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RESUMEN

Las hojas del arbol de Moringa oleifera (Moringa) contienen compuestos bioactivos (CB) como
fenoles, carotenoides y acido ascorbico, los cuales son de interés para las industria alimentaria
y farmacéutica debido a sus propiedades antioxidantes. Los CB se recuperan de la matriz
vegetal mediante extraccion soélido-liquido, seguida de un proceso de secado por aspersion.
Con el fin de conservar la integridad de los CB deshidratados, es necesario almacenarlos en
condiciones adecuadas. El objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto de las condiciones
de almacenamiento sobre la cinética de degradacion de CB de extractos secos de Moringa
oleifera. El extracto etandlico de hojas deshidratadas de moringa fue obtenido por etapas
multiples a contracorriente y deshidratado en un secador por aspersion en ciclo cerrado con
nitrdgeno y posteriormente empacado en diferentes condiciones de temperatura, humedad
relativa (HR), material de empaque e iluminacién. Extractos secos con awde 0.35 y 0.39 se
empacaron en bolsas metalizadas (PM) y se almacenaron a 5 °C, 22 °C y 40°C. Otra parte se
empaco en polietileno de baja densidad (LDPE) y se almacené a 5°,22°Cy40°Cya40 %y
80 % de HR. Adicionalmente se estudio el efecto de la exposicion a la luz en muestras
empacadas en LDPE a 22 °C. Cada 15 dias durante 6 meses, se determiné el contenido de
fenoles totales (Folin-Ciocalteu), carotenoides (espectrofotometria), actividad anti-radical
(ensayos DPPH y ABTS), aw (Higrémetro Aqualab Decagon Devices), humedad (AOAC
32.1.03), color (colorimetro Hunter Lab) y clorofila a (espectrofotometria). Con los datos
obtenidos y ecuaciones de primer orden se determind la constante de velocidad de
degradacion. La temperatura, la humedad relativa y la luz tuvieron un efecto significativo (p <
0.05), afectando negativamente al contenido de compuestos bioactivos, la actividad antiradical
y el color. La awen los niveles evaluados no ejercid efecto significativo sobre la degradacion
de los compuestos analizados. Como se esperaba, la constante de velocidad de degradacion
de los compuestos analizados fue menor a bajas temperaturas y en empaque laminado.
Después de 150 dias de almacenamiento los porcentajes de degradacion fueron: para fenoles,
20 %, carotenoides 17%, clorofila 24 % y AAR 27 %. Se determinaron los parametros cinéticos
del modelo que describen la degradacion de carotenoides, fenoles totales, actividad
antioxidante, y clorofila a partir de los cuales se puede predecir la vida de anaquel de los
extractos deshidratados.
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1. INTRODUCCION

El interés creciente en la caracterizacién de fitoquimicos antioxidantes en los vegetales
y hortalizas se debe principalmente a sus diferentes propiedades bioactivas (Dillard y German,
2000, Shetty y McCue, 2003) dado que estos compuestos inhiben o disminuyen la oxidacion
evitando la propagacién de las reacciones oxidativas en cadena (Bergman et al., 2001).
Recientes investigaciones han demostrado que los diversos compuestos fendlicos presentes
en las frutas y hortalizas son responsables de la alta capacidad antioxidante mostrada por
diferentes matrices vegetales (Olson y Fahey, 2011, Shetty y McCue, 2003) es por ello que se
sugiriere un aumento en el consumo de estos productos, con el fin de aprovechar los efectos
beneficiosos de los antioxidantes fitoquimicos. Las hojas del arbol de Moringa Oleifera son
fuente natural de nutrientes y compuestos bioactivos (Pinheiro et al., 2008), debido a su alto
contenido nutricional, ha sido utilizada para combatir la desnutricién y algunas enfermedades
en comunidades tropicales y subtropicales de escasos recursos (Meena et al., 2010). Una
manera de obtener estos compuestos es mediante la extraccion, sin embargo, estos
compuestos se utilizan principalmente en forma de polvo en la industria alimentaria y
farmacéutica siendo el secado por aspersién el proceso mas utilizado para la obtencion y
preservacion de compuestos bioactivos (Vazquez, 2013, Olson, 2016). Como clorofila fenoles
y carotenoides totales En la industria alimentaria otro proceso importante para extender la vida
utii de un alimento es el almacenamiento (Temiz, 2010). El cual tiene como funciones
principales extender la vida util de un alimento y preservar las caracteristicas fisicoquimicas
nutricionales sensoriales, asi como la calidad del alimento. Para llevar a cabo un correcto
almacenamiento es indispensable tomar en cuenta la naturaleza y las caracteristicas del
producto. El uso de polimeros en el embalaje dentro de la industria alimentaria es seleccionado
debido a su versatilidad y baja permeabilidad a los gases, los mismos que necesitan cumplir
con estrictos parametros de calidad y mantener su contenido apto para el consumo Mahalik,
y Nambiar, (2010). El polietileno de baja densidad (LDPE) es el polimero mas utilizado y
empaques metalizados (PM) debido a que no permite la permeabilidad del oxigeno y el diéxido
de carbono evitando asi el crecimiento bacteriano anaerébico dentro de los alimentos (Temiz,
2010). Los alimentos tienen distintos comportamientos dependiendo de la naturaleza del

ambiente donde se conservan, por lo que se han desarrollado diversos tipos de pruebas para



medir y verificar la estabilidad del mismo para su correcto almacenamiento (Mahalik, y
Nambiar, 2010).

Durante el almacenamiento y procesamiento de alimentos existen cambios fisicos, quimicos y
microbiologicos, particularmente influenciados por el contenido de humedad en el producto, la
actividad de agua (aw), temperatura y humedad relativa (HR) (Brody, 2003) Mediante la
constante de velocidad de degradacion (k) se puede determinar la vida de almacén, con el
valor de k puede ser utilizado para seleccionar las condiciones de almacenamiento mas
apropiadas y los sistemas de empaque con los cuales se obtiene mayor la retencién de color,
capacidad antioxidante y estabilidad. Es por ello que en esta investigacion se evalud el efecto
de las diferentes condiciones de almacenamiento del extracto en polvo de moringa oleifera

sobre la cinética de degradacion de los compuestos de interés y propiedades fisicas.



Antecedentes

2. ANTECEDENTES

2.1 Moringa oleifera

Moringaceae, del orden Brassicales, es una familia de un solo género del cual se
desprenden 13 especies de moringa identificadas. La mas popular es Moringa oleifera también
conocida como jazmin francés o marango (Moringa oleifera). Es un arbol perene de rapido
crecimiento y tolerante a la sequia (Olson y Fahey, 2011), originario de la India e importante
en Etiopia, Filipinas y Sudan, se cultiva en Africa oriental, occidental y austral, Asia tropical,
América Latina, el Caribe, Florida y las islas del Pacifico. La Moringa oleifera es la especie
econdmicamente mas valiosa del sur de Asia, actualmente lleva ya varios siglos como parte
de la horticultura tradicional del tropico seco mexicano, donde se cultiva principalmente para
fines ornamentales. Con el reconocimiento reciente de sus propiedades nutritivas,
farmacocinéticas e industriales, existe un creciente interés en fomentar su cultivo en México y

diferentes partes del mundo (Olson y Alvarado, 2016).

2.1.1 Descripcion botanica del arbol

La explotacién del arbol de moringa (Figura 2.1) en diferentes partes del mundo se
debe a la facilidad de cultivo, rapido crecimiento, su baja demanda de agua y nutrientes
después de haber sido plantados (Hsu et al., 2006; Price, 2007). El arbol de moringa llega a
alcanzar alturas de 12 a 15 m, con un tronco de 30 cm de diametro (Foidl et al., 2001; Hsu et
al., 2006).

Presenta una copa abierta y esparcida de ramas inclinadas y fragiles, un follaje de hojas
pinnadas en tres, las cuales estan divididas en varios foliolos ovalados de 1 a 2 cm de largo
dispuestos sobre un armazén llamado raquis (Olson y Fahey, 2011), es de madera blanda de
baja calidad, mientras que la corteza es corchosa y gomosa (Hsu et al., 2006). Las hojas son
de color verde oscuro por encima y claro por debajo, crecen de forma alterna y tri-pinnada,
creando una estructura triangular con su contorno, dicho arreglo alcanza desde 20 hasta 70
cm de largo. Las flores bisexuales son blancas o cremosas y fragantes, las componen 5
estambres y llegan a medir desde 1.5 a 2 cm de ancho (Parrotta, 1993; Hsu et al., 2006; Meena
etal.,, 2010).
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Figura 2.1. Arbol de Moringa oleifera

El contenido nutricional de las hojas depende de la edad del vegetal, la estacién, humedad,
radiacién, variedad de la planta y nutrientes del suelo, principalmente con los contenidos de K
y P (Vazquez et al., 2017; Sreelatha y Padma, 2009), sugieren que los extractos de hojas
provenientes de arboles desarrollados presentan mayor actividad antioxidante que aquellos de
arboles jovenes. La moringa es tolerante a las altas temperaturas y a la sequia, a diferencia
de las inundaciones y heladas; es muy resistente a plagas y enfermedades (Price, 2007;
Meena et al., 2010).

Actualmente, existen numerosos reportes cientificos de las cualidades y propiedades nutritivas
de las hojas de moringa, con lo que se fundamenta su distribucién como fuente alimentaria

viable para los paises en desarrollo (Fahey, 2005).
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2.1.2 Distribucioén potencial en México

El arbol ha llegado a México en forma de semillas desde Africa y la India, generalmente
para su cultivo en campos especializados, con la finalidad de cosechar hojas. La Moringa.
oleifera prospera preferentemente en zonas tropicales con temperaturas minimas por encima
de los 15°C, con una precipitacion menor a los 1,000 mm y altitudes de hasta 600 msnm. Esta
combinacion de caracteristicas climaticas se encuentra principalmente en el tropico seco de la
depresién del Balsas y en la costa del Pacifico. Un total de 13 estados presentan localidades
Optimas para el cultivo de la moringa, destacando por su area Guerrero, Michoacan, Oaxaca

y Jalisco la mayoria de ellos distribuidos en la costa del Pacifico (Figura 2.2), (Olson, 2016).

Figura 2.2. Localidades y distribucion potencial del cultivo de Moringa oleifera en
México (Olson, 2016).

Los puntos negros indican las 67 localidades donde se ha documentado el arbol de Moringa
oleifera como parte de la horticultura tradicional. Las zonas sombreadas corresponden a las

zonas con alta probabilidad de tener clima ideal para el cultivo de la moringa (Olson, 2016).
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2.1.3 Composicion quimica de las hojas de Moringa oleifera

En la tabla 2.1 se presenta el contenido nutricional de las hojas de Moringa oleifera por

cada 100 g de hoja fresca.

Tabla 2.1. Contenido de nutrientes en hojas de Moringa Oleifera (AFPD, 2008).

Componente Contenido
Agua 759
Proteinas 6.7
Grasa 1.79g
Carbohidratos 14.3 g
Fibra 09g
Calcio 440 mg
Fosforo 70 mg
Hierro 7 mg
Vitamina A 120 ug
Vitamina B 11.300 UI
Tocoferol 09g

2.2 Variables de calidad en las hojas de Moringa

Las hojas de moringa son una fuente viable de antioxidantes naturales, identificando
principalmente carotenoides y compuestos fendlicos (Manguro y Lemmen, 2007), también
contiene antioxidantes los cuales representan un amplio grupo capaz de prevenir los procesos

degenerativos asociados a un exceso de radicales libres en el organismo. Dichos compuestos
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que tienen la propiedad de reaccionar con radicales libres y evitar de esta manera el efecto

nocivo que puedan causar a las células (Guija y Troncoso, 2000).

2.2.1 Carotenoides

Los beta-carotenos con los alfa y gamma-carotenos son los responsables de la
coloracién de un gran numero de alimentos vegetales. Se ha descrito recientemente en
numerosos estudios el efecto benéfico de estos compuestos en la salud humana (Olson,
2016); el consumo de carotenoides esta relacionado con la prevencion de cataratas,
aterosclerosis, degeneracion muscular y esclerosis multiple, asi como, a una baja incidencia
de cancer de prostata (Giovannucci et al.,, 1995). La ingesta de licopeno y beta-caroteno
inhiben la oxidacién de las LDL y de esta manera previene la formacion de la placa
(ateromatosa Weisburger, 1999); asi mismo, protege la piel contra el efecto nocivo de la
radiacion ultravioleta solar que en la epidermis puede inducir a la lipoperoxidacion (Lee y Min,
2006). Por lo que, desde un punto de vista nutricional, resulta de gran importancia conocer qué
factores intervienen en la degradaciéon de los carotenoides, ya que su pérdida, ademas de
producir cambios de color en el alimento, conlleva una disminucién de su valor nutritivo. La
inestabilidad de los carotenoides se debe principalmente a que son compuestos altamente
insaturados, degradandose fundamentalmente debido a procesos oxidativos. Otros factores
como la temperatura, la luz o el pH también pueden producir importantes cambios cualitativos

en estos compuestos debido a reacciones de isomerizacion.

Wagner y Warthesen, (1999) evaluaron la estabilidad de o y § caroteno en polvo de zanahoria
encapsulado en diferentes tipos de almidén hidrolizado obtenidos por secado por aspersion,
comprobando que la degradacién de los carotenos como consecuencia del almacenamiento a
temperaturas comprendidas entre 37°C y 65°C, seguia una cinética de primer orden. Los
resultados del estudio mostraron que la encapsulacion aumentaba la vida media del producto

a 21°C hasta 70 veces, en funcion del tipo de almidén empleado.
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2.2.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos polifendlicos presentan un mecanismo de accién de los polifenoles, el
cual esta vinculado a su capacidad para donar hidrégeno y a su accién quelante de iones
metalicos; la potente actividad antioxidante reside en sus estructuras quimicas con un grupo
o-difendlico, un doble enlace conjugado 2-3 y grupos hidroxilos en posiciones 3 y 5 (Bravo,

1998) lo que los torna muy eficientes contra radicales hidroxilo y peroxilo.

Los compuestos fendlicos como tocoferoles tienen la capacidad para proteger a los acidos
grasos poliinsaturados de las membranas celulares de la accidn nociva de las especies
reactivas de oxigeno. El a-tocoferol tiene la propiedad de reducir la concentracion de didxido
de nitrégeno de una manera mas eficiente que otros tocoferoles. Su accion esta vinculada con

la reduccion de enfermedades cardiovasculares y prevencion del cancer (Meydani, 2000).

2.2.3 Clorofila

La clorofila es un antioxidante, es conocida por su capacidad oxi-reductora, la cual, al
bloquear los radicales libres, ejerce su efecto antioxidante, lo que ayuda al organismo a

retrasar el efecto del envejecimiento.

La estructura del anillo de porfirina, posee en su nucleo, magnesio, mineral que se requiere
para la adecuada transmision de impulsos eléctricos que regulan al ritmo cardiaco y mejora el
funcionamiento del corazén, y, por ende, al sistema circulatorio. También, evita la contraccion
de los vasos sanguineos, baja la presion arterial y en general, contribuye de forma significativa
a reducir los riesgos cardiovasculares. La clorofila posee potencial anti carcinogénico y
antimutagénico. Se ha comprobado que la clorofila tiene efectos, como la reduccion de algun

tipo de tumores en animales de laboratorio (Badui, 2006).
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2.2.4 Color (L,ayb)

La apariencia es el primer contacto que tiene el consumidor con un alimento, ya que
condiciona sus preferencias e influencia su eleccion. El color estad relacionado con las
cualidades sensoriales, la composiciéon quimica y, por lo tanto, es uno de los factores que
define la calidad de un producto alimentario (Delmoro et al., 2010). En la moringa el color verde
no es la excepcion, ya que cambios en su coloracion son Indicadores de deterioro por,
almacenamiento prolongado o mal almacenamiento, ocasionando cambios en las

caracteristicas sensoriales del producto final.

En la industria alimentaria las medidas colorimétricas son necesarias para evaluar los objetivos
relacionados con la calidad del producto, tanto en las etapas de producciéon como en la
comercializacion, indirectamente, también se pueden medir otros parametros responsables de
las caracteristicas cromaticas finales del alimento que afectan en relaciéon directa a los
equilibrios quimicos del producto como es degradaciéon, humedad y actividad de agua entre

otros.

La escala de color Hunterlab (Figura 2.3) esta basada en la teoria de los colores opuestos.
Esta teoria asume que los receptores de ojo humano perciben el color como los pares de

colores opuestos los cuales se describen a continuacién

Escala L: La luminosidad o brillo es la cantidad de luz emitida por un objeto un valor igual a
100 de saturacidon tendra su maxima pureza, y con una luminosidad igual a 0 sera negro

absoluto.

Escala a: verde vs rojo, donde los valores negativos indican colores verdes y los valores

positivos indican colores rojos.

Escala b: azul vs amarillo, donde los valores negativos indican colores azules y los valores

positivos indican colores amarillos.

La escala L representa la luminosidad y la escala a y b representa la cromaticidad. Se
requieren los tres valores para describir completamente el color de un objeto (Hunterlab 2012).

El espacio de color tridimensional L, a, b es el siguiente.
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L=100 4

L,a,b Color Solid

L=0

Figura 2.3. Escala de colores opuestos L, a, b (Hunterlab 2012).

Lovric et al., (1970) estudiaron la estabilidad del color de espuma seca en polvo de tomate
seco durante el almacenamiento bajo nitrogeno y atmdsfera de aire a -10, 2, 20 y 37 °
Informaron que, después de 30 dias de almacenamiento en aire o nitrégeno, el licopeno total
fue mayor a 20 ° C (46.3 y 90.0%, respectivamente) comparado con 2 ° C (37.0 y 85,5%,
respectivamente). Observaron que la isomerizacion de trans-licopeno a cis-licopeno tuvo lugar
en polvo de tomate seco. Por lo tanto, para retener mejor color, almacenamiento a 20 ° C se

considerd mas favorable que almacenamiento a2 ° C o0 10 ° C debido a la isomerizacion.

2.3 Extraccion solido-liquido o Lixiviacion

Desde el punto de vista de la ingenieria, la extraccion sélido-liquido de los alimentos
se considera como una operacion de transferencia de masa en estado no estacionario
multicomponente y multifase. La difusion molecular (Primera ley de Fick) en la fase fluida es
ampliamente aceptada por los ingenieros de alimentos como mecanismo predominante de
transferencia de masa dentro de los alimentos sdélidos (por ejemplo, el secado y la lixiviacién).
Esta operacién establece que dentro de un medio continuo y bajo la presencia de un gradiente

de concentracion, la migracion neta de moléculas de soluto debido a movimiento aleatorio se

10
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produce a partir de una region de alta concentracién a una de menor concentracion (Aguilera,
2003).

Como muchos otros procesos de separacion, se puede describir como una sucesion de etapas
individuales de equilibrio, modeladas por métodos graficos o algoritmos matematicos para
determinar el numero de etapas tedricas de contacto requeridas para una separacion
especifica o para optimizar la relacién solidos/disolvente en una etapa de contacto unico
(Fernandez et al., 2012; Castillo, 2012).

Alimentacion, F : ,
' Flujo superior, E

. Lixiviacion
Disolvente, S Flujo inferior, R
~ ~

Figura 2.4. Diagrama de flujo para la lixiviacién en una sola etapa. (Oc6n y Barreiro,
1986).

Para analizar la lixiviacién en una sola etapa y en etapas a contracorriente se requiere una
ecuacion de linea de operacion o relacién de balance de materia y las relaciones de equilibrio
entre ambas corrientes. Se parte de la suposicion que el sélido libre de soluto es insoluble; si
hay suficiente disolvente presente para que todo el soluto del sélido de entrada pueda
disolverse en el liquido, el equilibrio de la lixiviacion se alcanza cuando se ha disuelto el soluto.
Como se muestra en la figura 2.4, la corriente sélido-liquido se llama flujo inferior o corriente
de la suspension. En consecuencia, la concentracion del soluto en el liquido o corriente
superior, es igual a la concentracion del soluto en el liquido que acompaiia a la suspension o

flujo inferior (Geankoplis, 2010).

2.3.1 Parametros importantes en la lixiviacion (extraccion sélido-liquido)

En lixiviacion, los parametros importantes son:

11



Antecedentes

1. La reduccién de tamafio del material a extraer (trituracién, molienda, formacion de
escamas o de corte en trozos); el tamano del sdlido debe ser adecuado (area de
superficie por unidad de volumen) para hacer que el soluto sea mas accesible al
disolvente y para favorecer la extraccion.

2. La seleccion del solvente para la extraccién se basa en diversas caracteristicas como:
selectividad, inercia quimica, propiedades termo fisicas, inflamabilidad, toxicidad,
costo, y disponibilidad.

Diversos autores han usado para la extraccion de solventes como: acetona,
diclorometano, etanol, éter de petréleo, etil acetato, tricloroetileno, o hexano, con la
finalidad de extraer la mayor concentracion de compuestos (Fernandez et al., 2012).

3. La seleccién de la temperatura de operacion debe ser lo suficientemente alta para dar
mayor solubilidad al soluto en el disolvente, pero no tan alta como para causar pérdidas
de disolvente, extraccién de componentes no deseados o dafios de componentes
termosensibles. En productos organicos la literatura sugiere una temperatura de entre
40 °Cy 70 °C (Aguilera, 2003).

4. La seleccién del equipo, en funcién del modo de operacién (por lotes o continuo), por
el tipo de sélidos que se operan (lecho fijo, percolacién o por inmersion total) o la mejora

del rendimiento (una etapa o de multiples etapas).

2.3.2 Extraccion en etapas multiples

Dentro de la literatura de ingenieria quimica se plantea que, para transferir mas soluto
se puede repetir el contacto en una sola etapa mezclando la corriente de salida del refinado Rj
con disolvente de una etapa anterior de extraccion Sj, como se muestra en la figura 2.5, este
modo de operacion permite usar menos disolvente y, obtener una corriente de extracto de
salida mas concentrada, generalmente se usa el contacto a contracorriente en etapas multiples
(Geankoplis, 2010).

12
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Figura 2.5. Diagrama de flujo del proceso para lixiviacion a contracorriente en etapas
multiples (Castillo, 2012).

2.4 Extractos de hojas de moringa

Como se ha reportado anteriormente, las hojas de moringa contienen compuestos
bioactivos de interés en la industria alimentaria y farmacéutica, sus propiedades se han
aprovechado principalmente en forma de extracto, ya sea en base acuosa o en alcohol
(Krishnaiah et al., 2011). Los extractos de hojas de moringa se han aprovechado en medicina
tradicional para el tratamiento de diferentes enfermedades (Chumark et al., 2008; Jaiswal et
al., 2009), o para la inhibicion de microorganismos (Singh y Sharma, 2012), aunque también
existen reportes que evaluan su funcién como antioxidante en alimentos (Reddy et al., 2005)

y como fuente de enriquecimiento nutritivo (Verdugo et al., 2010; Castillo 2012).

13
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4
j |

Figura 2.6. Extracto de moringa oleifera en base etanol-agua (80% p/p).

2.5 Secado por aspersion

El método de secado por aspersion se basa en atomizar la solucién que va a ser secada
en forma de gotas muy finas, en el seno de una corriente de gas caliente que generalmente
es aire o nitrégeno en ciclo cerrado. Se forman particulas de geometria esférica, con aspecto
de esferillas huecas con un diametro que puede estar entre los 20 ym y hasta los 200 ym
(Masters, 1991; Perry y Green, 1999).

El aire caliente introducido al secador alcanza una temperatura que oscila entre 100 y 200 °C.
A pesar de las altas temperaturas del gas de secado, las gotas del liquido atomizado no
alcanzan la temperatura de entrada debido a la corta duracion del secado, lo que evita la
degradacion del producto, ya que, a pesar del aporte de aire caliente, este sustrae calor por la
vaporizacion del disolvente. (Darr, 1981; Voigt 1982). Este método se puede utilizar en
operaciones de recubrimiento de sdélidos y liquidos porque a medida que se evapora el
disolvente, el material de recubrimiento envuelve las particulas, lo cual es util para encapsular

compuestos volatiles y mejorar la estabilidad.

14
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Una ventaja del secado por aspersién es la microencapsulacién utilizando diferentes
materiales de soporte como goma arabiga, almidon, silice y maltodextrina, entre otros y

posteriormente sometiéndolas al proceso de secado (Darr, 1981).

Los principales encapsulantes utilizados para este método son: carbohidratos (almidén y
derivados, maltodextrinas, jarabes de maiz, sacarosa, dextrana, ciclodextrinas,
carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, nitrocelulosa, acetilcelulosa); gomas (arabiga,
mezquite, guar, alginato de sodio, carragenina); lipidos (ceras, parafinas, grasas, acido
estearico, tristearina, mono y diglicéridos) y proteinas (gelatina, proteina de soya, caseinatos,
suero de leche, zeina, gluten, caseina). Estos encapsulantes deben tener la capacidad de
proporcionar una emulsion estable durante el proceso de secado por aspersion y tener buenas
propiedades de formacion de pelicula para proveer una capa que proteja al ingrediente activo
de la oxidacion. (Goud y Park, 2005; Yoshi, y Soottitantawat, 2001).

Vazquez en el 2011, evaluo el efecto de las variables del proceso de secado por aspersion en
ciclo cerrado a diferentes temperaturas de entrada (130 y 140 °C) y salida (60 y 70 °C) sobre
el rendimiento, el contenido de humedad, la actividad de agua, la retencién de compuestos
bioactivos (fendlicos totales, carotenoides, acido ascérbico) y la actividad antirradical de
extractos etandlicos de hojas de Moringa oleifera, utilizando como gas de secado nitrégeno.
Evalué 3 diferentes materiales de soporte en diferentes proporciones respecto al contenido de
sélidos del extracto (66.67 y 50 % de maltodextrina, 33.33 y 23.08 % de [(B-ciclodextrina y silice
precipitada) como resultados obtuvo que los compuestos estudiados fueron preservados
empleando un 66.7 % de maltodextrina a temperatura de entrada de 140 °C y de salida de 60
°C.

2.6 Almacenamiento y vida util

Un proceso fundamental en la industria alimentaria es el almacenamiento, este tiene
como funciones principales la preservacion de la calidad y la extension de vida atil del alimento.
Al implementar adecuadamente las condiciones adecuadas de almacenamiento se inhibe el
crecimiento microbiano y se pueden conservar las caracteristicas fisicas, quimicas y

sensoriales del producto (Temiz, 2010).
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El contenido de nutrientes en un alimento es una de las caracteristicas principales de las que
depende la calidad y valor nutritivo del alimento. Los estudios de vida util son importantes para
definir la duracién de un alimento, son necesarios para no sub o sobre dimensionar el tiempo
que realmente dura el producto La vida util de un alimento se define como el tiempo finito

después de su produccion en condiciones controladas de almacenamiento (Temiz, 2010).

Los diversos métodos de conservacion de alimentos se basan en el control de una o
mas de las variables que influyen en la estabilidad del producto. Los principales factores que
afectan la calidad y vida util de un alimento son especialmente el material de empaque, la
luminosidad, la HR, la temperatura, la ay, del producto y el tiempo de almacenamiento, todos
estos factores provocan diferentes cambios fisicos, quimicos y microbioldgicos que se
manifiestan en alteraciones de color, consistencia, textura y contenido nutricional. Controlar
estos factores puede conducir a la optimizacién de la vida util del producto, asi como las
predicciones relacionadas a la degradacién de compuestos de interés presentes en un
alimento. (Budai, 2006).

Los principales factores que influyen sobre la calidad del producto durante el

almacenamiento se discuten a continuacion.

2.6.1 Humedad relativa

El secado de alimentos es un proceso ampliamente utilizado desde la antigiiedad para
la conservacién de alimentos, sin embargo el almacenamiento de los alimentos debe
efectuarse en condiciones de baja HR, se denomina HR a la cantidad de vapor de agua
presente en el aire, una humedad relativa elevada favorece el crecimiento de los
microorganismos, especialmente de aquellos que se encuentran en la superficie, la humedad
presente en la atmdsfera aumenta la cantidad de agua del alimento, aumentando asi el riesgo

de proliferacion microbiana.

Yan-li Xie et al., (2006), estudiaron la influencia de la HR sobre la retenciéon de vitamina A
disuelta en aceite de coco secado por aspersion durante el almacenamiento. Almacenaron a
temperatura ambiente (25°C) durante 30 dias a tres HR: 33, 60 y 86% utilizando diferentes
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soluciones sobresaturadas para cada HR de estudio. Los resultados mostraron que a medida
que aumenta la humedad relativa aumenta el porcentaje de degradacion de vitamina A. Por
otro lado, Enriquez et al., (2013) evaluaron la estabilidad de fenoles totales en polvo de cascara
de manzana durante el almacenamiento, utilizando dos materiales de empaque polietileno de
alta densidad (HDPE) y peliculas metalizadas (PM), y 25 °C controlando la HR:70% durante
un periodo de120 dias, estimo el tiempo de vida mediante ecuaciones de primer orden como
resultado obtuvo t 12: PM: 298 £+ 18.41 dias y HDPE: 120 + 4.59 dias.

Bakowska-Barczak, (2010) evalué la estabilidad de polifenoles en extracto de grosella negra
secada por aspersion, almacenaron en soluciones saturadas de MgCl. y Mg (NOs), con el fin
de proporcionan valores de humedad relativa de 32.8% y 52.3%, respectivamente, estas
humedades relativas fueron elegidas con base al agua critica. actividades de zumo de acai en
polvo determinadas en un trabajo previo por. (Tonon et al., 2009) temperaturas: 25 y 35 °C,
que es una de las temperaturas recomendadas por Labuza y Schmidl, (1985) para estudios

acelerados de vida util.

Liang et al, (2013) evaluaron la degradacion del polvo de nanoemulsién secado por
pulverizacién almacenado en una botella de vidrio de 10 ml con una capa delgada, y colocado
en un desecador con HR constante de 11, 33, 52, 75y 97% a 25 °C en condiciones de
obscuridad, las retenciones de betacaroteno mostraron los valores mas bajos (23.67 y 26,71%)
a HR 75%. Resultados similares fueron obtenidos por Serris et al., (2001) que la HR mostré
un efecto significativo en la estabilidad de almacenamiento a mayor porcentaje HR la

degradacion de betacarotenos aumentaba.

2.6.2 Temperatura

La temperatura es un factor relevante e importante en la estabilidad y la seguridad
alimentaria, puesto que actua como acelerador en reacciones de degradacion. Un mal control
de la temperatura durante el almacenamiento de los alimentos apunta como la principal causa

de descomposicion y baja calidad de un alimento. (Aguayo, 2003).

Fang et al, (2011), evaluaron el efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la
retencion de fenoles totales (TPC) y antocianinas en jugo de cereza secado por aspersion

utilizando como material encapsulante maltodextrina DE 10. Las temperaturas de
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almacenamiento fueron: 4 °C, 25 °C y 40 °C durante 6 meses. Los resultados indicaron que el
polvo debe almacenarse a temperaturas menores de 25°C para obtener una mayor estabilidad

de polifenoles.

Bakowska-Barczak, (2010) evalud la estabilidad de polifenoles en extracto de grosella negra
secada por aspersion utilizando maltodextrina como material de pared, almacendé a dos
temperaturas 8 y 25 °C durante 12 meses en botellas de color marron La estabilidad de los
polifenoles encapsulados durante 12 meses a ambas temperaturas mostraron estabilidad en
polifenoles sin embargo los polifenoles a 8 °C mostraron una degradaciéon menor con respecto

a las muestras almacenadas a 25° C.

Coronel-Aguilera et al., (2014) evaluaron la estabilidad de una emulsién que contenia 0.06 g
de b-caroteno / 100 g de emulsion secada por aspersion, polvos recubiertos se almacenaron
en botellas de vidrio ambar con tapones, vaciados con nitrégeno, y almacenados a 4, 25 y 45
°C a determinar el efecto de la temperatura de almacenamiento en el color y contenido de
carotenoides. Se siguid la degradacion del color y carotenoides la temperatura de
almacenamiento mas alta, 45 C, tuvo la mayor influencia en la degradacién del color y
carotenoides. Las muestras almacenadas a 45 C mostraron un aumento continuo en el angulo
de tono, mientras que la diferencia de color y croma disminuyé continuamente a través del

tiempo.

2.6.3 Luminosidad

La accion intensa de la luz sobre los compuestos fotosensibles como es el caso de la
clorofila y carotenoides induce su ruptura con la formacion de compuestos incoloros de bajo
peso molecular. Estas reacciones de degradacion tienen mucha importancia en la industria
alimentaria ya que el producto pierde, ademas de su funcion biolégica y nutricional, su color
caracteristico. Existen investigaciones en las que se estudia la relacién existente entre la
pérdida de pigmentos y la exposicién a la luz, encontrandose que debido a la iluminacién con
luz fluorescente sigue un modelo de degradacion de primer orden (Espinoza y Asis, 1994;
Aguayo, 2003).

En envases transparentes, el efecto de la luz se torna un factor de suma importancia en la

conservacion del producto, ya que la formacion de iniciadores de reaccion depende de la
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energia absorbida y ésta varia de acuerdo con el tipo de material del envase. La radiacién
ultravioleta es mas eficiente en la activacién de la oxidacién y el efecto protector del envase
dependera de su capacidad de impedir la entrada de este tipo de radiacion (Espinoza y Asis,
1994).

Wagner et al., (1995), evaluaron el efecto de la luz sobre la cinética de degradacion de
carotenoides en pulverizado de zanahorias, almacenando la muestra a 25°C y 45°C en
presencia de luz (2150 lux) y oscuridad durante 56 dias. Los resultados mostraron un 90% de
degradacion de carotenoides en condiciones de luz y obscuridad a 44°C mientras que para el
tratamiento almacenado en condiciones de obscuridad a 25°C solo se degradd un 33% de

carotenoides con respecto al porcentaje inicial.

Chen et al., (1996) realizaron investigaciones sobre la estabilidad de los carotenoides y la
vitamina A durante el almacenamiento del jugo de zanahoria, se sometié a un almacenamiento
claro y oscuro a 4, 25y 35 ° C durante 3 meses. Los resultados mostraron que las cantidades
de luteina, a-caroteno, B-caroteno y vitamina A en el jugo de zanahoria disminuyeron al
aumentar la temperatura de almacenamiento. La luz puede fue mas destructiva para los
carotenoides que la oscuridad. Los isdmeros carotenoides 9-cis fueron los principales tipos
formados en el jugo de zanahoria en condiciones de luz, mientras que los tipos 13-cis fueron

favorecidos durante el almacenamiento en la oscuridad.

2.6.4 Material de empaque

Un empaque cubre las funciones de contener y proteger un producto para su consumo,
transporte y venta, los materiales que se utilizan tradicionalmente en la industria alimentaria
son principalmente polimeros (Tabla 2.2) a partir de hidrocarburos, los cuales involucran
diferentes factores como son, tamano, resistencia mecanica, transmision de gases y/o
permeabilidad, humedad y compatibilidad con el alimento, por otro lado los empaques estan
destinados no solo a proteger el producto, sino también a tomar en cuenta la duracion del

tiempo de almacenaje, distribucién y condiciones de almacenaje de éste (Reilly y Man, 1994).

Davoodi et al., (2007) evaluaron el efecto de diferentes materiales de empaque sobre la
degradacién de licopeno en microcapsulas obtenidas mediante secado por aspersion durante

el almacenamiento, los materiales de empaque utilizados fueron LDPE y MP a temperatura
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ambiente (24°C) durante 6 meses, como resultados obtuvieron que la pérdida de licopeno fue

de 10-20% mayor en empaques LDPE en comparacion con la muestra almacenada en MP.

Tabla 2.2. Velocidad de transmision de vapor de agua y oxigeno de peliculas de
polipropileno (OPP). (Adaptado a Reilly y Man, 1994).

Material OTR® WVTR®
(cm*m?3dia atm) (g/m2dia)
Polipropileno 1500 5.5
Cubierto de acrilico 650 4.0
Metalizado 120 0.8
cloruro de polivinilideno 16 5.0
Metalizado / recubierto de 1-2 1.0-1.5
acrilico 21 ym

223 °C 90% HR
b 38 °C 90%
OTR=Velocidad de transferencia de oxigeno
WVTR=Velocidad de transferencia de vapor de agua

El polietileno, en todas sus formas ofrece una proteccion contra la humedad, es facil
de sellar mediante calor y conserva su flexibilidad a bajas temperaturas. Presenta alta
resistencia al impacto, resistencia térmica, resistencia quimica, tiene una mayor flexibilidad en
comparacion con el polietileno de alta densidad y su coloracion es transparente, aunque se
opaca a medida que aumenta su espesor, es utilizado en la industria farmacéutica y alimentaria

para el almacenamiento de productos derivados de dicha industria (Reilly y Man, 1994).

Los empaques metalizados son un termoplastico versatil de gran utilidad, que posee un
equilibrio entre resistencia térmica y quimica, su estructura esta compuesta de poliéster, tintas,
adhesivos y polietileno. El poliéster actia como una barrera contra la humedad, posee alta
resistencia a la ruptura y a las altas temperaturas. Las tintas funcionan como barreras contra
la luz. El adhesivo tiene la funcién de unir las capas de los demas materiales. (Henriquez et
al., 2013).

Entre los materiales empleados en la actualidad para la conservacion estan las peliculas
poliméricas permeables (Kader, 2002) y, dentro de este grupo, las mas empleadas son las de

polietileno de alta densidad (HDPE), por su facil produccion y bajo costo. Le siguen las
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peliculas de polietileno de baja densidad (LDPE), polipropileno (PP), cloruro de polivinilo (PVC)
y poliestireno (PS) (Henriquez et al., 2013).

Dayron, (2006) evaluaron la estabilidad de mora almacenado en dos materiales de empaque:
bolsas de PP calibre 2 y HDPE calibre 2 utilizaron una camara de empaque de alimentos,
donde se aplico un vacio de 90%, la temperatura de almacenamiento fue a 4 °C y la HR vari6
entre 90% y 95%, los resultados obtenidos muestran que el tiempo de vida media de las moras

es mayor por 10 dias en HDPE que en PP.

2.6.5. Actividad de agua

La estabilidad fisica, quimica y microbiolégica de los alimentos depende en gran
medida del contenido de agua y su interaccion con ingredientes alimentarios. Reid, (2007)
define a, como la relacion de la fugacidad del agua en un sistema entre la fugacidad del agua
liquida pura a la misma temperatura, donde la fugacidad es una medida de la tendencia de
escape de una sustancia en un sistema termodinamico en equilibrio. La actividad de agua es
considerada como un parametro importante en la conservacion de alimentos porque a partir
de este factor dependen las alteraciones fisicoquimicas y microbiolégicas que pueden ocurrir
durante la conservacion y almacenamiento de un producto alimenticio. La actividad del agua
(a,,) es una propiedad de equilibrio del agua en alimentos y otros materiales la cual se define
como la relacion de la presion parcial de vapor del agua en el sistema (P) y la presion parcial
de vapor del agua pura (P,) a la misma temperatura, o la humedad relativa (HR) de equilibrio

del aire que rodea al sistema a la misma temperatura, como se muestra en la ecuacién 1.

a, =—=— Ec.1

Por lo tanto, un valor de aw = 1 indica que el 100% del agua esta disponible, un valor "cero"
indica que no hay agua disponible para el crecimiento microbiano, quimico o enzimatico. La
relacion entre el agua y las especies quimicas contenidas en los alimentos se reflejan en las

propiedades de sorcién de los alimentos (Figura 2.7). El agua libre o no ligada pertenece a la
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zona lll esta se encuentra en macrocapilares de un alimento, forma parte de los compuestos
de bajo peso molecular, es la mas abundante, facil de congelar, secar ligeramente y evaporar
durante el periodo de deshidratacién a velocidad constante del alimento de forma natural
después de la cosecha, y su eliminacion reduce la actividad del agua a 0.8. En la zona I, el
agua fisicamente ligada se localiza en capas internas y estructurales del alimento
(microcapilares), se logra eliminar con procesos de secado y se llegan a obtener valores de
aw hasta 0.25. Finalmente, el agua quimicamente ligada en la zona | equivale a las capas
monomoleculares y es la mas dificil de eliminar mediante los procesos de secado, su presencia
ejerce un efecto protector, sobre todo contra las reacciones de oxidacion de lipidos, porque

actua como barrera del oxigeno y los alimentos tienen una vida Gtil maxima (Badui, 2006).

En la Figura 2.7 se observan los cambios que presentan los alimentos en relacion a su aw
como son: a) Oxidacién de lipidos; b) Reacciones hidroliticas; c) Oscurecimiento no
enzimatico; d) Isoterma de adsorcion; e) Actividad enzimatica; f) Crecimiento de hongos; g)
Crecimiento de levaduras, y h) Crecimiento de bacterias. (Roos, 2007) sefialé que la ay es una
medida bien establecida para controlar la capacidad del crecimiento de varios
microorganismos en los alimentos, asi como la temperatura y el pH. Labuza y Altunakar, (2007)
mencionan que los limites de los valores criticos de a, mas importantes son 0.6 para el

crecimiento de cualquier microorganismo y 0.86 para el crecimiento de bacterias patégenas.
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Figura 2.7. Cambios que ocurren en los alimentos en funcién de la aw.

El agua contenida en la region de monocapa, es mantenida por fuertes enlaces hidrofilicos en
sitios polares del alimento, lo que hace que no se encuentre disponible para solvatar
reactantes. En la segunda region de la figura 2.7, el agua se encuentra mas débilmente ligada
mediante enlaces de hidrogeno dentro de los poros o estructura de la matriz, y su movilidad
se incrementa; por lo que la velocidad de reaccién (descomposicién o degradacidén) aumenta,
ya que el agua actua como un medio en el cual existe suficiente movilidad de los reactantes,
permitiéndoles interaccionar por lo tanto el contenido de humedad en los alimentos afecta en
la calidad y la actividad microbiana del producto durante el almacenamiento. En la industria
alimentaria es muy importante comprender el comportamiento del agua en los alimentos para
disefar estrategias efectivas para su manejo, transporte y almacenamiento. (Vasquez et al.,
2013; Badui, 2006).

2.7 Modelo para la cinética de degradacién de alimentos

Se ha encontrado que el deterioro de los alimentos generalmente sigue modelos de
primer orden en este caso la velocidad de reaccion es directamente proporcional a la

concentracién de una Unica especie A y es independiente de las concentraciones de todas las
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demas. (Labuza, 1984; Labuza, 1985; Pozo, 1992; Casp y Abirl, 1999). Por lo tanto, la

ecuacion de la velocidad de reaccion sera presenta en la ecuacion (2).

[Cc]=[Co] e Ec. 2

Donde (k) es el coeficiente de velocidad especifica, [Co] representa la concentracién del
reactivo A al iniciarse la reaccién, es decir, cuando t=0, y [C] es la concentracién del mismo
en el instante (t) cualquiera. Existen muchas reacciones que siguen este tipo de

comportamiento. Entre ellas son frecuentes las descomposiciones y las isomerizaciones.

Tonon y brabet, (2009) evaluaron la estabilidad antioxidante y antocianinas del jugo de acai en
polvo secado por aspersion y determinaron las constantes de velocidad de degradacion
mediante ecuaciones de primer orden. Matioli y Rodriguez, (2002), Wagner et al., (1995), y
Desobry y Labuza (1997), obtuvieron las constantes de velocidad de degradacion en licopeno
microencapsulado y beta-caroteno, respectivamente observando un comportamiento de

primer orden.

Sharma, (1996) estudio la cinética de degradacion del licopeno en la pulpa de tomate durante
el almacenamiento a diferentes temperaturas con y sin exposicion la luz, la cinética de la
degradacién del licopeno siguié una reaccién de primer orden, la pérdida de licopeno aumenta

con la exposicion del tomate a la luz y alta temperatura de almacenamiento.
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El extracto seco de Moringa oleifera contiene fitoquimicos de interés para la industria
farmacéutica y alimentaria debido a su actividad antioxidante (Pinheiro et al., 2008), los cuales
desempenan un papel esencial en la proteccion frente a los fendmenos de dafio oxidativo y
que tienen efectos terapéuticos, incluyendo problemas cardiovasculares y algun tipo de
cancer, enfermedades que son de gran incidencia en paises desarrollados y en desarrollo
(Dillard y German, 2000).

La calidad del alimento puede definirse como la union de propiedades las cuales se diferencian
individualmente y estan influenciadas por el grado de aceptabilidad del alimento por el
consumidor las hojas de Moringa oleifera son una fuente viable de antioxidantes naturales,
identificando principalmente, clorofila carotenoides y compuestos fendlicos (Hsu et al., 2006;
Price, 2007) sin embargo estos compuestos son susceptibles a la degradacién por diferentes
factores como son; humedad relativa; temperatura a, y condiciones de almacenamiento
(Merzlyak y Solovchenko 2002; Kader, 2002;) es por ello que es necesario conocer las
cinéticas de degradacién de los compuestos de interés para determinar su tiempo de vida
media y velocidad de degradacién mediante ecuaciones primer orden (Gidamis et al., 2003;
Sharma, 1996; Yang et al., 2006; Chumark et al., 2008; Labuza y Altunakar, 2007; Singh y
Heldman., 2009). para cada alimento en particular hay un intervalo finito de tiempo después
de la produccién el cual retendra un nivel seguro de calidad organolépticamente requerida,
bajo condiciones de almacenamiento especifico (Reilly y Man, 1994; Serris et al.,2001; Tonon
et al., 2009).

Hasta el momento no se han encontrado reportes que evallen la estabilidad de compuestos
bioactivos en extractos secos de Moringa oleifera durante su almacenamiento tampoco existen
datos cinéticos de degradacion de compuestos bioactivos durante el almacenamiento de

extracto en polvo de Moringa oleifera.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la cinética de degradacién de

compuestos bioactivos de extractos secos de Moringa oleifera.

3.2 Objetivos especificos

* Evaluar el efecto de las condiciones de la humedad relativa y la temperatura sobre la
cinética de degradacién de compuestos bioactivos y la evolucién del color durante el

almacenamiento de extracto seco de Moringa oleifera almacenado en HDPE.

» Evaluar el efecto de la luminosidad sobre la cinética de degradacion de compuestos
bioactivos y la evolucién del color durante el almacenamiento de extracto seco de

Moringa oleifera.

» Evaluar el efecto de la awinicial y de la temperatura sobre la cinética de degradacién
de compuestos bioactivos y la evolucion del color durante el almacenamiento de

extracto seco de Moringa oleifera almacenado en bolsas metalizadas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materia prima

Las hojas de Moringa oleifera fueron cosechadas en el estado de Oaxaca. Fueron
envueltas en papel absorbente en lotes de 2 kg y guardadas en bolsas para su transporte a la
ciudad de Veracruz, Ver., en la unidad de investigacion y desarrollo de alimentos (UNIDA) del
ITVer donde se refrigeraron a 5 °C hasta su uso posterior. Las bolsas de polietileno de baja

densidad y laminadas fueron obtenidas de la empresa ULINE S.A. de C.V.

4.2 Reactivos y solventes

El 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), 2,2° Azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfénico (ABTS), persulfato de potasio, reactivo de Folin-Ciocalteu, carbonato de sodio, acido
metafosférico, acido galico, Trolox, bicarbonato de sodio y clorofila, se adquirieron en Sigma-
Aldrich. El hexano, la acetona y el metanol absoluto fueron adquiridos en J.T. Baker, México;
el etanol absoluto, celite, oxido de magnesio, sulfato de sodio anhidro, cloruro de sodio y
carbonato de potasio en Reactivos Golden Bell. Todos los solventes utilizados en este estudio

fueron de grado analitico.

4.3 Secado de hojas de moringa

Para realizar el secado de hojas de Moringa se utilizé el secador por lecho fluidizado
Apex Modelo SSE65 (Figura 4.1). Se colocaron 150 g de hoja fresca en el secador controlando

la temperatura a 55°C y velocidad del aire 1.5 m/s segun lo descrito por (Pérez, 2013).
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Figura 4.1. Secador de lecho fluidizado por lote marca Apex.

4.4 Obtencion del extracto

Se realizé una extraccion multietapas a contracorriente utilizando como solvente de
extracciéon etanol-agua (80:20 p/p). Se utilizé un agitador modelo MaxQ4450 (Figura 4.2), a
150 rpm y 57 °C durante 120 minutos (Vazquez, 2013), el extracto se almacend en garrafas

de 20 L a -32 °C en un ultra-congelador hasta su uso posterior.

Figura 4.2. Agitador modelo MaxQ4450.
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4.5 Secado por aspersion

El extracto se deshidraté mediante un secador por aspersion (BUCHI B-290) acoplado
a una bomba de calor (BUCHI B-295) y un equipo deshumidificador (BUCHI B-296), utilizando
como gas inerte nitrégeno. Las temperaturas de entrada y salida de secado fueron 140 °C y
60 °C respectivamente. El material de soporte utilizado fue maltodextrina DE10 y silice en una

relacién 1:3, por cada gramo de sélidos en el extracto alimentado al secador por aspersion.

4.6 Acondicionamiento de la muestra y almacenamiento

El polvo se empacé en dos materiales diferentes: polietileno de baja densidad (LDPE)
y pelicula metalizada (PM). Se colocaron aproximadamente 4 g del polvo en cada bolsa (180
bolsas LDPE y 180 bolsas PM). Todas las muestras se empacaron al vacio con una selladora
Food and saver F3830.

4.6.1 Modificacion de la Humedad relativa

Se utilizé una solucion sobresaturada de carbonato de potasio (K.CO3) y NaCl para
mantener una atmosfera con una humedad relativa del 40% y 80% respectivamente en un
recipiente hermético. Para corroborar la humedad relativa se tomd una pequeha muestra de
la solucién sobresaturada y se midié la ay en un equipo AQUALAB, DECAGON, Devices,

modelo Series 3.

4.6.2 Modificacion de la ay de la muestra

Se utilizé una solucion sobresaturada de KoCOs3 la cual junto con las muestras fue

colocada en un desecador hasta que estas alcanzaron la aw de 0.4. Para verificar la actividad
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de agua final de las muestras se tomé aproximadamente 1 g y se midié su awen un equipo
AQUALAB, DECAGON, Devices, modelo Series 3.

4.6.3 Almacenamiento

Las muestras fueron almacenadas bajo diferentes condiciones y empaques:

e Empacadas en pelicula metalizada: se almacenaron a tres temperaturas 5 °C
(refrigeracion), 22 °C (ambiente climatizado) y 40 °C (incubadora BERTUZZI, modelo
2100).

e Muestras empacadas en LDPE: fueron mantenidas a dos humedades relativas 40 %
(K2COs3) y 80% (NaCl) a 5 °C, 22 °C y 40°C.

Figura 4.3. Extractos secos de moringa almacenados en empaque de polietileno de
alta densidad a diferentes humedades relativas (HR).

* Otro grupo de muestras se almacenaron en polietileno de baja densidad (LDPE) fueron
expuestas a diferentes niveles de luminosidad: 1300 Lux (luz natural), 300 Lux (luz
artificial) O Lux (obscuridad). Todas las muestras fueron almacenadas a temperatura
ambiente (22 °C).
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Figura 4.4. Extractos secos de moringa almacenados en empaque de polietileno de
alta densidad a diferentes niveles de luz y temperatura ambiente.

4.7 Analisis fisicos y quimicos

Los analisis realizados fueron: actividad antirradical por los métodos ABTS y DPPH,
determinacion de clorofila, carotenoides, y fenoles. El muestreo se realizé cada 15 dias durante
seis meses, tomando como tiempo cero el dia 1. Las determinaciones se realizan a partir de
un extracto, el cual se obtuvo a partir de 0.5 g de polvo disuelto en 25 mL de metanol-agua al
80%(p/p), sénicado por 30 min y posteriormente filtrado con papel filtro Whatman No. 4. Para
las determinaciones de humedad, color y aw se utilizé una muestra en polvo tomada

directamente del empaque en el que fue almacenada.

4.7.1 Determinacion del contenido de sélidos

Se tomaron dos alicuotas de 5 mL del extracto a secar. Se concentraron en un
rotaevaporador R-200/205 a una presion manométrica de 170 mbar y 40 mbar a una
temperatura del bafio a 40 £ 1 °C. Finalmente se llevo a peso constante en la estufa a 60 + 1
°C y presién manométrica de 600 mbar. El porcentaje de sdélidos se calculd por diferencia de
peso. Se realizé la determinacion de sélidos en el extracto ya que a partir de esta informacion

se calculd la cantidad de material de soporte a adicionar al extracto.
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4.7.2 Determinacion del contenido de fenoles totales

La determinacién de fenoles se realizé por el método de Folin-Ciocalteu de acuerdo a
lo descrito por Chumark et al. (2008). Se tomaron 100 uL de extracto y adiciono 6 mL de agua
destilada, se agité durante 10 s. Se adicionaron 0.5 mL del reactivo Folin-Ciocalteau y se
mezcld por 20 segundos. Después de 5 min, a la mezcla se adicion6 1.5 mL de una solucién
acuosa de Na2CO3 al 20% previamente realizada y se volvié a agitar la mezcla. Finalmente,

la mezcla se llevd a 10 mL con agua destilada.

La solucion se dejé reposar durante 2 h en una incubadora a 25 + 1 °C, tiempo estimado en
que la reaccion llega al equilibrio y posteriormente se realizaron las lecturas
espectrofotométricas a 765 nm. La curva de calibracién se realizé con una solucién stock de
acido galico con el disolvente de extraccion (metanol al 80%) a 1 mg/mL que se diluy6 para
obtener 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05 y 0.025 mg/mL. El blanco se preparé con todos los reactivos a
excepcion de la muestra que fue sustituida por el disolvente de extraccion. Los resultados se
expresan en mg equivalentes de acido galico por cada 100 g de base seca del extracto (mg
EAG/100 g bs).

4.7.3 Cuantificacion de compuestos fenélicos por UHPLC

La cuantificacion de los compuestos fendlicos seleccionados como referencia se realizé
en las muestras almacenadas bajo las condiciones descritas en la seccion 4.6.3. Se extrajeron
muestras de cada uno de los extractos secos de moringa (0.25 g) usando 25 mL de una mezcla
80:20 (v/v) de metanol: agua. Cada muestra se sonicé en un procesador ultrasénico (Hielscher
Ultrasonics Gmb; mod. UP200S; Berlin, Alemania) operado a 200 W y 24 kHz durante 10 min
a 30 °C. Todas las muestras obtenidas a partir del extracto seco, y una alicuota del extracto
de moringa alimentado al secador, se filtraron con un filtro de jeringa de nylon de 0.2 um
(Membrane Solutions; Dallas, EE. UU.) y se analizaron 3.0 uL mediante un sistema UHPLC
(Waters Corp., ACQUITYTM, UHPLCTM H-Class; Milford, MA, EE. UU.) para determinar la
concentracién de compuestos fendlicos. El sistema UHPLC estaba equipado con un sistema
de bomba cuaternaria, un muestreador automatico con control de temperatura ajustado a 15

°C, un horno de columna ajustado a 47 °C para la separacion cromatografica y un detector de
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matriz de fotodiodos (Waters Corp., PDA100; Milford, MA, EE. UU.). El software Empower3™
(Waters Corp.; Milford, MA, EE. UU.) se usé para controlar el equipo y para la adquisicion de
datos. La columna analitica fue una Waters ACQUITY UPLC BEH C18 (100 mm de longitud,
2.1 mm de diametro interno, 1.7 ym de tamafio de particula). El detector PDA se establecio en
el rango de longitud de onda de 200-400 nm para el escaneo 3D, con una tasa de recopilacién
de datos de 40 pts-s-1 para la identificacién de los compuestos. Para las integraciones de los
picos y la cuantificacién de los compuestos, el detector PDA se ajusté a 260 nm. Se empled
un método cromatografico reportado previamente por Ruiz-Rodriguez et al., (2017). La fase
moévil fue agua acidificada (acido acético al 2%, disolvente A) y acetonitrilo acidificado (acido
aceético al 2%, disolvente B), y se us6 un flujo de disolvente de 0.6 mL-min-1. El gradiente
utilizado para la separacion cromatografica fue el siguiente (tiempo, disolvente B): 0 min, 0%;
3.0 min, 5%; 4.0 min, 10%; 4.5 min, 10%; 5.0 min, 20%; 7.0 min, 20%; 8.0 min, 30%; 10.0 min,
30%; seguido de un lavado de la columna de 5 min con 100% de B. La identificacion de
compuestos fendlicos en las muestras se logré inicialmente comparando los tiempos de
retencion y los espectros de absorcion UV-Vis con los del estandar. Los compuestos fendlicos
individuales (quercetina-3-rutinédsido y kaempferol-3glucdsido) se cuantificaron basandose en
el area detectada del pico de las muestras frente a sus respectivas curvas de calibracion del

estandar puro (Apéndice C). Todas las determinaciones se llevaron a cabo por duplicado.

4.7.4 Evaluacion de la actividad antirradical por ABTS

Para la formacién de radicales, a una solucién acuosa de persulfato de potasio (0.0066
g en 5 mL) se le adicioné una solucion de ABTS (0.0384 g en 5 mL de agua) y se dejo en
oscuridad durante 16 h a 25 + 1 °C. Esta solucién se diluyé con etanol absoluto hasta alcanzar
una absorbancia de 0.7 £ 0.05 a 734 nm, en una proporcion radical ABTS: etanol absoluto de
1:100. Para la determinacién se colocaron 980 pL del radical diluido y se adicionaron 20 yL de
extracto, después de 7 minutos se midio la absorbancia a 734 nm (Re et al., 1999). La solucién
testigo se obtuvo afadiendo 20 uL del disolvente de extraccion en lugar del extracto. El

porcentaje de inhibicion se calculd utilizando la siguiente ecuacion:

%AAR = [1 - i—’:] 100 Ec. 3
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Donde AAR es la actividad antirradical, Am la absorbancia de las muestras y Ar la absorbancia
del blanco. Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de Trolox por cada
100 g de base seca del extracto (mg ET/100 g bs). La curva de calibracion se obtuvo a partir
de una solucion stock de Trolox en metanol al 80% de 1 mg/mL, la cual se diluyé con el mismo

disolvente para obtener 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 y 0.1 mg/mL de concentracion.

4.7.5 Evaluacion de la actividad antirradical por DPPH

La determinacién se realizé con 3.9 mL de solucion de DPPH (1,1-difenil-
2picrilhidrazilo) (concentracion: 0.025 mg/mL MetOH) y 0.1 mL de extracto, segun lo descrito
por Siddhuraju y Becker, (2003). La mezcla se dejo incubar en la oscuridad durante 90 minutos
a 25+ 1 °C. La disminucién en la absorbancia se midié a 517 nm. La solucion de referencia se
preparé con 0.1 mL del disolvente de extracciéon en lugar del extracto y 3.9 mL de solucién de
DPPH.

El porcentaje de inhibicion se calcularon mediante la Ec. 3 y los resultados se expresa como

miligramos equivalentes de Trolox por cada 100 g de base seca del extracto (mg ET/100 g bs).

4.7.6 Determinacion del contenido de carotenoides totales

La extraccion, separacion y cuantificacion de carotenoides totales en las muestras
secas obtenidas por secado por aspersién y de los productos deshidratados se realizé de
acuerdo a la siguiente metodologia descrita por por Ranganna (1999) y por Rodriguez (2001)
se peso una porcién de 0.5 g de la muestra seca, se adicionaron 20 mL de una mezcla de
acetona-hexano (30:70) en un matraz erlenmeyer para sonicar inmediatamente durante 15
min, posteriormente decantar el sobrenadante y particionar en un embudo de separacién
haciendo lavados con agua saturada con NaCl para remover la acetona y material de soporte.
Se recuper?¢ la fase superior y se reconstituyé con hexano a 20 mL, se colocaron los 20 mL de
extracto en un embudo de separacion y se adicionaron en una relaciéon 1:1 v/v una solucién
metanolica de hidréxido de potasio al 20 % para separar bandas de xantofilas, productos de la

oxidacion de carotenos, y clorofilas las cuales permaneceran en la parte inferior del embudo
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de separacién y en la parte superior carotenoides. Se recuperd la fase superior y se

reconstituyd con hexano, se midié la absorbancia a 445 nm.

La técnica se basa en que la mayoria de los carotenoides exhiben una absorcion en la regiéon
visible del espectro entre 400 y 500 nm y al obedecer la ley de Lambert-Beer (es decir, la
absorbancia es linealmente proporcional a la concentracion), las mediciones de absorbancia
se pueden usar para cuantificar la concentracion de un carotenoide puro (estandar) o para

estimar la concentracion de carotenoides totales contenidos en una mezcla o extracto.

Calculos

__ [ATotai*v*10000]
- w2500

Ca Ec. 4

Donde:

Ca = Concentracion de carotenoides (mg/qg)
v = Volumen (ml)

Arotar = Absorbancia de la muestra

w= Gramos de muestra (g)

4.7.7 Determinacion del contenido de clorofila

La determinacién de clorofila a 'y b se realizé con base en el procedimiento descrito por
(Handsman 1973), con ligeras modificaciones. Se prepard un extracto de la muestra, para lo
cual se peso una porcion de 0.5 g de la muestra seca, se adicionaron 25 mL de una mezcla
de acetona-hexano (30:70) en un matraz erlenmeyer para sonicar inmediatamente durante 25
min, posteriormente se decanto el sobrenadante y se particioné en un embudo de separacion
haciendo lavados con agua saturada con NaCl para remover la acetona y material de soporte.
Se recupero la fase superior y se reconstituyo con hexano a 25 mL, se realizaron las diluciones
necesarias para obtener una absorbancia alrededor de 0.8 a 665 nm. Para clorofila a y como
blanco se empled hexano en lugar del extracto. Los resultados se expresan en mg/mLde

muestra.
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La cuantificacion de clorofilas se realiza aplicando las Ec. 5 (Vernon,1960), expresada en

mg/L.

ClOTOfila a= 25'38A662 + 3.64‘A645 ECS

Dénde: A corresponde a la absorbancia de la muestra.

4.7.8 Determinacion del contenido de humedad

La determinacion del contenido de humedad de las muestras se realizé mediante el
método gravimétrico indirecto de estufa al vacio propuesto por la AOAC 32.1.03. (2006). Se
tomaron muestras de aproximadamente 1 + 0.1 g y se colocaron en charolas de aluminio
previamente llevadas a peso constante y se introdujeron a una estufa de vacio a 60 °C con
una presién de 600 mbar, donde las muestras se mantuvieron hasta llegar a peso constante;
posteriormente, fueron retiradas de la estufa, enfriadas en un desecador y pesadas empleando
una balanza analitica (OHAUS modelo AR2140).

4.7.9 Determinacién de la actividad de agua

La actividad de agua en las muestras deshidratadas se determind a temperatura
ambiente (25 + 1 °C), se tomaron muestras de 0.5 + 0.1 g, y se colocaron en charolas de
plastico las cuales se introdujeron a un medidor de actividad de agua (AQUALAB, DECAGON,

Devices, modelo Series 3).

4.7.10 Determinacion de color

La determinacién de color se realizoé durante seis meses cada 15 dias por medio de un
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colorimetro Hunter Lab con una escala CIE Lab y se reportan mediante los parametros. L, a,
b,HyC.

C =+ a? + b2 Ec.6
b
H= arctan; Ec.7

4.8 Cinéticas de degradacion

Con los datos obtenidos y por medio de ecuaciones de primer orden (Ec. 2, 8 y 9) se
obtuvo la cinética de degradacion de los compuestos de interés: carotenoides, fenoles totales,
clorofila y la actividad antirradical mediante ensayos ABTS y DPPH, asi como la evolucién de

la aw y color en el producto.
k=f(T,L,a,) Ec. 8
CC = Coe_kt E09

Donde C, es la concentracion del compuesto, k constante de primer orden (dia™) la cual puede
estar en funcién de diferentes variables (Temperatura T, luminosidad L y a,,; t es el tiempo
expresado en dias, para obtener el valor de k se traza la recta de minimos cuadrados que se
ajusta a los valores experimentales, representando el logaritmo de la concentracion en funcion

del tiempo, dando como resultado una recta cuya pendiente es — k.
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4.9 Diseno experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental 3 x 2 con dos repeticiones para cada tratamiento
almacenado en pelicula metalizada. La temperatura y aw fueron las variables independientes

evaluadas en diferentes niveles (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Niveles de temperatura y aw evaluados durante el almacenamiento de extracto en

polvo de Moringa oleifera en bolsas metalizadas.

Temperatura (° C) 5 22 40

aw 0.35 0.39 0.35 0.39 0.35 0.39

Para las muestras almacenadas en bolsas de polietileno se evalu6 el efecto de la HR y
temperatura de almacenamiento en diferentes niveles (Tabla 4.2), se utilizé un disefio factorial
completo 3*2 con dos repeticiones para cada tratamiento. La HR y temperatura fueron las

variables independientes.

Tabla 4.2. Niveles de temperatura y HR evaluados durante el almacenamiento de extracto en

polvo de Moringa oleifera en bolsas de polietileno.

Temperatura (° C) 5 22 40
%HR 40 80 40 80 40 80

Para evaluar el efecto de la luz sobre la degradacion de los compuestos bioactivos
almacenados a temperatura ambiente en bolsas de polietileno, se utilizd un disefo factorial
completo 2*2. La aw y la luminosidad fueron las variables independientes evaluadas en

diferentes niveles (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Condiciones de luminosidad evaluadas durante el almacenamiento de extracto en

polvo de Moringa oleifera en bolsas de polietileno a temperatura ambiente.

Oscuridad Luz visible Luz natural

Temperatura ambiente

Las variables de respuesta para todos los tratamientos fueron fenoles totales, kaempherol 3
glucésido, quercetina 3 rutinosido, actividad antirradical determinada por ensayos ABTS y por
DPPH, carotenoides, clorofila, aw, color y humedad, estas determinaciones se realizaron

durante un periodo de 6 meses cada 15 dias. Cada tratamiento fue realizado por duplicado.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se evalud el efecto de las condiciones de almacenamiento de
extractos secos de moringa obtenido mediante secado por aspersion en ciclo cerrado
empleando nitrégeno. Se evaluo el efecto de la temperatura, humedad relativa y la exposicion
a la luz sobre la evolucion de la concentracion de los compuestos bioactivos seleccionados

como referencia. A continuacion, se discuten los resultados obtenidos.
5.1 Cinética de degradacion

El orden de reaccién y las constantes de velocidad de la degradaciéon de compuestos
fendlicos, clorofila, carotenoides y actividad antioxidante se calculd, a partir de los datos
experimentales de concentracion versus tiempo de almacenamiento; realizando un analisis de
regresion lineal simple, para un modelo cinético de primer orden y (Ec. 11). Se determinaron
los valores de tiempo de vida media correspondientes, en funcién de la constante cinética

obtenida a partir de la regresion lineal.
Para determinar el tiempo de vida media (t1) de cada compuesto a una temperatura especifica
2

se utilizé la ecuacion (Ec. 11).

f =22 (Ec.11)

5.1.1 Efecto del tipo de luz sobre la cinética de degradacion de compuestos bioactivos

En las figuras 5.1, 5.2, 5.3, 5.4 5.5, 5.6 y 5.7 se muestran las cinéticas de degradacion de AAR
mediante ensayos ABTS y DPPH, fenoles totales, clorofila, carotenoides totales, quercetina 3
rutinosido y kampferol 3 glucésido respectivamente, en polvo de moringa oleifera almacenado
a diferentes niveles de luz: obscuridad, luz artificial y luz natural. Los datos experimentales

mostraron un ajuste a una cinética de primer orden.

40



Resultados y discusion

5.1.2 Evolucion de la AAR por ensayos ABTS y DPPH durante el almacenamiento a
obscuridad, luz artificial y luz natural de extracto seco de Moringa Oleifera

En las figuras 5.1 y 5.2, se muestran las cinéticas de degradacion de la actividad antioxidante
del extracto seco de moringa oleifera determinado mediante ensayos ABTS Y DPPH. La
constante de velocidad de degradacion aumenta con respecto a los dias de almacenamiento
en los tres tratamientos. Sin embargo, los tratamientos expuestos a luz artificial y natural
presentan una constante de velocidad degradacion mayor con respecto a la constante
obtenida del tratamiento almacenado en condiciones de obscuridad, debido a que la presencia
de luz en el almacenamiento es un activador en reacciones de degradacion lo cual indica la
presencia de metabolitos secundarios y productos de degradacion en el producto final como

lo reporté (Golman et al., 1983).

3.5

3.0 %

2.5 X Obscuridad
_ X
2 20 X Artificial
2e 1 A X
g S . X X X Natural
Z 1.0
)

0.5

0.0

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (Dias)
Figura 5.1. Cinética de degradacioén de la actividad antioxidante en extracto seco de moringa

oleifera, mediante ensayo ABTS almacenado a temperatura ambiente, en empaque de

HDPE y expuesto a diferentes tipos de luz.
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Figura 5.2. Cinética de degradacion de la actividad antioxidante en extracto seco de moringa
oleifera, mediante ensayo ABTS almacenado a temperatura ambiente, en empaque de

HDPE y expuesto a diferentes tipos de luz.

En la tabla 5.1 se presentan la regresion lineal de AAR por ensayos ABTS y DPPH a partir de
los datos experimentales obtenidos de concentracion versus tiempo y el tiempo de vida media
calculado a partir de la ecuacién 11, el tratamiento con mayor retenciéon de actividad
antioxidante y por lo tanto de vida media es el almacenado bajo condiciones de oscuridad
debido al contenido de compuestos fotosensibles en el extracto, la luz solar tiene fotones
energéticos de longitudes de onda mas corta, del ultravioleta. Estos fotones son perjudiciales
a causa de sus interacciones destructivas con moléculas celulares. Se sabe sobradamente

que la luz intensa perturba los procesos metabdlicos de las plantas y alimentos (Gold y
Galdwell, 1983).
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Tabla 5.1. Coeficientes de regresién lineal simple y tiempo de vida media (t ’2) de la AAR por
ensayos ABTS y DPPH de los tratamientos almacenados a temperatura ambiente, en

empaque de HDPE y expuesto a diferentes tipos de luz.

Tratamientos DPPH ABTS
T 2 t1e 2 te
Empaque °C) Luz r (dias) r (dias)
HDPE 22 | Obscuridad 0.9547 192 0.9382 182
HDPE 22 Artificial 0.974 144 0.9083 120
HDPE 22 Natural 0.966 101 0.9392 133

Tabla 5.2. Constantes de velocidad de degradacién de la AAR por ensayos ABTS y DPPH de
los tratamientos almacenados a temperatura ambiente, en empaque de HDPE y expuesto a

diferentes tipos de luz.

Tratamientos ABTS DPPH
Empaque ,,T Luz k 1 k -
(°C) (dia™) (dia™)
HDPE 22 Obscuridad 3.6x10-3°"9 3.4x10-3°"
HDPE 22 Artificial 4.8x10-3° 4.2x10-3%
HDPE 22 Natural 6.8x10-3¢ 5.8x10-3b

En la tabla 5.2 se muestran las medias de los duplicados de las constantes de velocidad de
degradacion para la AAR por ensayos ABTS y DPPH Los valores que comparten letras del

alfabeto no son significativamente diferentes (p < 0.05) unos de otros entre los tratamientos.

5.1.3 Evolucion de la concentracion de fenoles totales, clorofila, carotenoides totales,

quercetina 3 rutinosido y kaempferol 3 glucésido

En las figuras 5.3, 5.4, 5.5, 5.6, 5.7 y 5.8, se muestran las cinéticas de degradacién de fenoles
totales, clorofila, carotenoides totales, quercetina 3 rutinosido y kaempferol 3 glucosido. en

extracto seco de moringa oleifera.
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Figura 5.3. Cinética de degradacion de fenoles totales en extracto seco de moringa oleifera,

almacenado a temperatura ambiente, en empaque de HDPE y expuesto diferentes tipos de
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Figura 5.4. Cinética de degradacién de fenoles totales en extracto seco de moringa oleifera,

almacenado a temperatura ambiente, en empaque de HDPE y expuesto diferentes tipos de

luz.

44



14.0

12.0

10.0

8.0

6.0

4.0

Carotenoides
(mg /100 g bs.)

2.0

0.0

20

40

Resultados y discusion

Obscuridad
Artificial

X Natural

60 80 100 120 140 160
Tiempo (Dias)

Figura 5.5. Cinética de degradacion de carotenoides totales en extracto seco de moringa

oleifera, almacenado a temperatura ambiente, en empaque de HDPE y expuesto diferentes
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Figura 5.6. Cinética de degradacién de quercetina 3 rutinosido en extracto seco de moringa

oleifera, almacenado a temperatura ambiente, en empaque de HDPE y expuesto a diferentes

tipos de luz.
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Figura 5.7. Cinética de degradacion de kaempferol 3 glucosido en extracto seco de moringa

oleifera, almacenado a temperatura ambiente, en empaque de HDPE y expuesto a diferentes

tipos de luz.

Tabla 5.3. Coeficientes de correlacion egresion lineal simple y tiempo de vida media (t '2) de

clorofila, carotenoides y fenoles totales almacenados a temperatura ambiente, en empaque

de HDPE y expuesto a diferentes tipos de luz.

Tratamientos Clorofila Fenoles totales Carotenoides totales

Empaque | Tratamiento r? t 1 (dias) r? t 1 (dias) r? t . (dias)
HDPE | Obscuridad | 0.951 203 0.9803 203 0.9291 232
HDPE Artificial 0.9855 144 0.9902 108 0.9254 147
HDPE Natural 0.9176 54 0.9282 84 0.9427 70

En tabla 5.4 se muestran las medias de los duplicados de las constantes de velocidad de

degradacion de clorofila, fenoles y carotenoides totales. Los valores que comparten letras del

alfabeto no son significativamente diferentes (p < 0.05) unos de otros.
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Tabla 5.4. Constantes de velocidad de clorofila carotenoides y fenoles totales almacenados a

temperatura ambiente, en empaque de HDPE y expuesto a diferentes tipos de luz.

Tratamientos Cartoot ;aal?:;des Clorofila liﬁ?ac::eess Quercetina | kampferol
Empaque OT Luz k 1 k 1 k 1 k a k 1
(°C) (dia™) (dia™) (dia™) (dia™) (dia™)

HDPE 22 | Obscuridad 3.4x10-3¢ 3.3x10-3°" | 3.1x10-3°f 4x10-3¢ 3.4x10-3°1

HDPE 22 Artificial 4.8x10-3¢ 6.2x10-3° | 6.2x10-3° | 6.3x10-3° 6.4x10-3°

HDPE 22 Natural 1.27x10-2° 8.2x10-3° 8x10-3° 1.32x10-2° | 8.3x10-3°

Las muestras almacenadas en la oscuridad mostraron constantes de velocidad de degradacion
entre 0.0034 y 0.004 dia™! lo que indica mayor tiempo de vida media y menores porcentajes de
degradaciéon de fenoles totales, carotenoides totales, clorofila, quercetina, kampferol y
actividad antirradical, seguidas de muestras que se expusieron a la luz visible (310 lux / dia).
Para los tratamientos expuestos a luz natural a los 60 dias, se produjo una degradacién de
carotenoides y clorofila (a) de hasta el 50% esto debido a que la luz natural, pueden activar
varios mecanismos de reaccion que conllevan a la degradacion del alimento y en consecuencia
de estos mecanismos, pueden alterarse alimentos a magnitudes semejantes a la que son
rechazados por el consumidor. Los carotenoides presentan una constante de velocidad de
degradaciéon mayor a la de la clorofila como lo reportan Merzlyak y Solovchenko, 2002
consideran que las clorofilas pueden influir sobre la degradacién de algunos carotenoides
durante su exposicién a la luz; es decir, los carotenoides pueden presentar una mayor

estabilidad a la luz en ausencia de estos pigmentos.
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5.1.4 Evolucién de la a, durante el almacenamiento de extracto seco de moringa
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Figura 5.8. Evolucion de la aw durante el almacenamiento de extracto seco de moringa

almacenado en HDPE vy diferentes tipos de luz.

La awes un indicador util de la estabilidad del producto y de la actividad microbiana Man y
Jones, (1997), describen que, durante el proceso y almacenamiento de los alimentos, ocurren
varios cambios quimicos donde esta involucrada la aw. EI ANOVA no muestra diferencia
significativa entre los tratamientos expuestos a obscuridad y luz artificial, pero si para los
tratamientos expuestos a luz natural, obteniendo una ay de 0.57 lo que indica una velocidad
de degradacion mayor causando cambios que pueden causar la deterioracién del alimento y

reduccion de la vida util.

En tabla 5.5 se presentan los resultados obtenidos para los diferentes parametros de color
determinados por el método CIELab, al inicio y después de 150 dias de almacenamiento de

cada tratamiento. se muestran las medias de los duplicados y la desviacion.
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Tabla 5.5. Efecto del tipo de luz sobre la evolucién de color en las muestras secas de

Moringa oleifera.

Experimento L *a *b C
Inicial 71.49+0.873 | -5.67+0.304 | 29.13+0.503 | 29.66+0.678
Obscuridad 71.23120.17 -4.3210.1 27.22+0.21 27.32+0.33
Artificial 72.98+0.17 -2.291+0.16 23.23+0.23 23.3410.22
Natural 51.23+0.41 -0.61£0.13 18.83+0.41 18.83+0.41

Los resultados muestran diferencia significativa entre los tratamientos, el tratamiento expuesto
a luz natural tuvo efecto en todos los parametros evaluados con respecto a la muestra inicial
obteniendo un producto obscuro debido a reacciones de oxidacion de la clorofila e
isomerizacion de carotenoides, el tratamiento expuesto a luz artificial tuvo diferencia
significativa en el parametro a* dando como resultado un producto palido, mientras que el
tratamiento almacenado a la oscuridad mantuvo los parametros iniciales como se muestra en

la figura 5.9.

a) b) c)

Figura 5.9. Muestras almacenadas a temperatura ambiente: (a) obscuridad (b) luz artificial y

(c) luz natural, después de 150 dias de almacenamiento.
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5.2 Efecto de la HR y temperatura sobre la cinética de degradacion de compuestos
bioactivos

Los extractos etandlicos de hojas de moringa, que se secaron por aspersion, se almacenaron
de acuerdo a las condiciones planteadas: empaque de polietileno de alta densidad al vacio y
tres temperaturas: 5 °C, 22 °C y 40 °C y dos % de humedad relativa: 40 y 80%, antes de ser

almacenados los polvos fueron caracterizados por las variables de respuesta a seguir.

A partir del analisis estadistico es posible inferir que el contenido de compuestos bioactivos de
referencia (fenoles totales, clorofila, carotenoides totales y clorofila quercetina 3 rutinosido y
kaempferol 3 glucésido) se degradan a una mayor velocidad a humedades relativas entre 60%
y 80% y a temperaturas mayores a 35 °C. Este fendmeno ha sido ampliamente reportado por
otros autores (Fang et al, 2011, Yan-li Xie et al., 2006) quienes concluyen que a mayor
porcentaje de humedad relativa y mayor temperatura la velocidad de degradacion aumenta es
importante que ninguno de estos autores utiliza algun material de empaque para la proteccion

del producto almacenado.

5.2.1 Evolucién de la AAR por ensayo ABTS durante el almacenamiento de extracto seco
de moringa a diferente HR, temperatura en empaque de HDPE

La actividad antirradical de las muestras almacenadas bajo condiciones de temperatura y HR
fue medida por ensayos ABTS y DPPH, los resultados obtenidos se muestran en las graficas
510y 5.11.
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Figura 5.10. Efecto de la HR y temperatura sobre la cinética de degradacion de la AAR en

extracto seco de moringa mediante ensayo ABTS.
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Figura 5.11. Efecto de la HR y temperatura sobre la degradacion de AAR en extracto seco

de moringa mediante ensayo DPPH.

51



Resultados y discusion

Se realiz6 el analisis de varianza multivariado (MANOVA) para determinar el efecto significante
de la humedad relativa y temperatura sobre la AAR, la temperatura y HR mostro tener efecto
significante (p < a 0.05) sobre las constantes de velocidad de degradacion por ensayos ABTS
y DPPH, sin embargo, las constantes de velocidad de degradacion por ensayo ABTS son
menores a las de DPPH, debido a la naturaleza con los compuestos que reacciona el ABTS,

actua con compuestos altamente hidroxilados y liposolubles. .

Tabla 5.6. Coeficientes de correlacion lineal simple y tiempo de vida media (t /%) de la

actividad antioxidante para cada nivel de HR y temperatura en HDPE.

Tratamientos DPPH ABTS
Empaque (0-2) %HR r? t . (dias) r? t ¥ (dias)
HDPE 5 40 0.9806 223 0.9437 315
HDPE 5 80 0.9907 177 0.9816 238
HDPE 22 40 0.9834 155 0.9833 192
HDPE 22 80 0.9913 100 0.9813 97
HDPE 40 40 0.9856 110 0.9816 115
HDPE 40 80 0.8853 9 0.9601 20

En tabla 5.7 se muestran las medias de los duplicados de las constantes de velocidad de

degradacion de la AAR por ensayos ABTS y DPPH, con base a las constantes de velocidad

obtenidas para cada compuesto se determind la t 2. (Tabla 5.6) Los valores que comparten

letras del alfabeto no son significativamente diferentes (p < 0.05) unos de otros.

Tabla 5.7. Constante de velocidad de degradacién de actividad antioxidante por ensayos
ABTS y DPPH para cada nivel de HR y temperatura en HDPE.

Tratamientos ABTS DPPH
Empaque (o-{:) %HR ( dI'I;'1) ( dI'I;'1)
HDPE 5 40 3.1x10-39" 2.2x10-39"
HDPE 5 80 3.9x10-3¢f 2.9x10-3f9"
HDPE 22 40 4.6x10-3 3.6x10-3¢'9
HDPE 22 80 6.9x10-3° 6.1x10-3°
HDPE 40 40 6.3x10-3° 6x10-3°°
HDPE 40 80 7.84x10-22 5.35x10-22
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Las constantes de velocidad de la actividad antioxidante por ensayos ABTS y DPPH en
extracto seco de moringa son menores a temperatura de 5 °C resultados obtenidos en este
trabajo son similares a los obtenidos por Ersus y Yurdagel, (2007) quienes estudiaron la
estabilidad antioxidante de zanahoria negra y verificd una pérdida del 33% después de 64 dias

de almacenamiento a 25 ° C, mientras que a 4 ° C la pérdida fue del 11%.

5.2.2 Evoluciéon de la concentracion de fenoles totales, clorofila y carotenoides
quercetina 3 rutinosido y kaempferol 3 glucésido. durante el almacenamiento a
diferente HR y temperatura en extracto seco de moringa

El efecto de la HR y temperatura sobre la cinética de degradacion fenoles totales,
clorofila, carotenoides totales, quercetina 3 rutinosido y kaempferol 3 glucésido durante el

almacenamiento se muestran en las figuras 5.12, 5.13, 5.14, 5.15y 5.16.
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Figura 5.12. Efecto de la HR y temperatura sobre cinética de degradacion de fenoles totales

en extracto seco de moringa.
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Figura 5.13. Cinética de degradacion de clorofila en extracto seco de moringa almacenado a

diferentes Temperaturas y %HR empacado en HDPE.
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Figura 5.14. Efecto de la HR y temperatura sobre cinética de degradacion de carotenoides
totales en extracto seco de moringa.
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Figura 5.15. Efecto de la HR y temperatura sobre cinética de degradacién de kaempferol 3

glucésido en extracto seco de moringa.
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Figura 5.16. Efecto de la HR y temperatura sobre cinética de degradacion de quercetina 3

rutinosido en extracto seco de moringa.
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En la tabla 5.8 se muestra el tiempo de vida media de clorofila carotenoides y fenoles totales
estimado a partir de las constantes de velocidad de degradacién de cada variable de

respuesta.

Tabla 5.8. Coeficientes de correlacion lineal y tiempo de vida media (t '2) de la concentracion

de clorofila, fenoles y carotenoides totales para cada HR y temperatura.

Tratamientos Clorofila Fenoles totales Carotenoides totales
Empaque | T(°C) | %HR r ((:i;/zs) r2 (otlizzs) r? (;;a/zs)
HDPE 5 40 0.978 | 301.000 | 0.9739 238 0.9592 203
HDPE 5 80 0.942 | 238.000 0.954 198 0.9429 144
HDPE 22 40 0.978 | 198.000 | 0.9722 165 0.9803 113
HDPE 22 80 0.956 | 106.000 | 0.9455 117 0.9548 79
HDPE 40 40 0.940 | 150.000 | 0.9676 130 0.9722 97

HDPE 40 80 0.969 6.000 0.9226 17 0.87701 7

En la tabla 5.9 de muestran las constantes de velocidad de degradacion obtenidas mediante
los datos experimentales de concentracion de carotenoides totales, clorofila, fenoles totales
quercetina 3 rutinosido y kaempferol 3 glucésido. Los valores que comparten letras del alfabeto
no son significativamente diferentes (p < 0.05) unos de otros, el analisis de varianza
multivariado (MANOVA) se realizdé con base a la ti> obtenida para determinar el efecto
significante de la humedad relativa y temperatura sobre la variable de respuesta, la
temperatura mostré tener efecto significante (p < a 0.05) sobre carotenoides y clorofila de la
misma forma la humedad relativa mostré efecto, el aumento de la HR produjo una mayor
degradacion, debido a la movilidad molecular, que permite una difusion mas facil del oxigeno
acelerando las reacciones de oxidacion e isomerizacion en clorofila y carotenoides

respectivamente efecto significante (p < a 0.05) sobre las variables de repuesta evaluadas.
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Tabla 5.9. Constantes de velocidad de degradacion de clorofila fenoles y carotenoides

totales.
. Carotenoides . Fenoles .
Tratamientos totales Clorofila totales Quercetina kampferol
T |, k - .4 k k
Empaque (°C) %HR (dia)) k(dia™) k(dia™) (dia™!) (dia™!)
HDPE 5 40 2x10-3f 3.4x10-3" 2.9x10-3¢fdh 2.8x10-3¢f" 2.6x10-3¢fn
HDPE 5 80 3x10-3¢f 4.8x10-3f 3.6x10-3°1 3.5x10-3°% 3.3x10-3°1
HDPE 22 40 3.4x10-3¢ 6.1x10-3° 4.4x10-3% 4.3x10-3¢ 4.1x10-3%
HDPE 22 80 7x10-3° 8.6x10-3° 5.9x10-3°¢ 5.8Ex103° 5.6x10-3%
HDPE 40 40 5x10-3~ 7.1x10-3¢ 5.3x10-3* 5.2x10-3% 5.6x10-3%
HDPE 40 80 0.1112 9.42x10-22 3.95x10-22 3.94x10-22 3.92x10-32

5.2.4 Evolucioén de la ay durante el almacenamiento de extracto seco de Moringa oleifera

Para evaluar el efecto de la humedad relativa sobre la evolucion de la aw se realizd un

analisis de varianza multivariado (MANOVA) la humedad relativa mostro tener un efecto

significativo (p < 0.05) esto debido a la mayor transferencia de vapor de agua del exterior hacia

las muestras almacenadas, causando el colapso de la particula causando la pérdida de la

estructura, este fendmeno ha sido reportado por Rooss, (1995).
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Figura 5.17. Efecto de la HR y temperatura sobre evolucion de la ay de extracto seco de

Moringa oleifera.
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las muestras secas de Moringa oleifera.

Tratamiento L a* b* c*
5°-40% 68.724+0.190 | -5.16+0.332 | 26.15+0.247 | 26.655+0.174
5°-80% 68.1+0.0848 | -4.85+0.212 26+0.0459 26.448+0.490

22°-40% 69.09+0.035 -2.48+0.0 25.15+0.070 | 25.271+0.070
22°-80% 33.9940.954 | -0.02+0.332 15.7+1.060 15.703+1.063
40°-40% 68.52+0.169 | -2.06+£0.0226 | 24.92+0.565 | 25.004+0.588
40°-80% 34.04+0.106 | -1.57+0.381 | 17.22+0.494 | 17.291+0.475

Tabla 5.10. Efecto de la HR y temperatura de almacenamiento sobre la evolucion del color en

En la tabla 5.10 se muestran los parametros evaluados con los cuales se realiz6 el analisis de

varianza multivariado (MANOVA), la humedad relativa y temperatura mostré tener un efecto
significativo (p < 0.05) sobre L a*, b* y C mientras que la temperatura afecto el parametro a*,
responsable del color verde de las hojas y frutas debido al contenido de clorofilas presentes
en el producto, la cual es degradada a altas temperaturas y humedades (Belitz y Grosch,
2012).

El extracto seco de moringa oleifera almacenada a 40 °C y 80 %HR se analiz6é solo durante
12 dias debido a que presentd un estado inaceptable después de este tiempo de
almacenamiento después de ese tiempo, el polvo perdié su integridad, comenz6 a
compactarse y a cambiar drasticamente sus parametros de color como se muestra en la figura
5.18-f.
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a) b) c)
d) e) f)

Figura 5.18. Muestras almacenadas :(a) 5°C-40 %HR (b) 5°C-80 %HR y (c) 22°C-40 %HR,
(d) 22°C-80 %HR, (e) 40°C-40 %HR (f) 40°C-80 %HR después de 150 dias de
almacenamiento.

El cambio de color en las muestras (Figura 5.18) se debe principalmente a la degradacién de
la clorofila presente en la moringa; la eliminacién del Mg de las clorofilas provoca que se
transformen en feofitinas a y b que son de color oliva parduzco. La sustitucién del iéon Mg++

por Fe++y Sn++ da lugar a la formacion de productos pardo-grisaceos (Belitz, y Grosch, 2012).

5.3 Efecto de la ay inicial y temperatura sobre la cinética de degradacion de compuestos
bioactivos en extracto seco de moringa

En las figuras 5.19, 5.20, 5.21, 5.22, 5.23, 5.24 y 5.25 se presentan las cinéticas de
degradacién de AAR por ensayos BATS Y DPPH, fenoles totales, carotenoides totales y
clorofila quercetina 3 rutinosido y kaempferol 3 glucdsido, asi como el ajuste a una cinética de

primer orden.
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5.3.1 Evolucién de la AAR por ensayo ABTS durante el almacenamiento de extracto seco

de moringa a diferente ay, inicial y temperatura

3.5 5 °C- awl
5 °C- aw2
% 22 °C-awl
Lo
Qg
<15 ©22°C-aw2
w
1.0
A 40 °C- awl
0.5
0.0 140 °C-aw2
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (Dias)

Figura 5.19. Efecto de la ay en la muestra y la temperatura de almacenamiento sobre
cinética de degradacion de la AAR mediante ensayo ABTS en extracto seco de moringa

empacado en bolsas laminadas.
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Figura 5.20. Efecto de la aw en la muestra y la temperatura de almacenamiento sobre
cinética de degradacion de la AAR mediante ensayo DPPH en extracto seco de moringa

empacado en bolsas laminadas.
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El andlisis de varianza multivariado (MANOVA) para determinar el efecto significante de la
temperatura y aw de la muestra sobre la AAR, la temperatura mostro tener efecto significante
(p < a0.05) sobre los dos ensayos ABTS y DPPH, mientras que la aw en los niveles evaluados

en este trabajo no tuvo efecto sobre las variables de respuestas estudiadas.

En la tabla 5.11 se muestra el tiempo de vida media de los compuestos con actividad
antioxidante determinada por ensayos ABTS y DPPH estimada a partir de las constantes de

velocidad de degradacién de cada variable de respuesta.

Tabla 5.11. Coeficientes de correlacion lineal y tiempo de vida media (t '2) de la actividad
antioxidante para cada aw y temperatura a partir de los datos experimentales de

concentracién versus tiempo.

Tratamientos DPPH ABTS

T 1o 1o
Empaque | oc) | A r (otll'a/s) r (c:i;s)
Laminado | 5 | 0.35 | 0.996 266 0.949 385
Laminado | 5 | 039 | 0.998 231 0.9748 346
Laminado | 22 | 035 | 0.996 216 0.9697 245
Laminado | 22 | 0.39 | 0.9989 192 0.9878 192
Laminado | 40 | 035 | 0.998 161 0.9922 182
Laminado | 40 | 0.39 | 0.9962 157 0.9759 169

Tabla 5.12. Constante de velocidad de degradacion de actividad antioxidante por ensayos
ABTS y DPPH en extracto seco de moringa oleifera almacenado a diferentes aw, T en

empaque laminado.

Tratamientos ABTS DPPH
Empaque T a k k
paq (°C) w (dia™) (dia™)
Laminado 5 0.35 2.6x10-3" 1.8x10-3"
Laminado 5 0.39 3x10-39" 2.4x10-3¢h
Laminado 22 0.35 3.2x10-3fen 2.8x10-3fh
Laminado 22 0.39 3.6x10-3¢fo 3.2x10-3¢f0
Laminado 40 0.35 4.3x10-3¢cde 3.8x10-3d
Laminado 40 0.39 4.4x10-3¢ 4.1x10-39%f
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5.3.2 Evolucion de concentracion de fenoles totales, clorofila y carotenoides quercetina
3 rutinosido y kaempferol 3 glucésido. durante el almacenamiento a diferente
aw inicial y temperatura en extracto seco de moringa
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Figura 5.21. Efecto de la aw en la muestra y la temperatura de almacenamiento sobre

cinética de degradacion de fenoles totales en extracto seco de moringa empacado en bolsas

laminadas.
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Figura 5.22. Efecto de la aw en la muestra y la temperatura de almacenamiento sobre
cinética de degradacion de clorofila en extracto seco de moringa empacado en bolsas

laminadas.
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Figura 5.23. Efecto de la aw en la muestra y la temperatura de almacenamiento sobre

cinética de degradacion de carotenoides totales en extracto seco de moringa empacado en

bolsas laminadas.
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Figura 5.24. Efecto de la aw en la muestra y la temperatura de almacenamiento sobre
cinética de degradacion de kaempferol 3 glucdsido en extracto seco de moringa empacado

en bolsas laminadas.

63



Resultados y discusion

10.0
= 5°C-awl
- X 5°C-aw2
o
o X 22°C-awl
o
© o
_g % <& 22°C-aw2
S c
[-'4 = o
5 4.0 40 °C-awl
[~
oo
g 30 O 40°C-aw2
2.0
1.0
0.0
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (Dias)

Figura 5.25. Efecto de la aw en la muestra y la temperatura de almacenamiento sobre
cinética de degradacion de quercetina 3 rutinosido en extracto seco de moringa empacado

en bolsas laminadas.

Tabla 5.13. Coeficientes de correlacion lineal simple y tiempo de vida media (t %) de la
concentracién de fenoles totales, clorofila y carotenoides para cada aw y temperatura a partir

de los datos experimentales de concentracion versus tiempo.

Carotenoides

Tratamientos Clorofila Fenoles totales totales
T 2 te 2 t1a 2 t1a
Empaque | ocy | aw ' (dias) d (dias) d (dias)

Laminado | 5 0.35 | 0.9792 330 0.9598 407 0.8477 365

Laminado | 5 0.39 0.992 277 0.992 315 0.9747 256

Laminado | 22 | 0.35 | 0.9962 231 0.996 277 0.9864 192

Laminado | 22 | 0.39 | 0.9898 182 0.9832 247 0.9829 301

Laminado | 40 | 0.35 0.994 177 0.9965 203 0.9924 210

Laminado | 40 | 0.39 | 0.9956 154 0.9969 177 0.9893 173
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Tabla 5.14. Constantes de velocidad de degradacion de clorofila, carotenoides y fenoles

totales en extracto seco de moringa oleifera almacenado a diferentes aw, y temperaturas en

empaque laminado.

\ Carotenoides . Fenoles
Tratamientos totales Clorofila totales
Empaque T a k K K
paq ec) | “w (dia™) (dia™) (dia™)

Laminado 5 0.35 2.1x10-3f 1.9x10-3% 1.7x10-3"
Laminado 5 0.39 2.5x10-3f 2.3x10-3 2.32x10-3¢h
Laminado | 22 0.35 3x10-3¢ 2.7x10-3 2.5x10-3f9n
Laminado | 22 0.39 3.8x10-3¢ 3.3x10-3" 2.8x10-3¢'9
Laminado | 40 0.35 3.9x10-3¢ 3.6x10-3" 3.4x10-3def
Laminado | 40 0.39 4.5x10-3¢ 4x10-39 3.9x10-3def

Tabla 5.15. Constantes de velocidad de degradacion de quercetina 3 rutinosido y kaempferol

3 glucdsido en extracto seco de moringa oleifera almacenado a diferentes aw, T en empaque

laminado.

Tratamientos Quercetina kampferol

Empaque T a, k k
(°C) (dia™) (dia™)

Laminado 5 0.35 1.6x10-3" 1.4x10-3"
Laminado 5 0.39 2.22x10-39" 2.02x10-3¢9"
Laminado 22 0.35 2.4x10-3%" 2.2x10-3%"
Laminado 22 0.39 2.7x10-3" 2.5x10-3"
Laminado 40 0.35 3.3 x10-3° 3.1x10-3¢fen
Laminado 40 0.39 3.8x10-3%f 3.6x10-3%f
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5.3.3 Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la evolucion de la aw
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Figura 5.26. Efecto de la ay en la muestra y la temperatura de almacenamiento sobre la

evolucion de la ay en extracto seco de moringa empacado en bolsas laminadas.
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Se realizé el analisis de varianza multivariado (MANOVA) con base a la ti» obtenida para

determinar el efecto significante de la temperatura y aw sobre la variable de respuesta:

Clordfila, fenoles totales y carotenoides, la temperatura mostré tener efecto significante (p < a

0.05) sobre carotenoides, clorofila y fenoles totales, la aw en los niveles evaluados no mostro

tener efecto significante sobre la degradacion de las variables de respuesta estudiadas.

En la tabla 5.18 de presenta los valores de los parametros L, a y b de extracto seco de moringa

oleifera durante el almacenamiento a diferentes temperaturas y diferentes actividades de agua.
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Tabla 5.16. Efecto de la aw inicial y temperatura de almacenamiento sobre la evolucion del

color en las muestras secas de Moringa oleifera.

Tratamiento L a* b* c*
5°C-aw1 66.13+0.544 -5.56+0.381 27.64+1.41 28.193+£1.335
5°C-aw2 66.04+0.219 -5.21+0.296 29.47+1.04 29.898+0.978

22°C-aw 67.74+0.0141 | -2.03£0.070 | 25.52+0.212 | 25.600+0.205
22°C-aw: 68.42+0.035 -2.61+0.098 | 26.47+0.162 | 26.598+0.151
40°C-aw: 70.14+0.077 -1.52+0.325 | 20.81+0.106 | 20.865+0.132
40°C-aw2 67.61+0.014 -1.67+£0.141 22.43+0.120 22.492+0.129

Durante el tiempo de almacenamiento, se observa que el parametro de luminosidad (L) no hay
un incremento significativo (p>0.05) en los tratamientos. Por otra parte, los parametros de color
ay b tienden a disminuir durante el tiempo de almacenamiento, lo que indica que el color verde
del extracto seco de moringa oleifera cambio de verde intenso a verde palido. Estos resultados
son similares a los reportados por Mercado et al., 2008. Ellos observaron que después de 60
dias de almacenamiento a 5-8°C, el color verde original cambié a un color verde “esmeralda”
y a un color verde amarillento en el xoconostle. Después de 35 dias de almacenamiento se
observo un efecto significativo (p<0.05) de la temperatura (5 y 20°C) de almacenamiento sobre

los parametros de coloray b.

b) c) d) e) f)
Figura 5.27. Muestras almacenadas :(a) 5°C-aw1 (b) 5°C- a2 () 22°C- aw1, (d) 22°C- awz, (€)
40°C- aw (f) 40°C-aw2 después de 150 dias de almacenamiento.

a)
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Tabla 5.17. Tratamientos con mayor y menor degradacion bajo diferentes condiciones de

almacenamiento.

Respuesta

Tratamiento con
mayor

degradacion

Tratamiento con menor

degradacion

Almacenados obscur

idad, luz visible, luz natural y HDPE

DPPH, ABTS, fenoles totales,
carotenoides, quercetina, kampferol

y clorofila

Luz natural

Obscuridad

Almacenados a dife

rentes HR ,temperaturas en HDPE

DPPH, ABTS, fenoles totales,
carotenoides, quercetina, kampferol

y clorofila

80 %HR 40 °C

40 %HR 5 °C

Almacenados a diferentes aw y temperaturas en bolsas laminadas

DPPH, ABTS, fenoles totales,
carotenoides, quercetina, kampferol

y clorofila

0.39 aw 40 °C

0.35aw 5°C

En la tabla 5.17 se presentan las condiciones de almacenamiento donde se conserva mejor la

proteccion de los pigmentos y la mayor actividad antioxidante de los compuestos evaluados

en esta investigacion, los resultados obtenidos coinciden con los reportados por Bott et al.

(2010) cuando evaluaron la estabilidad de los extractos secos de Passiflora alata; y con los

resultados reportados por. Tonon y Brabet (2009).
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6. CONCLUSIONES

La luz natural mostré tener un efectivo significativo sobre la degradacién de
carotenoides totales, fenoles totales, clorofila, carotenoides y color, sin embargo, no
mostro tener efecto sobre la actividad antirradical determinada por los métodos ABTS
y DPPH.

La temperatura (40 °C) y humedad relativa (80%) tuvieron un efecto significativo (p < a
0.05) sobre la degradacion de clorofila, carotenoides totales, fenoles totales, color y
AAR por ensayos ABTS y DPPH.

La actividad de agua en los niveles evaluados no mostro tener efecto significativo sobre

la degradacion de los compuestos evaluados, pero si la temperatura.

Se determinaron las constantes de velocidad de degradaciéon para carotenoides
totales, clorofila, fenoles totales y para la actividad antioxidante por ensayos ABTS y
DPPH

De las condiciones evaluadas, los extractos secos de moringa mantienen su estabilidad
fisica a 40% de humedad relativa y temperatura de refrigeracion 5 °C en empaque
laminado, bajo estas condiciones se garantiza la estabilidad fisica del extracto seco y

su composicion.
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8. APENDICES
APENDICE A Rectas de calibracion para los ensayos de actividad antirradical y fenoles
totales
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FIGURA A.1 Curva de calibracion de acido galico para la determinaciéon de fenoles

totales utilizando como disolvente metanol: agua 80:20 (v/v).
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FIGURA A.2 Curva de calibracion de trolox para la determinacion de actividad
antirradical por DPPH utilizando como disolvente metanol: agua 80:20(v/v).
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FIGURA A.3 Curva de calibracion de trolox para la determinacion de actividad
antirradical por ABTS utilizando como disolvente metanol: agua 80:20 (v/v).

APENDICE B Recta de calibracion para carotenoides totales.
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FIGURA B.1 Curva de calibracion de B-caroteno para de determinaciéon de carotenoides

utilizando como disolvente hexano.

80



Apéndice

APENDICE C Rectas de calibracion para cuantificacion de compuestos fendlicos de

referencia.
3.00E+05 Kaempferol
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C.1 Curva de calibracion de kaempferol-3-glucésido (pureza: > 99.0%) por UHPLC.
Concentracion de kaempferol-3-glucésido (en mg-mL-1) versus area de los picos (en
unidades definidas por procedimiento, p.d.u. por sus siglas en inglés).
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C.2 Curva de calibracion de quercetina-3-rutinésido (rutina) (pureza: 99.5%) por UHPLC.
Concentraciéon de acido galico (en mg-mL-1) versus area de los picos (en unidades
definidas por procedimiento, p.d.u. por sus siglas en inglés).
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