media de dos grupos donde se
comparara cuantitativamente los lotes de produccion del alimento funcional con

la manzana comun:
Ho: Promedio del alimento = Promedio de la manzana comun.
Ha: Promedio del alimento > Promedio de la manzana comuUn

(Prueba unilateral derecha con un a=0.05).

7.9.5. Método de Analisis
Prueba T de student. Para cada uno de los nutrientes a evaluar cuantitativos,

estadistica descriptiva para el analisis proximal.
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8. Resultados
Luego de realizar el proceso de impregnacion al vacio para las muestras de los 5
lotes y preparar las muestras a analizar para blancos y solucién de impregnacion se
obtuvieron los siguientes resultados del analisis microbiolégico, analisis proximal y analisis

de cada elemente impregnado a detectar.

Tabla 4. Analisis microbiolégico de los lotes de alimento impreghado y de la

solucién de impregnacion.

Muestra Prueba Parametro Resultado
Solucién de Escherichia coli <10 UFC/g* <10 UFC/g*
impregnacion Salmonella Ausente Ausente
Manzana Escherichia coli <10 UFC/g* <10 UFC/g*
impregnada lote 1 Salmonella Ausente Ausente
Manzana Escherichia coli <10 UFC/g* <10 UFC/g*
impregnada lote 2 Salmonella Ausente Ausente
Manzana Escherichia coli <10 UFC/g* <10 UFC/g*
impregnada lote 3 Salmonella Ausente Ausente
Manzana Escherichia coli <10 UFC/g* <10 UFC/g*
impregnada lote 4 Salmonella Ausente Ausente
Manzana Escherichia coli <10 UFC/g* <10 UFC/g*
impregnada lote 5 Salmonella Ausente Ausente

UFC/g: Unidad formadora de colonia/ gramo

*Donde <3 NMP/g o0 <10 UFC/g equivalen como ausente para el RTCA (COMIECO, 2009)

En la tabla nUmero 4 se observa el resultado de los parametros que se decidieron
evaluar en el alimento funcional basandose en el RTCA 67.04.50:08 tomando el alimento
como un fruto procesado, desecado o deshidratado; de riesgo tipo C (baja probabilidad de
causar dafo a la salud). Tanto la prueba para Escherichia coli y para Salmonella ssp
cumplieron con el resultado esperado para las 6 muestras (Anexo 1), con base a las
pruebas de hipotesis binomial se establecié que 5 réplicas (1 por lote de produccién) son

suficientes, siendo las 5 favorables para demostrar que la prueba cumple significativamente
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(p > 0.5); adicionalmente se realizé una prueba para la solucion de impregnacion para

demostrar la calidad microbiolégica de las materias primas en solucion.

Tabla 5. Resultado del andlisis proximal (contenido nutricional) de los lotes de

alimento impregnado.

Muestra  Agua M.S.T. E.E. % F.C.% Proteina Cenizas E.L.N.%

% % % %

Lote 1 90.59 9.41 0.18 7.41 5.74 2.77 83.89
Lote 2 90.34 9.66 1.53 6.94 6.63 3.37 81.83
Lote 3 90.27 9.73 1.50 6.80 7.74 3.30 80.65
Lote 4 89.36 10.64 1.36 6.67 7.21 2.45 82.30
Lote 5 89.40 10.60 6.19 6.97 7.81 2.74 76.29
Valor (-) 89.36 9.41 0.18 6.67 5.74 2.30 76.29
valor (+)  90.59  10.64 6.19 7.41 7.78 3.37 83.39
Media 89.99 10.00 1.28 6.95 6.98 291 80.95
Geom (%)

D.S. (¥) 0.57 0.57 2.33 0.28 0.86 0.39 2.87

*M.S.T. %: porcentaje de materia seca total, E.E.%: porcentaje de extracto etéreo, F.C.%: porcentaje de fibra cruda,
E.L.N.%: porcentaje de extracto libre de nitr6geno

En la tabla nimero 5 se observa la caracterizacion del contenido nutricional por
medio del andlisis proximal en una muestra correspondiente a cada lote de produccién, para
cada lote el andlisis proximal se incluye la determinacion de agua como marcador de
contenido de humedad en el alimento, materia seca total como contenido luego de proceso
de secado y del cual se calcularon el resto de componente (correspondiente al 100% del
alimento), el extracto etéreo que corresponde a la cantidad de lipidos crudos y grasas
extraidas de la muestra, fibra cruda como prueba que determina la cantidad de fibra no
digerible del alimento, proteina determina el porcentaje de los insumos proteicos que
pueden ser adquiridos en una porcion del alimento, cenizas que evalGa la cantidad en
porcentaje de minerales o materia inorganica en la muestra y el extracto libre de nitrdgeno
gue representa el valor en porcentaje del resto de nutrientes no considerados como los
carbohidratos digeribles (Anexo 2). En las tablas se observa un resultado generalmente

parejo en la medicién de cada uno de los parametros del analisis proximal con el extracto
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etéreo y el extracto libre de nitrdgeno para el lote 1 y 5 con mayor variacion, pero al mismo
tiempo se observa que la desviacion estandar para cada uno de los elementos es D.S. <5
lo gue demuestra significativamente que las mediciones de cada uno de los componentes

no varian entre si.

Tabla 6. Comparacién del andlisis proximal (contenido nutricional) del blanco en

relacion alas manzanas sin tratamiento.

Muestra  Agua M.S.T. E.E. % F.C.% Proteina Cenizas E.L.N.%

% % % %
Blanco 90.41 9.59 0.25 7.92 4.17 2.79 84.85
Valor
Promedio  89.99 10.00 1.28 6.95 6.98 291 80.95
Lotes
Media 90.20 9.795 0.765 7.435 0.60 2.85 82.9
Aritmética
(%)
D.S.(¥) 0.296 0.296 1.345 0.680 2.019 0.096 2.728

*M.S.T. %: porcentaje de materia seca total, E.E.%: porcentaje de extracto etéreo, F.C.%: porcentaje de fibra cruda,
E.L.N.%: porcentaje de extracto libre de nitrégeno, *El dato correspondiente al valor promedio de los lotes es tomado
de latabla 5 donde se ve el conjunto de datos de esta fila.

Como se describe en la tabla 5 a la muestra blanco se le realizaron las mismas
pruebas de analisis proximal que a los lotes en estudio, al momento de comparar los valores
entre en blanco sin tratamiento y el promedio de las manzanas impregnadas se puede
observar que de la misma manera no hay diferencia significativa D.S. < 5 entre los valores
nutricionales del blanco y de las muestras, aungue si hay un ligero aumento en el porcentaje

de proteina, lipidos, minerales y materia inorgénica.
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Tabla 7. identificacion de aloina (componente del Aloe Vera) en el alimento funcional

impregnado, blanco, solucién de impregnacion y materia prima.

Lote Muestra Frente Distancia UV (larga) UV (corta) Rf
Solvente  muestra
(cm) (cm)
1 Blanco 8.0 0 - - 0
Jugo 8.0 3.5 Amarillo Sin 0.44
fluorescencia
Sol Imp 8.0 3.6 Amarillo Sin 0.45
fluorescencia
Lote 1 8.0 3.6 Amarillo Sin 0.45
fluorescencia
2 Blanco 8.0 0 - - 0
Jugo 8.0 3.5 Amarillo Sin 0.44
fluorescencia
Sol Imp 8.0 3.4 Amarillo Sin 0.43
fluorescencia
Lote 2 8.0 3.6 Amarillo Sin 0.45
fluorescencia
3 Blanco 8.0 0 - - 0
Jugo 8.0 3.5 Amarillo Sin 0.44
fluorescencia
Sol Imp 8.0 3.6 Amarillo Sin 0.45
fluorescencia
Lote 3 8.0 3.6 Amarillo Sin 0.45
fluorescencia
4 Blanco 8.0 0 - - 0
Jugo 8.0 3.5 Amarillo Sin 0.44
fluorescencia
Sol Imp 8.0 3.4 Amarillo Sin 0.43
fluorescencia
Lote 4 8.0 34 Amatrillo Sin 0.43
fluorescencia
5 Blanco 8.0 0 - - 0
Jugo 8.0 3.6 Amarillo Sin 0.45
fluorescencia
Sol Imp 8.0 3.6 Amarillo Sin 0.45
fluorescencia
Lote 5 8.0 3.5 Amarillo Sin 0.44

fluorescencia
Rf: factor de retencion (aloina 0.45)

En la tabla nUmero 7 se observan los resultados para la identificacion de aloina
(componente de interés del Aloe Vera impregnado en la muestra) utilizando el método de

cromatografia en placa fina utilizando placas de silica gel 60 como fase estacionaria y
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acetato de etilo: metanol: agua (100:13.5:10) como fase movil. Para cada cromatoplaca se
tomdé una muestra impregnada del lote correspondiente, un blanco sin el proceso de
impregnacion, una muestra de la solucion de impregnacioén y una muestra de la materia
prima (extracto de aloe vera 99.9 %). Como se observa en la tabla para todos los blancos
no hubo elucién de la muestra sembrada y por ende no se observé coloracion/fluorescencia
bajo la luz UV, en cambio para la siembra de la muestra, la solucién de impregnacion y la
materia prima utilizada se observaron Rf correspondientes entre 0.45 = 0.02; que se
encuentra en el punto donde se deberia de encontrar el Rf tedrico para la aloina 0.45. Las
cromatoplacas fueron observadas bajo lamparas UV visibles de onda larga y onda corta, al
exponer las muestras a la lampara de onda larga se observd fluorescencia
amarilla/anaranjada en los puntos y con la lampara de onda corta no se observd
fluorescencia para otros aloinosidos; confirmando la identificacién de forma cualitativa

(coloracion y Rf) (Anexo 3).

Tabla 8. Determinacién cuantitativa de acido ascorbico (componente del jugo de
mandarina) y pH en el alimento funcional impregnado, blanco y solucion de

impregnacion.

Muestra pH de Acido ascorbico/ ml de solucién de
manzana manzana (mg). impregnacion absorbidos /
manzana (5ml =3.0821mg)
4.86 16.2911 mg 19.2857 mi
Lote 1
4.99 16.2911 mg 19.2857 mi
Lote 2
4.81 14.9702 mg 17.1429 mi
Lote 3
4.84 14.5299 mg 16.4285 mi
Lote 4
4.83 14.9702 mg 17.1429 mi
Lote 5
4.82 14.5299 mg 16.4286 ml
Lote 1.2
Solucién de 4.40 3.0821 mg NA
Impregnacion
(5 ml)
Manzana 3.96 4.403 mg NA
blanco

N: normalidad, ml: mililitros, mg: miligramos.
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En la tabla nUmero 8 se observan los resultados obtenidos de la determinacion de
acido ascorbico en miligramos para una manzana impregnada (6 muestras una por lote y
la sexta tomada de un lote al azar), una manzana blanco y 5 ml de solucién de impregnacion
(Anexo 4). Se puede observar que utilizando la metodologia descrita en la USP 23 por
medio de una titulacion yodimétrica al cuantificar acido ascérbico en las muestras en
relacion al blanco, en las muestras la concentracion aumenta en 4 a 5 veces en

comparacion al blanco.

Al calcular cuanto acido ascérbico hay en 5 ml de solucién de impregnacion se pudo
calcular que durante el proceso de impregnacion cada manzana dependiendo de su peso
inicial luego de pelarla y cortarla absorbe entre 16 a 19 ml de solucion de impregnacién que

aportan entre 14 a 16 mg de acido ascorbico a una manzana.

Para validar los resultados de la cuantificacion de acido ascorbico se realizé una

curva de calibracion con ecuacion de la recta: y = 8.806x + 4E-06 y R2 =1 (Anexo 5).

Como dato informativo se midi6 el valor de pH tanto de los lotes de alimento

funcional, la solucion de impregnacion y la manzana sin impregnar.

Tabla 9. Prueba T Student para la determinacién de acido ascorbico.

Muestra Blanco
Media 15.05826 4.403
Varianza 0.523433043 0
Observaciones 6 6
Diferencia hipotética de las medias 0.05
Grados de libertad 4
Estadistico t 32.77749462
P(T<=t) una cola 0.00000258302
Valor critico de t (una cola) 2.131846786
P(T<=t) dos colas 0.00000516604
Valor critico de t (dos colas) 2.776445105

Para el andlisis estadistico de la determinacién de &cido ascorbico se determin6 una
prueba t student unilateral derecha con un nivel de significancia de a=0.05, en la cual se

desea comprobar si el proceso de impregnacion al vacio aumento la concentracién de acido
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ascorbico en las muestras en relaciéon al blanco. Siendo la Ho: Concentracién en alimento

= concentracion en manzana y Ha: concentracién en alimento > concentracién en manzana.

En la tabla se observa que el p-valor obtenido para la prueba de dos colas
0.00000516604 es menor que 0.05 (lo que explica que hay una diferencia mayor al £ 5%
de la concentracién de acido ascorbico entre las muestras y el blanco).

Tabla 10. Determinacién de azlcares reductores (componente de Biosilat Inulina +
Oligofructosa) en el alimento funcional impregnado, blanco y solucién de

impregnacion.

Muestra ml ml tomados Media de Cambio Concen mgtotalesen
totales para absorbancia color tracion muestra.
con medicion curva
pulpa (mg)

170 0.25 2.706 Rojo 1.5794 1073.99

Lote 1 ladrillo mg/manzana

140 0.25 2.899 Rojo 1.6129 947.12

Lote 2 ladrillo mg/manzana

165 0.25 2.751 Rojo 1.6055 1059.62
Lote 3 ladrillo mg/manzana
150 0.25 2.796 Rojo 1.6316 978.94
Lote 4 ladrillo mg/manzana
175 0.25 2.711 Rojo 1.5823 1107.61
Lote 5 ladrillo mg/manzana
170 0.25 2.849 Rojo 1.6623 1130.36

Lote 3.2 ladrillo mg/manzana

Solucion 0.5 0.5 1.619 Rojo 0.9492 1.90 mg/ml

de ladrillo

impreg-

nacion

Blanco 150 0.25 1.739 Rojo 1.0188 611.27

ladrillo mg/manzana
ml: mililitros, mg: miligramos.

*Para el calculo de los miligramos totales se multiplico la concentracion obtenida por la muestra (0.25-

0.5 ml tomados) por los ml totales de la muestra con pulpa para hacer referencia ala manzana completa.
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En la tabla numero 8 se observan los resultados de la cuantificacion e identificacion
utilizando el método del acido 3,5 dinitrosalicilico para las azUcares reductoras (inulina y
oligofructosa), en las muestras impregnadas de cada lote (6 muestras una por lote y la sexta
tomada de un lote al azar), en una muestra de manzana blanco y en una muestra de
solucion de impregnacion (Anexo 6). Se observa en la tabla del resultado obtenido en mg
de la muestra tomada para el ensayo y de los mg de azucares del total de la manzana
impregnada, para que el célculo fuese validado se construyé una curva de 10 punto
medidos por triplicado con curva: y = 1.7249x - 0.0183 y R2 = 0.996 (Aneo 7). Se puede
observar que la manzana impregnada puede llegar casi a duplicar la cantidad azUcares
reductores que tiene la manzana blanco siendo el aumento en estos luego del proceso
significativo al igual que cada ml de solucién de impregnacion puede llegar a aportar casi 2
mg de estas azUcares reductoras.

Tabla 11. Prueba T Student para la determinacién de azlcares reductores.

Muestra Blanco
Media 1044.73 611.27
Varianza 6341.0349 0
Observaciones 6 6
Diferencia hipotética de las medias 0.05
Grados de libertad 4
Estadistico t 12.17037214
P(T<=t) una cola 0.0001308
Valor critico de t (una cola) 2.131846786
P(T<=t) dos colas 0.0002616
Valor critico de t (dos colas) 2.776445105

Para el analisis estadistico de la determinacion de azucares reductores se determind
una prueba t student unilateral derecha con un nivel de significancia de a=0.05, en la cual
se desea comprobar si el proceso de impregnacion al vacio aumento la concentracion de
azucares reductores en las muestras en relacion al blanco. Siendo la Ho: Concentracion en
alimento = concentracién en manzana y Ha: concentracion en alimento > concentracién en

manzana.

En latabla se observa que el p-valor obtenido para la prueba de dos colas 0.0002616
es menor que 0.05 (lo que explica que hay una diferencia mayor al £ 5% de la concentracion

de azucares reductores entre las muestras y el blanco).
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9. Discusion

Luego de realizar el muestreo, preparacion y tratamiento de las muestras por medio
de impregnacioén al vacio como se describe en la metodologia y en el (Anexo 8) se procedio
a realizar pruebas de control microbioldgico, determinacion de caracteristicas nutricionales

e identificacion de elementos impregnados.

Este estudio buscé demostrar que por medio del proceso de impregnacion al vacio
se pueden aumentar las concentraciones de ciertos nutrientes o incorporar nuevos en
aqguellos alimentos que poseen caracteristicas propias y de esta manera crear un alimento
funcional; tal es el caso de la manzana utlizada en este estudio y los nutrientes
incorporados a ella: jugo de mandarina, azucares reductores y extracto de aloe vera; por

medio de un gradiente en cambios de presién generados por el vacio.

Los resultados de los andlisis de control microbioldgico realizados sobre los lotes de
produccion y la solucién de impregnacion son parametros determinantes para garantizar la
inocuidad de alimentos de consumo humano segun el RTCA 67.04.50:08 y sus limites de
aceptacion para el registro y comercializacion; aunque no es el objeto del estudio es
importante demostrar que el proceso de impregnacion se realizd en condiciones adecuadas
para conservar lainocuidad de los alimentos. Para el alimento desarrollado especificamente
de riesgo tipo C clasificado como frutas y hortalizas procesadas, desecadas o
deshidratadas se cumplié con el andlisis microbioldgico para Escherichia coli y Salmonella

spp. luego del proceso de produccién e impregnacion al vacio.

Para la determinacion de las caracteristicas nutricionales del alimento funcional se
decidié realizar el analisis proximal o bromatol6gico de los lotes de produccién para luego
compararlos con las caracteristicas del blanco. El analisis proximal es aquel que determina
las caracteristicas del alimento en cuanto a la composicion porcentual de los mismos, estas
caracteristicas son criticas para el entendimiento del valor nutricional del alimento para el
consumidor y de la misma manera determinar un uso especifico basados en los

componentes del mismo.

Para el resultado obtenido del andlisis proximal del alimento y del blanco de

manzana sin tratamiento se entiende que ambos mantienen sus caracteristicas
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nutricionales en un alto porcentaje de carbohidratos (> 80%) y fibra (> 6%), se observa asi
mismo un aumento en la retencién de las proteinas, lipidos y material inorganico como
minerales en las muestras en comparacion con el blanco esto siendo aportados por los
componentes extras agregados al impregnarlas con aloe vera, jugo de mandarina y
azlcares reductores. El porcentaje de carbohidratos y fibra a pesar de ser elevado en
ambos grupos es ligeramente menor en las muestras impregnadas esto se debe a que al
aumentar el % de proteinas, lipidos y material inorganico se compensa con una disminucién
en estos componentes que forman basicamente la matriz solida del alimento; determinando
con esto que la manzana sin tratamiento no deja de ser nutritiva y la manzana impregnada
de la misma manera lo es pero el proceso de impregnacion no influye lo suficiente para

aumentar en un 5% algun eje de los componentes evaluados en el analisis proximal.

Para el analisis de identificacion del aloe vera, se identificé uno de los componentes
incorporados dentro del alimento impregnado por medio de la cromatografia en capa fina
descrita por Ceniceros, L. y tomada de la Farmacopea herbolaria mexicana al correr los
extractos metanolicos de las muestras, la solucion de impregnacién y la materia prima
utilizada en las condiciones metodoldgicas se encontré que todas presentaban elucion de
un compuesto bajo luz UV-vis de longitud de onda larga a un Rf promedio de 0.45 £0.02 y
presentaron fluorescencia amarilla; el compuesto descrito e identificado de interés es la
aloina como marcador de identificacién de aloe vera en las muestras, en la solucién de

impregnacion y en la materia prima pero negativo en el blanco.

Al comparar las cromatoplacas obtenidas (Anexo 3) con la cromatoplaca de
referencia en la farmacopea herbolaria mexicana (Anexo 9) se observa que se encontraron
puntos para la aloina similares a los de las muestras en la investigacién con el Rf
correspondiente de 0.45 lo que confirma la identificacion de el componente Aloe Vera dentro
del alimento funcional. No se logré identificar ningin otro aloinosido descrito en la
metodologia ni otro compuesto perteneciente a los otros elementos incorporados en la
manzana ni elementos de la manzana propia esto posiblemente a que estos compuestos

no eran compatibles con la polaridad de la fase movil y estacionaria utilizada.

La impregnacioén y caracterizacion exitosa de aloe vera dentro del alimento funcional
permite ver las caracteristicas que este alimento desarrollado pueden tener en la salud del

paciente que lo reciba como el potencial efecto antinflamatorio, reparador de tejidos internos
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dafados, su efecto antihiperglicémico, el efecto inmunomodularor y potenciando el efecto
antioxidante de la vitamina C mejorando la absorcion de esta vitamina. Todas estas
funciones son demostradas en investigaciones previas como lo son las de Sanzana, Sy
Derrosi, et,al. (Sanzana, S., 2010) y (Derrosi, A, et.al., 2018).

El &cido ascorbico como marcador del segundo de los elementos incorporados al
alimento funcional por medio de la técnica de impregnacién al vacio (jugo de mandarina)
fue determinado por titulacién yodimetrica en la cual el acido ascorbico presente en las
muestras, el blanco y la solucién de impregnacidn es oxidado por el yodo y en presencia de
almidén y un exceso yodo se determina concentracion del 4cido ascérbico cuando este se
ha oxidado a acido dehidroascorbico. En los resultados de la tabla 8 se observa que la
cantidad cuantificada en las muestras es representativamente mayor a las que se
cuantifican en la manzana blanco, la manzana tiene en su composicion cierta cantidad de
vitamina C pero al exponerla al proceso de impregnacién al vacio esta puede impregnarse
en su matriz de suficiente solucion de impregnacion para aumentar 4 veces su cantidad de
vitamina C, asimismo el jugo de mandarina (componente de la solucién de impregnacion)
es una fuente propia y estable conservada bajo refrigeracion y lejos de la luz para aportar
suficiente acido ascérbico en el proceso de fabricaciéon de lotes. La diferencia estadistica
cuantificada de este componente es mayor al 5% por lo que se puede determinar que el
estudio cumple con la determinacién de este componente y con la comprobacién estadistica

del mismo.

En investigaciones previas como la de Codofier-Franch et,al, se observé que se
logré incorporar con éxito jugo de mandarina en manzanas por medio de impregnacion al
vacio y probar el efecto antinflamatorio y antioxidante de este alimento en la poblacion
pediatrica infantil. El efecto sinérgico de la manzana con sus compuestos fendlicos de alto
poder antioxidante y la vitamina C de las frutas citricas en el caso de la presente
investigacion y la de Codofier-Franch etal el jugo de mandarina, en base a estas
caracteristicas se podria decir que la vitamina C en el alimento funcional desarrollado
pueden tener un efecto en la salud del paciente especificamente en estados de
hipercolesterolemias, obesidad, enfermedad gastrointestinal, afecciones respiratorias,

enfermedades cardio metabdlicas y sus comorbilidades (Codofier-Franch, y otros, 2013).
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Para los ultimos componentes incorporados dentro del alimento, los azlcares
reductores, que se identificaron y cuantificaron por el método de deteccion
espectrofotométrico utilizando é&cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) para calcular la
concentracion de azucares reductores (no especifica) en la cual ocurre una reaccion de
oxido-reduccion entre el reactivo DNS y los azucares con una grupo terminal carbonilo libre
(inulina, glucosa, fructosa, oligofructosa entre otros) generando un cambio de color en estos
gue son posteriormente cuantificables en un espectrofotometro UV-vis, en la tabla 10 se
observa que en comparacion al blanco la cantidad de azucares reductores en las muestras
es mayor esta vez el blanco tiene suficientes azucares reductores pero de la misma forma
en el andlisis estadistico realizado el aumento en la concentracion de las mismas en las
muestras es mayor al 5% en relacion al blanco siendo este un aumento significativo para

demostrar la presencia de (inulina y oligofructosa) en el alimento.

La presencia de azucares reductores (inulina y oligofructosa) en el alimento
funcional impregnado presentan la caracteristica principal de aportar al mantenimiento de
la salud digestiva, al aumento, enriguecimiento y renovacién de la flora bacteriana, ayuda
al proceso de absorcién de minerales y nutrientes, efecto inmunomodulador y control de
alergias alimenticias como se ha observado en otros estudios de desarrollo como lo son las
de Mejia, R y Betalleluz, | (Betalleliz, I., 2015) y (Mejia, R., 2015).

Por ende, como resultado del estudio se logra comprobar que la técnica de
impregnacion al vacio que hace uso del mecanismo hidrodinamico para incorporar
elementos extra en la matriz porosa de la manzana es eficaz para el desarrollo de un
alimento funcional; que aporte nutriente extra a los que naturalmente contiene y pueda asi
servir para uso nutricionales para publicos especificos debido a sus componentes como
usos gastrointestinales, aumento de defensas, ulceraciones y combatir cierto tipo de

infecciones basandose en los usos de estos por separado.
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10. Conclusiones

Tanto los lotes de produccion de manzanas impregnadas al vacio como la
solucién utilizada para la impregnacion cumplen con los parametros

microbioldgicas evaluadas segun el RTCA 67.04.50:08.

Tanto las manzanas impregnadas como las manzanas sin impregnar poseen
caracteristicas nutricionales similares, pero en el alimento funcional luego del
proceso de impregnacién posee el % de proteinas, lipidos, minerales y materia

inorganica mayor en relacién a la manzana sin impregnar.

Se identifico aloina (componente del Aloe vera) con fluorescencia a longitud de
onda larga y Rf similar al teérico tanto en el alimento funcional como en la

solucion de impregnacién.

Se cuantifico acido ascorbico (componente del jugo de mandarina) en el alimento
funcional en una relacion del 330% — 370% en relacion al 100% de la manzana

sin impregnar.

Se cuantificaron azucares reductores (inulina y oligofructosa) en el alimento
funcional en una relacion del 155% - 185% en relacion al 100% de la manzana

sin impregnar.

Se demostré que el método de impregnacion al vacio permite desarrollar un
alimento funcional que aumenta o agrega nuevas caracteristicas nutricionales a

la matriz porosa de la manzana nacional.
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11. Recomendaciones

Utilizar metodologias de andlisis mas novedosas y con equipos de mayor uso en
la actualidad como metodologias compéndiales que utilicen HPLC, o
cuantificacién UV-vis.

Extender el estudio a pruebas clinicas del alimento desarrollado para comprobar
su uso en algun estado de salud/nutricional especifico en el cual el tratamiento
necesite alguno de los nutrientes incorporados 0 aumentados.

Realizar una propuesta de empaque y comercializacion basandose en los
requisitos del RTCA y de las caracteristicas nutricionales del mismo.

Realizar un control microbiol6gico con respecto al tiempo desde la produccion
para determinar el tiempo de uso ya que el contenido de agua elevado puede
servir como medio de crecimiento de microorganismos patégenos y no
patégenos.

Utilizar la técnica propuesta en distintas matrices (frutas, vegetales) para
comparar cual de ellas retiene los nutrientes de mejor manera y luego de la
cuantificacién e identificacion determinar concentraciones en las mismas.
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13. Anexos

Anexo 1. Certificados de Andlisis microbiolégico realizado a lotes de alimento
funcional y solucién de impregnacion

USAC

TRlCENTE NARIA

Empresa : STEVEN GIL

Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos
y Microbiolégicos - LAFYM

3a Calle 647, Zona 1

Centro Hstanco, Guatemala Cudad

Tet 2253.1319

Emait lafymusacgdgmail com

Fecha de toma de la muestra : 10/05/2021 08:50

N® de la muestra : 11342 (Protocolo firmado) Fecha de recepcion : 10/05/2021 09:52

Temperatura : Ambiente
Muestra : ALIMENTO
[ i6n : Ci

Namero de lote : SOLUCION DE IMPREGNACION

ajeno a LAFYM en un envase de LAFYM

Nota : JUGO DE MANDARINA, INULINA Y EXTRACTO DE ALOE VERA

ALIMENTOS

ANALISIS RESULTADO Limites permitidos RTCA
Aislamiento e Identificacién de Escherichia coli <10 UFClg l< 10 UFCig
Aislamiento e Identificacion de Salmonelia sp/25 g. Ausencia JAusencia

*Métodos de Referencia: BAM: Capitulos 4, 5

Conclusién:

APHA 5ta. ed.: Capitulos 9,35

La muestra recibida y analizada satisface los criterios de calidad del RTCA.

Nomenclatura utilizada:
UFC/p  Unidades Formadaras de Colonia por gramo
NMPYg  Ndmero Mas Probable por gramo

Este Resultado se reflere uncamenie 3 la muesta analizada.

Licda. Ana Rodde ércia. Q8.
lﬂula
7} Mﬂmﬁ%ggw
QUIMICA BIOLOGA
COL. 2323
, 5in . apr ded Labaratoro.

Elinfarme de enzayo no dede ser fotal o

Resultado microbiolégico solucion de impregnacién (LAFYM, 2021).
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Empresa :

N° de la muestra :
Temperatura :
Muestra :

Captacién :

58

y Microbiolégicos - LAFYM

3a Calle 647, Zona 1

n Laboratorio de Andlisis Fisicoquimicos

7 TRICENTENARIA i, s Ch
Universidad de San Carios de Guatemaly

Tet: 22531319
Emait: lafymusacg gmail com

STEVEN GIL Fecha de toma de la muestra : 10/05/2021 08:50
11337 (Protocolo firmado) Fecha de recepcion : 10/05/2021 09:46
Ambiente Numero de lote : MANZANA 1
ALIMENTO

Captado por personal ajeno a LAFYM en un envase de LAFYM

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS

ANALISIS RESULTADO Limites permitidos RTCA
Ai i e Identificacion de ia coll < 10 UFClg |< 10 UFClg
Aislamiento e Identificacion de Salmonella sp/25 g. Ausencia lAusencia
*Métodos de Referencia: BAM: Capitulos 4, 5y 10 APHA 5ta. ed.: Caplulos 9,35y 36

Conclusién:

La muestra recibida y analizada satisface los criterios de calidad del RTCA.

Nomenclatura utilizada

UFCly  Uridades Formadaras de Colonia por gramo
NMPIg  Ndmero Mis Probable por gramo

Este Resultiado se reflere uncamenie a a muesta analzada.

El infarme de ens3yo no debe sor

total in o ap escrta ded Labo

Resultado microbiolégico muestra manzana impregnada Lote 1 (LAFYM, 2021).



USAC

TRlCENTENARlA

Empresa : STEVEN GIL

N° de la muestra : 11338 (Protocolo firmado)

Temperatura : Ambiente
Muestra : ALIMENTO

C i6n : C por

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS

59

Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos
y Microbiolégicos - LAFYM

3a Calle 547, Zona 1

Centro Hsionco, Guatemala Cudad

Tet 22531319

Emait latymusac gmail com

Fecha de toma de la muestra : 10/05/2021 08:50
Fecha de recepcion : 10/05/2021 09:46
Namero de lote : MANZANA 2

ajeno a LAFYM en un envase de LAFYM

ANALISIS RESULTADO Limites permitidos RTCA
Aislamiento e Identificacion de Escherichia coli < 10 UFClg [< 10 UFC/g
Aislamiento e Identificacion de Saimonelia sp/25 g. Ausencia JAusencia

*Métodos de Referencia: BAM: Capitules 4, 5y 10

Conclusién:

APHA 51a. ed.. Capitios 9,35y 36

La muestra recibida y analizada satisface los criterios de calidad del RTCA.

Nomenclatura utilizada:
UFCig Ursdades Formadoras de Colonia por gramo
NMPlg  Nmero Mas Probable por gramo

Este Resukiado se refere unicamente a i muestra analzada.

El informe de ensayo no dede ser focaf o

[
Licda. Ana éma QB,
Wura
J Mhzw@m
QUIMICA BIGLOGA
COL. 2323
sk escorita ded Laboratorio.

Resultado microbiolégico muestra manzana impregnada Lote 2 (LAFYM, 2021).
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Cal io de Andlisis Fisicoquimi
y Microbiolégicos - LAFYM

3a Calle 647, Zona 1
Centro Hs10nco, Guatemala Cudad

T,_R,,,wlc EE,LE_&AGMRIA. Tel 22531319
Emait: lafymusacid gmail com

Empresa : STEVEN GIL Fecha de toma de la muestra : 10/05/2021 08:50

N° de la muestra : 11339 (Protocolo firmado) Fecha de recepcion : 10/05/2021 09:49

Temperatura : Ambiente Numero de lote : MANZANA 3
Muestra : ALIMENTO
Captacién : Captado por personal ajeno a LAFYM en un envase de LAFYM
ALIMENTOS
ANALISIS RESULTADO Limites permitidos RTCA
e on de E: ia coll <10 UFClg |< 10 UFClg
A e Identificacion de S: s5pi25 g. Ausencia JAusencia

*Métodos de Referencia: BAM: Capitulos 4, 5

Conclusién:

APHA Sta_ ed.: Capitulos 9. 35

La muestra recibida y analizada satisface los criterios de calidad del RTCA.

Nomenclatura utilizada.
UFCly  Unidades Formadoras de Colonia por gramo

NMPIg  Ndmero Mds Probable por gramo

Este Resubado se refere wacamenie a lx muesta anaizada.
Elinfarme de ensayo no debe ser fotal 0 pav

=i ks apr escrita del Labaratoro.

Resultado microbiol6gico muestra manzana impregnada Lote 3 (LAFYM, 2021).



USAC

TRlCENTENARlA

61

Eab io de Andlisis Fisi c
y Mlcroblolégncos - LAFYM

3a Calle 647, Zona 1

Centro Hstonco, Guatemala Cudad

Tet: 22531319

Email: lafymusacgdgmail com

Empresa : STEVEN GIL Fecha de toma de la muestra : 10/05/2021 08:50
N° de la muestra : 11340 (Protocolo firmado) Fecha de recepcion : 10/05/2021 09:49
Temperatura : Ambiente Namero de lote : MANZANA 4
Muestra : ALIMENTO
Captacion : Captado por personal ajeno a LAFYM en un envase de LAFYM
ALIMENTOS
ANALISIS RESULTADO Limites permitidos RTCA
Ai i e Identificacion de Escherichia coli <10 UFClg I< 10 UFClg
i e i i6n de sp/25 g. 3 JAusencia

*Métodos de Referencla: BAM: Capitulos 4, 5 APHA 5ta. ed.: Capiwios 9,35
Conclusién:

La muestra recibida y analizada satisface los criterios de calidad del RTCA.

Nomenclatura utiizada:

UFC/ly  Unidades Formadoras de Colonia por gramo
NMP)g  Nimero Mds Probable por gramo

Este Resuliado se reflere wvcamente a lr muesta analizada.

Elinfarme de ens3yo no debe ser

fotal 0 5 o apr escrita ded Laboratoro.

Resultado microbiolégico muestra manzana impregnada Lote 4 (LAFYM, 2021).



ALIMENTOS

7 TRICEN
Unworsidad

Empresa
N° de la muestra

Temperatura
Muestra

Captacién

SAC

TENARIA

de San Carios de

: STEVEN GIL
: 11341 (Protocolo firmado)
: Ambiente

: ALIMENTO
: Captado por personal ajeno a LAFYM en un envase de LAFYM
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Laboratorio de Andlisis Fisicoquimicos
y Microbiolégicos - LAFYM

3a Calle 647, Zona 1

Centro Hsionco, Guatemala Cudad

Tel 22531319

Emait: lafymusacid gmail com

Fecha de toma de la muestra : 10/05/2021 08:50
Fecha de recepcion : 10/05/2021 09:51
Namero de lote : MANZANA 5

ANALISIS RESULTADO Limites permitidos RTCA
e fficacion de Escherichia coll <10 UFClg < 10 UFC/g
Aislamiento e Identificacién de Salmonella sp/25 g. Ausencia JAusencia

*Métodos de Referencia: BAM: Capitulos 4, 5

Conclusién:

APHA 5ta_ ed.: Capitulos 9. 35

La muestra recibida y analizada satisface los criterios de calidad del RTCA.

Nomenclatura utilizada

UFC/y  Uridades Formadoras de Colonia por gramo

NMPig Namero Mas Probable por gramo

Este Resubado se reflere wvcamende a la muesva analada.

El informe de ensayo no debe ser

o ok

escrita del Labas

Resultado microbiol6gico muestra manzana impregnada Lote 5 (LAFYM, 2021).
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Anexo 2. Certificados de Analisis proximal (bromatolégico) realizado a lotes de
alimento funcional y muestra blanco.

FORMULARIO BROMATO 7

Edificio M6, 2* Nivel, Cludad Universitark

Facutad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Escuela de Zootecnia
Unidad de Alimentacién Animal

INFORME DE RESULTADO DE ANALISIS

Ciudad de
Telefax 24188307

Guatemal

la
Teléfono: 24188300

E-mail: bromato2000@yahoo.es

Solicitado por: STIVEN GIL, Direccién No, 149
Fecha de recibida la muestra: 12-05-2021. Fecha de realizacién: DEL 17 AL 21-05-2021.
[ - f AD.| F.N.D | Lignina | Dig. | E.M. | Mmoo TTND |
Reg. | Descripcién de la Agua [M.ST.[EE [ F.C. [ PROTENA [ Cenizas | E.LN. T Calcio [ Fésforo [ F.A.D.
% % % En KOH | Meal/Kg %
muestra BASE % % | % | % % % % % L
| ¥ | | -
143 | MANZANAIMPREGNADA & 5 SECA 8940 | 1060 | 619 | 697 781 274 | 7629 = = - o =
como == - - - - - - - . = v &3
= ALIMENTO 068 | 074 083 029
IMPREGNADA # 4 seEcA — e - - - .
S 8936 | 1064 | 135 | 667 721 245 8230
como s = - = & = 5= i & &
ALIMENTO o014 | om o7 026
145 | ManzaNA .3 SECA s027 | 973 | 150 | 680 774 330 8065
comMo - e - _ . N i _ = =
ALIMENTO e s
146 #2 | OECA 9034 | 986 | 153 | 694 _
como _ ‘ ~
| ALMENTO | ot )

Dichos resultados fusron calculados en base a matena seca total y fresca. S4 oy

boratorista .

TRUTETE 06 DIBRELNS T ATIGOIGE

FORMULARIO BROMATO 7
INFORME DE RESULTADO DE ANALISIS

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Escuela de Zootecnia

Edificio M6, 2° Nivel, Ciudad Universitari:
Ciudad de Guatemala

Unidad de Alimentacién Animal Telefax 24188307 Teléfono: 24188300
E-mail: bromato2000@yahoo.es
Solictado por: STIVEN GIL, Direccion No. 150
Fecha de recibida la muestra: 12-05-2021. Fecha de realizacion; DEL_17 AL 21-05-2021,
["Reg. | Descripcion de la ~ T Agua |M.S.T.[ E.E. | F.C. | PROTEINA | Cenizas | E.L.N. | Calcio | Fésforo | F.A.D. | F.N.D | Lignina | Dig. | E.M. | MR [TND |
muestra BASE % % % % hd o % % % % % % En:‘OH Mcal/Kg %
147 | MANZANA IMPREGNADA # 1 secA %059 | s41 | o | 741 574 2 | s = =i = o - - -
COMO — — - - - - - - - _ -— -—
ALIMENTO 002 | om0 054 026 7
148 BLANCO MANZANA SIN SECA — -— - -— - -
TMPREGNADA 9041 050 | 025 | 792 417 219 8485 B I
| como > — - - -_ - - - - -
ALMENTO _— 002 OJS 040 027
SECA - - - - - = - - = - = = =2
COMO
ALMENTO
C SECA i 1 i
= B [
ALMENTO " — ——

Dichos resuacos fusron calcuiedos en base a meteria ssca total y ‘resca. 54

8l © total de este informe, sara mayor Informacdn comunicarse al teifono 24188307,

(Departamento de Bromatologia USAC, 2021).
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Anexo 3. Determinacion de Aloina por medio de metodologia de cromatografia en
capa fina.

Extracuon metanollca de muestras Elucion en camara cromatograflca
Cromatoplacas en lampara onda larga Cromatoplacas en lampara onda corta

Anexo 4. Determinacion de acido ascorbico por medio de metodologia de titulacion
yodimétrica.

Preparacion de las muestras ' ‘Sistema de titulacion



18
Mu

estras preparadas antes de titular

65

Muestras luego de titular

Anexo 5. Curva de calibracion para la determinacion de 4cido ascoOrbico por medio
de metodologia de titulacién yodimétrica.

Peso Volumen

tedrico
2 mg 0.387 ml
5 mg 0.6175

10 mg 1.2350

15 mg 1.8525

25 mg 3.0876

Pesaje

(mg)

NAPWNPOAMWNPUORMONPEORMONEOAWNE

2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
5.1
5.0
5.0
5.1
5.0
10.0
10.0

.10.0
.10.1

10.2
15.1
15.0

.15.1
.15.0

15.0
25.0
25.1

.25.0
.25.0
.25.1

Volumen Real
gastado (ml)
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.6
0.6
0.65
0.7
0.6
1.20
1.20
1.20
1.25
1.25
1.80
1.85
1.90
1.85
1.85
3.00
.3.05
.3.05
.3.00
5.3.05

PONPOMONMROBRONEREOGOMONDEORONE

Media

0.3

0.63

1.22

1.85

3.02

Concentracion

2.6418 mg

5.5478 mg

10.7433 mg

16.2911 mg

26.59412

*Se construyo una curva con 5 puntos de concentracién 2 mg, 5mg, 10 mg, 15 mgy 25 mg
de materia prima de acido ascorbico estandarizada desde un estandar secundario (99.5%),
las mediciones de los puntos se realizar por quintuplicado y se obtuvo la siguiente ecuacion

de la curva de calibracion.
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Curva de calibracion acido
ascorbico.
30
25
20
15

10

Grafica 1. Curva de calibracion para la cuantificacion de &cido ascorbico.

Anexo 6. Determinacion de azlcares reductores por medio de metodologia del 4cido
3,4 dinitrosalicilico.

Preparacion de las muestras

Muestras sin reaccion de DNS



I ———— T Y

Muestras al reaccionar con el DNS

Determinacion de azlcares reductores
espectrofotométricamente.
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Anexo 7. Curva de calibracion para la determinacion de azlUcares reductores por

medio de metodologia del acido 3,4 dinitrosalicilico.

Concentracion y peso Pesaje Cambio  Absorbancia Promedio
tedrico glucosa color
99%
0.1 mg /ml 5.1 mg Narnanj 1.0.076 0.057
Smg ., 9% _ a 2.0.071
0.2 mg/ml 10.1 mg Naranja 1.0.273 0.276
10mg , 99% _ 2.0.279
wmg " To0% ~ 10 3.0.276
0.3 mg/ml 15.1 mg Ambar 1.0.504 0.503
15mg  99% _ 2. 0.506
xmg Y1009 — 1>15MI 30.498
0.6 mg /ml 30.3 mg Ambar 1.1.138 1.145
30mg  99% _ 40 2.1.172
xmg * 100% MY 31.125
0.8 mg/ml 40.4 mg Corinto 1.1.418 1.418
40mg _ 99% 2.1.409
S XlOO% = 40.40mg 3 1.428
0.9 mg/ml 455 m Rojo 1.1.609 1.629
45mg  99% ladrillo 2.1.617
xmg 100 ~ >4 3.1.662
1.2 mg /ml 60.6 mg Rojo 1.1.882 1.998
60mg  99% _ o ladrillo 2.1.955
xmg  100% oo 3.2.057
1.5mg /ml 75.8 mg Rojo 1.2.654 2.622
75mg  99% _ ladrillo 2.2.654
xmg 1005~ 7O 3. 2.564



1.6 mg /ml
80mg _ 99%
100%

T = 80.81mg
1.8 mg /ml
90mg _ 99%

100%

xmyg =9091mg
2.1 mg /ml
105mg _ 99%
xmg 100%

= 106.06mg

2.4 mg /ml
120mg _ 99%
xmg ~ 100%

2.7 mg /ml
136mg . 99%
xmg  100%

3.0 mg /ml
150mg _ 99%
xmg  100%

=121.21mg

= 136.36g

=151.52g

80.8 m

90.9 mg

106.1 mg

121.2 mg

136.4 mg

151.4 mg

Rojo
ladrillo

Rojo
ladrillo

Casi
negro
Casi

negro

Casi
negro

Casi
negro

2.741
2.744
2.743
2.997
2.993
2.988

>3 A -
fuera de

rango

2.742

1.
2.
3.
1. 2.992
2.
3.

>3 A -
fuera de

rango

>3 A -
fuera de

rango

>3 A -
fuera de

rango
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*Para la construccién de la curva de calibracion utilizada para la determinacién de azlcares
reductores se utilizaron 10 punto de glucosa al 99% (0.1, 0.2,0.3,0.6,0.8,0.9,1.2,1.5,1.6
y 1.8), se peso el equivalente de glucosa para el 100% en la solucion y se realizo el proceso
para determinar azucares reductores y mediciones espectrofotométricas por triplicado para
cada punto. Debido al rango espectrofotométrico se dejaron las muestras de 2.1, 2.4, 2.7y
3.0 como muestras cualitativas ya que salian del rango espectrofotométrico del equipo y
por eso de se llevo la muestra a alicuotas menos a 1 ml, para que quedaran dentro del
rango de la curva. Se obtuvo la siguiente curva de calibracion.

Curva de calibracion azucares
reductores.

y = 1.7249x-0.0183

3 R =0.996 ® 2.992
o] 747

25 8 622

2 ® 1.998

e:7%620

15 o7 1118

1 o (34
0.5 #70.503

#0.276
0 ¥ 0.077
0 ).5 1 1.5 2

Grafica 2. Curva de calibracion para la cuantificacion de azucares reductores.



Anexo 8. Proceso de preparacion e impregnacion de la muestra.

PROCESQO DE
IMPREGNRCION AL
VACIO

MUESTREQO Y
SELECCION DE

PELRADO

MUESTRA DESCORAZONRDO

Y CORTADO

MUESTREO
PRARA ANALISIS
EXTERNOS

2. PREPARRACION
DE LA MUESTRA
PARA ANALISIS

69
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Anexo 9. Cromatoplaca de referencia paralaidentificacion de aloinade lafarmacopea
herbolaria mexicana.

Cromatograma obtenido13.- Sdbila

:g
rEPVRRTYT

b

3

4

!
|
r
|
[
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