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RESUMEN

Lamasiva oxidacion de las biomoléculas del organismo humano conduce a la generacion de dafios
en el mismo y por ende a un exceso de radicales libres que dan lugar a enfermedades
degenerativas, por lo tanto, el objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad antioxidante in
vitro del liofilizado de la pulpa de jackfruit (Artocarpus heterophyllus lam). Se liofilizo la pulpa
con la finalidad de conservar sus propiedades fisicoquimicas, posterior a ello se realizaron analisis
de pulpa fresca y liofilizada para corroborar si se mantuvieron sus propiedades fisicoquimicas, se
realizaron extracciones hidroalcohdlicas y alcoholica para ejecutar un tamizaje fitoquimico y
obtener un indicio de la presencia o ausencia de metabolitos de interés, luego se aplico el método
de folin ciocalteu para determinar los polifenoles totales tanto de pulpa fresca como liofilizada, a
los extractos de mayor concentracion de polifenoles se les evalud la actividad antioxidante por el
método de DPPH al inicio y al final de un periodo de conservacion para verificar si la actividad
antioxidante se mantiene. Los extractos hidroalcoholicos al 25% de pulpa fresca y liofilizada
obtuvieron la mayor concentracion de polifenoles 394,62 mg Eq.AG/ 100g y 308,8 mg Eq.AG/
100g respectivamente. La concentracion de la actividad antioxidante en la pulpa liofilizada al
primer dia fue 329,00 umol ET/L, mientras que en la pulpa fresca 174,53 umol ET/L, durante la
conservacion mantuvo mayor poder antioxidante la pulpa liofilizada respecto a la pulpa fresca,
por lo tanto, a pesar de existir pérdida de polifenoles en el liofilizado se atribuye a la existencia
de otros antioxidantes exdgenos que mantuvieron y mejoraron dicha actividad en la pulpa
liofilizada, con esto se demuestra que la pulpa de la fruta posee actividad antioxidante y puede ser

considerada para dar un valor agregado a un producto en la industria.

Palabras clave: <ESTRES OXIDATIVO>, < ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE>,
<POLIFENOLES>, < JACKFRUIT (d4rtocarpus Heterophyllus Lam), <LIOFILIZACION>

0722-DBRA-UT-2024

Xvi



ABSTRACT

The main objective of this research study was to focus on the massive oxidation of biomolecules
in the human organism leads to the generation of damage and therefore to an excess of free
radicals that give rise to degenerative diseases. Therefore, the research focus on the evaluation of
the in vitro antioxidant activity of freeze-dried jackfruit pulp (Artocarpus heterophyllus lam). The
pulp was freeze-dried in order to preserve its physicochemical properties, after which fresh and
freeze-dried pulp were analyzed to corroborate whether its physicochemical properties were
maintained, hydroalcoholic and alcoholic extractions were carried out to perform a phytochemical
screening and to obtain an indication of the presence or absence of metabolites of interest, Then
the folin ciocalteu method was applied to determine the total polyphenols of both fresh and
freezedried pulp. The extracts with the highest concentration of polyphenols were evaluated for
antioxidant activity by the DPPH method at the beginning and end of a period of conservation to
verify if the antioxidant activity was maintained. The 25% hydroalcoholic extracts of fresh and
freeze-dried pulp obtained the highest concentration of polyphenols 394.62 mg AGE/ 100g and
308.8 mg AGE/ 100g, respectively. The concentration of antioxidant activity in the freeze-dried
pulp on the first day was 329.00 umol ET/L, while in the fresh pulp it was 174.53 umol ET/L.
During storage, the freeze-dried pulp maintained greater antioxidant power than the fresh pulp,
therefore, despite the loss of polyphenols in the freeze-dried pulp, this is attributed to the existence
of other exogenous antioxidants that maintained and improved this activity in the freeze-dried
pulp, thus demonstrating that the fruit pulp has antioxidant activity and can be considered to give

added value to a product in the industry.

Keywords: <OXIDATIVE STRESS>, <ANTI-OXIDANT ACTIVITY>, <POLYPHENOLS>,
<JACKFRUIT (Artocarpus Heterophyllus Lam), <LY OPHILIZATION>.
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INTRODUCCION

Los alimentos, dentro de las grandes funciones que estos poseen, tienen la caracteristica de
proteger estructuras ante la formacion de radicales libres (RL), una fuente rica de antioxidantes
ayuda a prevenir, paliar o frenar el envejecimiento acelerado, hipertension, diabetes, cancer, entre
otras enfermedades cronicas (Vilaplana, 2007 p. 79).

Jackfruit (Artocarpus heterophyllus lam) también conocida como “Jaca” o “yaca” es una fruta
originaria del sur de Asia que se encuentra distribuida por algunos paises del mundo, entre ellos
Ecuador y se extiende por el noroccidente de pichincha, la costa y el oriente (Ramos, et al., 2019).
La jackfruit se caracteriza por tener un tamafio grande, en el Ecuador, una de ellas puede llegar a
pesar de 10-20 kg y estd optima para el consumo cuando la corteza adquiere un color marrén
amarilla, existe un consumo escaso por el desconocimiento de la existencia de la fruta, o bien, no
conocen las propiedades benéficas que esta posee.

La Liofilizacion es un método de deshidratacion o secado en frio cuya finalidad es extraer el agua
del producto mediante sublimacién pasando de estado solido a gaseoso sin pasar por el estado,
liquido, es una técnica ampliamente utilizada en la industria para la conservacion de diferentes
productos a largo plazo (Navas, 2006 p. 1).

La investigacion busca identificar fuentes exdgenas de antioxidantes, en este caso, evaluar la
antioxidante de jackfruit adoptando un tipo de mantenimiento especial como es la liofilizacion a
fin de implementar bases para posteriores investigaciones enfocadas en la elaboracion de

productos para evitar enfermedades ocasionadas por el estrés oxidativo.



CAPITULO I

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1.Planteamiento del problema

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) las enfermedades cronicas no transmisibles
(ECNT) a nivel mundial tienen un indice de mortalidad anual del 74%, se ha evidenciado que
anualmente dichas enfermedades cobran la vida de 17 millones personas antes de los 70 afios de
los cuales el 86% de muertes corresponden a paises de bajos y medianos ingresos. Aquellas
personas que son sedentarias, el consumo de alcohol y dietas que no son saludables son una
consecuencia de aumentar el riesgo de morir por una ECNT (OMS, 2022).

Durante los ultimos afios el indice de mortalidad humana se debe principalmente al
envejecimiento y a diversas enfermedades cronicas, mismas que se relacionan directamente con
el estrés oxidativo. La masiva oxidacion de las biomoléculas del organismo humano conduce a
la generacion de dafios en el mismo y por ende a un exceso de radicales libres que dan lugar a
enfermedades degenerativas como cancer, inflamaciones, enfermedades cardiacas, cerebrales,

acelerado envejecimiento, ateroesclerosis, diabetes mellitus, hipertension, entre otras (Sanchez, et
al., 2013 pp. 162-167).

En América Latina, Cuba es el pais en el cual el envejecimiento es el principal problema
demografico con el 18,3 % de la poblacion de 60 afios y mas; se espera que para el 2025 este
grupo alcance mas del 25 % de la poblacion total, por lo cual es uno de los paises mas envejecidos
de América Latina (Leén, et al., 2018 p. 701).

Seglin la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) en el Ecuador mediante la encuesta
STEPS que se realiz6 en el 2018 manifestd que las enfermedades cardiovasculares representan
la principal causa de mortalidad en el pais, la misma indicé que el 19,8 % de la poblacion tenia
hipertension, de los cuales, el 17 % tenia hipertension descontrolada y el 56,3% no tomaba

medicacion para tratar la misma (OPS, 2023).



1.2. Justificacion

1.2.1. Justificacion Teorica

El ser humano se enfrenta diariamente a procesos propios del organismo para mantener su estado
normal y funcional, mucha de las veces, estos no son los esperados ya que no hay un balance en
los mecanismos de regulacion, produciéndose un desequilibrio, en este contexto, la produccion
de radicales libres u otras especies reactivas versus los mecanismos antioxidantes es un proceso
normal, sin embargo, si se rompe este equilibrio de regulacion se producen dafios celulares
desencadenando un mal funcionamiento del organismo o en el peor de los casos cancer (Coronado,
et al., 2015 p. 207).

Ecuador es un pais megadiverso, y unas de sus riquezas se ve reflejado en la gran diversidad de
especies frutales, sin embargo, algunas de estas son desconocidas, desaprovechadas o poco
cultivadas por desconocimiento de los beneficios que pueden tener, o bien, porque son especies
que han sido introducidas hace unos muy pocos afios atras. Diversas investigaciones de los
beneficios que llegan a poseer las plantas y frutos se lo han realizado desde hace varios afios atras,
por tal razon en la actualidad se conocen las propiedades, tanto nutricionales como medicinales.

Los productos con alto contenido de antioxidantes sean estos mediante dieta natural, como
productos procesados, preparados oficinales o formulaciones magistrales beneficiaria a muchas
personas a evitar o resolver problemas relacionadas directamente con el estrés oxidativo como el

cancer, envejecimiento prematuro, infecciones, diabetes, hipertension, entre otros (Coronado, et al.,

2015).

1.2.2. Justificacion Metodoldgica

El proceso de liofilizacion resulta util debido a que mantiene las propiedades fisicoquimicas a
largo plazo evitando perder los metabolitos y la proliferacion de microorganismos en el proceso

de almacenamiento conservando un producto de calidad (Navas, 2006).

Asi mismo, la determinacion de la concentracion de polifenoles por el método de folin-ciocalteu
resulta beneficioso debido a que es un método confiable y ampliamente utilizado ya que, a mas
de ser un método rapido y facil, el ensayo da una buena estimacion del contenido fenoles totales

para la gran mayoria de vegetales (Cortez, et al., 2018).

Finalmente, se ha optado aplicar el método DPPH para evaluar la actividad antioxidante debido

a que es un método muy utilizado precisamente por su fiabilidad y sencillez, no demanda de



muchos materiales y equipos, inicamente el equipo a utilizar es el espectro fotometro UV visible
(Reyes, et al., 2021).

1.2.3. Justificacién Préctica

El estudio resulta viable y factible debido a que se cuenta con la materia prima suficiente, asi
como también los materiales y equipos dentro de los laboratorios de la Facultad de Ciencias para
el desarrollo de éste. Este estudio esta encaminado en dejar bases sobre la actividad antioxidante
presente en la pulpa jackfruit para la prevencion de enfermedades ocasionadas por el estrés
oxidativo, mediante alimentacion diaria o para posteriores investigaciones enfocados en el

desarrollo de un producto con dicha actividad.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

e Evaluar la actividad antioxidante in vitro del liofilizado de la pulpa de jackfruit (Artocarpus

heterophyllus lam).

1.3.2. Objetivos especificos

e Obtener el liofilizado de la pulpa de Artocarpus heterophyllus lam con la finalidad de
conservar sus propiedades fisicoquimicas.

o Determinar la concentracién de polifenoles totales de los extractos alcohdlicos e
hidroalcoholicos a partir del liofilizado y de la pulpa fresca.

e Evaluar la actividad antioxidante de los extractos por el método DPPH al inicio y al final de

un periodo de conservacion, para verificar si la liofilizacion mantiene los polifenoles.



CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO

2.1. Referencias tedricas

2.1.1. Jackfruit (Artocarpus heterophyllus lam)

Figura 2-1: Artocarpus heterophyllus lam.
Fuente: Asanza E., 2024.

Jackfruit (Artocarpus heterophyllus lam) es una fruta tropical extendida a nivel mundial, es
conocida como la reina de las frutas tropicales, se le considera como la mas grande y pesada del
mundo, su pulpa es fragante y de sabor agradable (Yang, et al., 2020). Jackfruit puede llegar a pesar
de entre 4,5kg — 30kg y medir de 10-40cm de longitud, la forma de su fruto es oblongo- cilindrica
de coloracion verde obscuro cuando es joven, mientras que cuando estd madura toma una
coloracion amarillo verdoso o marrén amarillo; el arbol es frutal tropical y subtropical de hoja
perenne que pertenece a la familia Moraceae, crece bien en condiciones climaticas calidas,
humedas tropicales y subtropicales, puede llegar a medir de 8-25m de altura y el diametro del

tronco de 30-80 cm (Raihandhany, et al., 2018).

2.1.2. Origen

El arbol de jackfruit tiene su origen en las selvas tropicales de los Ghats occidentales al suroeste
de la India y a medida del transcurso del tiempo los arboles se han introducido en otros lugares
de India y en regiones tropicales del mundo. En la actualidad se pueden evidenciar amplias
plantaciones de estos como en Bangladesh, Malasia, Birmania, Indonesia, Filipinas, en las islas

del Caribe, en la zona de bosques siempre verdes de Africa occidental, en el norte de Australia,
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en partes de EE. UU. (Florida y California), Brasil, Puerto Rico, Islas del Pacifico Palau, Yap,

Pohnpei, Nauru, Samoa y otras islas (Shrinath, et al., 2011).

2.1.3. Taxonomia

Tabla 2-1: Descripcion taxondmica de Artocarpus heterophyllus lam

Taxonomia

Reino Vegetal
Subreino Embriophyta
Division Antophyta

Subdivision Angiosperma

Clase Dicotiledoneas

Orden Urticales
Familia Moraceae
Género Artocarpus
Especie Heterophyllus Lam.

Fuente: (Luna, 2018 p. 6)
Realizado por: Asanza E., 2024.

2.1.4. Valor Nutricional

Tabla 2-2: Valor nutricional de Artocarpus heterophyllus lam.

Componentes Unidad Contenido
Carbohidratos % 40
Proteina % 6
Grasa % 0,4
Vitamina A mcg/100g 357,50
Vitamina C mg/100g 8,5
Calcio mg/100g 28,50
Magnesio mg/100g 27,00
Hierro mg/100g 0,4-1,9
Sodio mg/100g 21,50
Potasio mg/100g 299,00

Fuente: ((Yuying, et al., 2022), (Baliga, et al., 2011 p. 1804))
Realizado por: Asanza E., 2024.



2.1.5. Liofilizacion

La liofilizaciéon es un método o técnica de secado en frio aplicado desde hace varios afios atras
para conservar productos biologicos y alimenticos durante mucho tiempo sin necesidad de que
éstos estén en cadena de frio o en una conservacion especial, ademas, en los alimentos mantienen
sus propiedades organolépticas y fisicoquimicas, dicho proceso permite extraer un 95% del agua
contenido en el producto a liofilizar por lo que resulta beneficioso para la estabilidad
microbiologica, es decir, evita la proliferacion de microorganismos y la oxidacion (Navas, 2006).

La aplicacion de la liofilizacion se lo realiza en distintos campos, tales como: en la industria
farmacéutica (comprimidos, tejidos, plasma, entre otros), industria quimica (preparacion de
catalizadores, secado de madera, etc.) y finalmente la industria alimentaria (para evitar perder los
alimentos y obtener productos de alta calidad por un largo periodo de tiempo manteniendo sus

caracteristicas fisicoquimicas) (Navas, 2006 pp. 2-5).

2.1.5.1. Etapas del proceso de liofilizacion

Primera etapa: Preparacion

En este paso se realiza un acondicionamiento o tratamiento previo al proceso de liofilizacién
como tal, consiste en lavar, pelar en el caso de ser necesario y realizar pequefias modificaciones
como agujerear a productos que contengan cascara con el fin de aumentar la permeabilidad.
Segunda etapa: Congelacion

Se emplea una congelacién con una temperatura de entre -20 a -40 °C, dicho proceso se lo debe
realizar de forma rapida con el fin de evitar formaciones de cristales mucho méas grandes.
Tercera etapa: Secado primario

Se produce el proceso de sublimacién del hielo aplicando bajas presiones y aplicando calor
tomando en cuenta de no incrementar la temperatura para que surja la evaporacion del hielo
Cuarta etapa: Secado secundario

El agua residual retenida es eliminada por desorcion, en esta etapa requiere reducir el contenido
de humedad a un nivel adecuado de estabilidad ya que después del secado primario atn queda del

10-35% de agua, es decir consiste en evaporar el agua no congelable o agua ligada (Prado, et al.,
2018 pp. 296-299).

2.1.5.2. Partes esenciales del equipo de liofilizacion

Camara de secado
Su funcioén es proporcionar un medio limpio y estéril, regular presion y temperatura para congelar

Yy posteriormente secar



Condensador

La funcién principal del mismo es eliminar producto de la sublimacién y los condensa.

Sistema de vacio

Es el encargado de regular las presiones en el proceso de secado primario y secundario en la

liofilizacion (Parzanese, 2013).

2.1.6. Métodos para la determinacion de polifenoles totales

En la actualidad para realizar la determinacién cuantitativa de fenoles o polifenoles totales es
posible mediante la utilizacion de dos importantes técnicas: método o ensayo de folin-ciocalteu

y el método de Price y Butler, ambas se fundamentan en reacciones redox (Ricco, et al., 2015 p. 165).

2.1.6.1. Método de Folin-Ciocalteu

Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de folin-ciocalteu, en este
método el i6n fenolato sufre un proceso de oxidacion en un medio basico y el reactivo
fosfotiingstico-molibdico es reducido, en la cual resulta una formacién de un complejo de una
coloracion azul siendo finalmente determinada espectrofotométricamente a 760nm (Ricco, et al.,

2015 p. 165).

2.1.6.2. Método de Price y Butler

En una primera instancia al igual que el primer método el i6n fenolato sufre una oxidacion y el
16n férrico es reducido a i6n ferroso detectado mediante la formacion de un complejo azul con el
reactivo ferricianuro de potasio, dicho complejo es conocido con el nombre de azul de Prusia,

finalmente la absorbancia es leida a 720nm (Ricco, et al., 2015 p. 165).

2.1.7. Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico consiste en una serie de ensayos cuyo objetivo es identificar de manera
cualitativa la presencia de metabolitos secundarios presentes en un extracto, en una primera
instancia se obtienen extractos de una especie vegetal utilizando diferentes solventes
generalmente de polaridad creciente, estos ensayos resultan apropiadas para aprobar o descartar

metabolitos de interés de forma rapida (Castillo, et al., 2022 p. 484).



Tabla 2-3: Ensayos del tamizaje fitoquimico

ENSAYO DETERMINACION
Dragendorff Alcaloides
Mayer Alcaloides
Wagner Alcaloides
Fehling Azlcares Reductores
Espuma Determinacion de Saponinas
Shinoda Determinacién de Flavonoides
Cloruro Férrico Compuestos Fendlicos y/o Taninos
Liebermann-Burchard Triterpenos y Esteroides.
Borntrager Quinonas
Sudan Grasas
Baljet Cumarinas

Fuente: (Pujol, et al., 2020 p. 1212)
Realizado por: Asanza E., 2024.

2.1.8. Polifenoles

Los compuestos polifendlicos son aquellos metabolitos que se forman en las plantas como
resultado del metabolismo secundario, los mismos son caracterizados por contener en su
estructura uno o mas anillos fendlicos. La biosintesis de dichos metabolitos surge a través de dos
destacadas rutas: ruta del acido shikimico y la de los poli acetatos; la primera esta implicada en
la sintesis de aminoacidos aromaticos y acidos cinamicos y sus derivados, mientras que en la
segunda las quinonas y xantonas (Quifiones, et al., 2012 p. 77).

Existe una clasificacion y subclasificacion de los compuestos polifendlicos, las cuales se definen
y dividen en funcidon del nimero de anillos fendlicos y otras estructuras conformadas en los

mismos (Quifiones, et al., 2012 p. 77)

Tabla 2-4: Clasificacion de los compuestos polifenolicos

CLASES SUBCLASES

) Antocianinas, Flavanoles, Flavanonas,
Flavonoides
Flavonas, Flavonoles, Isoflavonas.

. ) Acidos hidroxibenzoicos, Acidos
Acidos fenolicos

hicroxicinamicos
Lignanos Matairesinol, Secoisolariciresinol
Estilbenos Resveratrol

Fuente: (Acosta, 2019 p. 14).
Realizado por: Asanza Elian., 2024.
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2.1.9. Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula que tiene la capacidad de inhibir procesos oxidativos en otras
moléculas causados por radicales libres, los antioxidantes desencadenan un papel importante
tanto en los sistemas alimentarios como en el cuerpo humano para reducir procesos oxidativos,
los compuestos antioxidantes son los responsables de eliminar, retrasar o prevenir el dafo
oxidativo, al eliminar radicales libres aumenta la vida util y retarda el proceso de peroxidacion
lipidica que es una de las principales causas del deterioro de alimentos y productos farmacéuticos,
por otro lado, los antioxidantes actuan protegiendo al cuerpo humano de los radicales libres y de

ERO retrasando el progreso de muchas enfermedades cronicas (Gulcin, 2020 p. 5).

Los antioxidantes se pueden clasificar como fuentes enddgenas y exdgenos. Los enddgenos son
aquellos que se sintetizan en la célula y pueden ser enzimaticos (superoxido dismutasa, glutation
peroxidasa y catalasa) al interactuar dichas enzimas previenen el estrés oxidativo eliminando los
radicales libres y especies reactivas antes de que exista un dafio en los componentes de las células
(Powers, et al., 2014 p. 2)

Los no enzimaticos (glutation) actiia como eliminador independiente de oxidantes, ademas, al
interactuar con glutation peroxidasa eliminan el peréxido de hidrogeno de la célula;
independientemente de que sean antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, al interactuar justos

trabajan para proteger la célula contra el dafio oxidativos causado por radicales libres (Powers, et
al.,, 2014 p. 2).

Por otra parte, existen antioxidantes exdgenos aquellos que son adquiridos por la dieta diaria,
aqui estan presentes una gran variedad de frutas y verduras las cuales son fuente de vitamina E
(tocoferoles y tocotrienoles), vitamina C (acido ascérbico) y carotenoides (B- carotenos), ademas
alimentos con alto contenido de compuestos fenolicos la cual es uno de los responsables de baja
incidencia de enfermedades coronarias. Antioxidantes como la vitamina E y carotenoides son
esenciales para la proteccion de las membranas celulares y membranas que rodean a los organelos

de los diferentes dafios que son causados por los radicales libres (Avello, et al., 2006 pp. 165-167).

2.1.10. Radicales libres

Los radicales libres son sustancias quimicas que contienen un electron desapareado en su orbital
externo y se comportan de manera agresiva por el mismo hecho de que en su ultimo orbital se
encuentra su electron desapareado queriendo reaccionar con otras especies quimicas con el fin
de alcanzar su estabilidad electroquimica. Luego de que el radical libre ha conseguido sustraer el

electron que necesita para alcanzar su estabilidad, la molécula estable que lo pierde se convierte
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a su vez en un radical libre por quedar con un electron desapareado, iniciandose una reaccion en

cadena (Saavedra, et al., 2010 p. 33).

2.1.11. Métodos para la determinacidn de la actividad antioxidante
2.1.11.1. Método ORAC

M¢étodo que mide la capacidad que tienen los antioxidantes para producir una ruptura de la cadena
de los radicales considerandose el control de la inhibicién de la oxidacion producida por parte de
los radicales peroxilo, el presente método es basado en la reaccion de transferencia de a&tomos de
hidrogeno en donde el radical perdxilo reacciona con una sonda fluorescente resultando una
pérdida de fluorescencia, el mismo que puede ser medido con un fluorimetro, y para ello se utiliza
un estandar antioxidante el cual puede ser trolox, mostrando o considerandose los resultados como

equivalentes de trolox (Reyes, et al., 2021 p. 20).

AA PH ROO'

Uorescent product

Fluorescein » None!

Figura 2-2: Mecanismo de accion de ensayo ORAC
Fuente: (Reyes, et al., 2021 p. 20)

2.1.11.2. Método DPPH

Método mayormente utilizado, se trata de un radical cromogeno estable que presenta una
coloracion de color purpura intenso, se basa principalmente en la donacion de electrones que le
van a proporcionar los antioxidantes al radical DPPH para que ejerza una neutralizacion del
mismo; en la reaccion se va a producir un cambio de coloracion, la misma que serd medida en un
espectrofotometro UV o RPE a 517nm resultado una eficacia del ensayo si se presenta una
decoloracion del color original y los resultados se pueden expresar como el poder reductor de la

muestra o utilizando un estandar antioxidante los cuales pueden ser trolox o acido ascoérbico

(Reyes, et al., 2021 pp. 20-21).
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Figura 2-3: Reaccion entre el DPPH y un antioxidante
Fuente: (Reyes, et al., 2021 p. 21)

2.1.11.3. Método ABTS

Se fundamenta en la capacidad que tienen los antioxidantes para eliminar el radical cation ABTS
mediante la donacion de electrones de los antioxidantes, o bien, por la donacioén de hidrogenos
por parte de los radicales, el radical ABTS es un cromo6foro con una coloracion azul-verde que
disminuye su intensidad en presencia de antioxidantes, la misma serd medida en un
espectrofotometro a 734 nm, la decoloraciéon del mismo dependera del tiempo de reaccion, y de

la concentracidon que tiene la muestra, los resultados se expresan como equivalentes de trolox
(Reyes, et al., 2021 p. 21).

\CD—N ‘C@SO‘ S°‘(> i <1

?Hr> C'/H{,
ABTS" (color verde) ABTS % (incoloro)

Figura 2-4: Mecanismo de reaccion del ABTS
Fuente: (Reyes, et al., 2021 p. 21)

2.1.11.4. Método FRAP

El fundamento es que en el reactivo FRAP (Mezcla de buffer de acetato de sodio de pH de 3.6,
TPTZ y Cloruro férrico) esta presente el i6n férrico y por accion de los antioxidantes se reduce
a i6n ferroso formando un complejo ferroso-TPTZ generando una coloracion azul por la
capacidad reductora de la muestra, finalmente la misma podra ser cuantificada por colorimetria

a 593nm tomando como referencia un patron de sulfato ferroso (Reyes, et al., 2021 p. 22)
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Figura 2-5: Principio quimico del método FRAP.
Fuente: (Reyes, et al., 2021 p. 22)
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CAPITULO III

3. MARCO METODOLOGIO

3.1. Lugar de investigacién

La investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de: Productos Naturales, Quimica Organica,
Bromatologia e investigacion de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

3.2. Tipo, Disefio y enfoque de la investigacion

La investigacion fue de tipo aplicada, puesto que busca la generacion de conocimiento, en este
caso, aplicar una liofilizacion a fin de verificar si tanto los polifenoles como la actividad
antioxidante se mantiene tras aplicar este método de secado. Con disefio de investigacion
experimental, ya que se realizo una liofilizacion, extraccion de polifenoles y verificacion de la
mejor extraccion; y con un enfoque cualitativo y cuantitativo, fue de enfoque cualitativo ya que
se realizd el tamizaje fitoquimico para detectar presencia o ausencia de metabolitos de interés y
ademas con enfoque cuantitativo puesto que se determind caracteristicas fisicoquimicas,
concentracion de polifenoles y actividad antioxidante la cual conllevo la obtencion de resultados

numéricos.

3.3.Poblacion de estudio y/o tamafio de muestra y/o método de muestreo

La poblacion de estudio es la pulpa de la fruta de Artocarpus heterophyllus lam. La recoleccion
se realizé en la provincia Orellana, Canton Loreto, parroquia San José de Payamino en la
comunidad de Campo Alegre ubicada a una altitud de 427 m.s.n.m. mediante un muestreo por

conveniencia para obtener 1,2 kg de pulpa.

3.3.1. Criterios de inclusidon

e Aquellos que no estan atacados por insectos.
e Corteza de color marrén amarillo

e Pulpa del fruto maduro

3.3.2. Criterios de exclusion
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e Pulpa del fruto inmaduro

e Corteza atacada por insectos 0 aves

e Aquellos que estan caidos en el suelo
3.4.Variables

3.4.1. Variable independiente

e Liofilizacién

e Concentracion de los solventes hidroalcohélicos

3.4.2. Variable dependiente

Actividad antioxidante

3.5. Hipotesis

La liofilizacion de la pulpa de Artocarpus heterophyllus lam repotencia y/o conserva actividad

antioxidante.

3.6. Materiales, equipos y reactivos

Tabla 3-1: Materiales, Equipos y Reactivos

PROCESOS MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS
LIOFILIZACION Cuchillo Liofilizador N/A
Harvestright
-Desecador

-Crisoles de e
-Balanza analitica
porcelana

Pinzas para crisol Explorer
, - Z
ANALISIS Vaso depreci itado -Estufa Memmert Agua destilada
FISICOQUIMICO precip SNB400 gt ada.
-Bureta -Fenolftaleina.
Soporte universal -Mufla Ivymen N Hidréxido de Sodio
Pinfas ara soporte 8 L; 1100°C ‘
P P -pH metro oakton
universal |
Matraz Erlenmever -Refractometro
-Matraz Erlenmeye RA-620
-Rotavapor Buchi
OBTENCION DE R-300
-F : -E | 259
LOS EXTRACTOS rascos dmbar - g e Memmert rarol 96,50y 25 %
SNB400
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-Tubos de ensayo

-Gradilla
-Pipet
Frasclcr))se éa;lbar -Reverbero
TAMIZAJE 'Embu do simole -Cémara de luz
FITOQUIMICO P uv
-Papel filtro , .
-Camara de flujo
-Vasos de .
.. laminar
precipitados
-Balones de aforo de
10 mLy25mL
. -Pi 1,5yl )
CONCENTRACION  Petas ieL Y10 ectrofotometro
DE POLIFENOLES s . UV/Vis-
-Vidrio reloj Nanodro
-Tubos de ensayo p-
-Gradilla
-Balones de aforo de
10 mL y 250mL
ACTIVIDAD e r(ililj Ty Espectro;“otémetro
ANTIOXIDANTE
0 -Vidrio reloj UV/Vis-
-Tubos de ensayo Nanodrop.
-Gradilla

-Agua destilada
-Etanol 96, 75, 50 y
25 %
-Alcohol amilico
-Acido clorhidrico
1%

-Acido clorhidrico
conc.
-Reactivo de Wagner
-Reactivo de Baljet
-Cloroformo
-Reactivo de Fehling
-Magnesio metalico
-Solucion de
carbonato de sodio
-Anhidrido acético
-Acido sulfurico
conc.
-Cloruro férrico 5%

-Folin-Ciocalteu
-Acido Galico
-Carbonato de Sodio
20%

-Agua destilada

-DPPH
-Trolox

Realizado por: Asanza E., 2024.
3.7. Técnicas y métodos

3.7.1. Recoleccion del fruto Artocarpus heterophyllus lam.

Fue recolectada en la provincia Orellana, Canton Loreto, parroquia San José de Payamino, en la
comunidad de Campo Alegre ubicada a una altitud de 427 m.s.n.m teniendo en cuenta los criterios
de inclusion, fue desinfectada y colocada en un cooler con hielo a fin de que la fruta se mantenga

fresca y en buen estado evitando que se alteren los metabolitos hasta la llegada a los laboratorios

donde se ejecutaron cada una de las técnicas y analisis.
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3.7.2. Liofilizacion

Cortar la fruta de forma longitudinal.
Extraer la pulpa y retirar la semilla.
Pesar 800 g de pulpa

Cortar en pedazos muy finos

Colocar en las bandejas del liofilizador

Condiciones de liofilizacion:

T° Congelacion: -34°C (5h)
T® Liofilizacion: -50°C (15h)

Presion: 0,06mbar

Repetir el proceso si se observa que falta de liofilizar

3.7.3. Control de calidad del producto fresco y liofilizado

3.7.3.1. Humedad

El método se basa en el secado de una muestra en una estufa y su determinacion por diferencia
de peso entre el material seco y himedo expresado en porcentaje.

Realizar por triplicado

Pesar los crisoles previamente tarados y enfriados en el desecador.

Pesar 3 gramos de muestra y transferirlo al crisol.

Colocar el crisol con la muestra en la estufa a una temperatura de 105°C durante
aproximadamente 4 horas

Una vez cumplido el tiempo requerido se procede a colocar el o los crisoles al desecador hasta
alcanzar la temperatura ambiente, esto se cumple aproximadamente de 20-30 min

Pesar en la balanza analitica

Volver a colocar nuevamente en la estufa por 1 hora

Sacar de la estufa, enfriar y pesar

Continuar con el proceso hasta peso constante

Realizar célculos

P—-p)

%de humedad = x 100

Donde:

P: Masa del crisol con muestra desecada en gramos
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p: Masa de crisol vacio en gramos

M: Masa de la muestra en gramos

3.7.3.2. Cenizas

El método se basa en la calcinacion de la muestra con la finalidad de cuantificar los minerales

totales presentes en la muestra.

e Realizar por triplicado

e Pesar los crisoles previamente tarados y enfriados en el desecador.

e Pesar 2 gramos de muestra de la practica anterior y transferirlo al crisol.

e Posteriormente calcinar en una mufla a 550°C durante una hora, o bien hasta que las cenizas
aparezcan blancas o grises.

e Enfriar en desecador a temperatura ambiente y pesar.

e Si no se logra obtener el color blanco o gris de las cenizas, dejar enfriar, agregar unas gotas

de agua destilada, secar nuevamente en el mechero y volver a calcinar.

P_
( p)*100

%de cenizas =

Donde:
P: Masa del crisol con las cenizas en gramos
p: Masa de crisol vacio en gramos

M: Masa de la muestra en gramos

3.7.33. pH

e Tomar 100mL de agua destilada y verter en 10g de muestra
e Mezclar hasta obtener una suspension homogénea (30min)

e Dejar reposar, tomar el sobrenadante y medir pH

3.7.3.4. Acidez titulable

e Pesar 10 g de muestra, afiadir 100mL de agua destilada

e Agitar constantemente
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o Afadir 4 gotas de solucion alcohdlica de fenolftaleina
e Titular con NaOH 0.1 N

3.7.3.5. Sélidos solubles

e Pesar 1 g de muestray afadir 10 mL de agua destilada

e Medir en un refractémetro

3.7.3.6. indice de refraccién

e Tomar una gota de muestra del andlisis anterior y colocarlo en prisma del refractémetro

e Anotar resultado de la lectura

3.7.4. Obtencion de los extractos

Para la pulpa fresca se procede a deshidratar en la estufa con corriente de aire a 45°C por 48h,
luego se pesa 50 gramos para macerar en 150mL de etanol al 96, 50 y 25% por 72 horas protegido
de la luz, posteriormente se filtra y lleva a concentrar en el rotavapor a 45°C a 60rpm; para la
pulpa liofilizada se sigue la misma metodologia, con la diferencia que a ésta no se le realiza la

deshidratacion en la estufa.

3.7.5. Tamizaje fitoquimico

3.7.5.1. Ensayo de catequinas.

e Colocar una gota del extracto etanélico sobre un papel filtro
e Sobre la mancha producida se coloc6 una solucion de carbonato de sodio
e Observar a traveés de la luz Uv.

e El ensayo es positivo si se observa una mancha verde carmelita.
3.7.5.2. Ensayo de resinas
e Colocar en un tubo de ensayo 2 mL de extracto etandlico y posteriormente 10 mL de agua

destilada.

o El ensayo es positivo si se presenta un precipitado.
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3.7.5.3. Ensayo de dragendorff

e Tomar una alicuota del extracto

e Evaporar en bafio de agua

e Redisolver en 1 mL de HCI 1% en agua

¢ Afadir 3 gotas del reactivo de dragendorff
Resultados del ensayo

Opalescencia (+)

Turbidez definida (++)

Precipitado (+++)

3.7.5.4. Ensayo de Wagner

e Se debe partir de la solucidn acida de igual forma al caso anterior.
e Adicionar 2 o 3 gotas del reactivo

e Los resultados se reportan de la misma manera gue la anterior

3.7.5.5. Mayer

e Se debe partir de la solucidn acida de igual forma al caso anterior.
e Adicionar 2 o 3 gotas del reactivo

e Los resultados se reportan de la misma manera que la anterior

3.7.5.6. Ensayo de Fehling.

e Tomar una alicuota de extracto etandlico

e Evaporar en bafio de agua

e El residuo redisolver con 2 mL de agua

e Adicionar 1 mL del reactivo de Fehling Ay 1mL del B y calentar a bafio de agua por 5-10
minutos.

e El ensayo es positivo si aparece un precipitado rojo

3.7.5.7. Ensayos Liebermann-Burchard.

e Tomar una alicuota de extracto etandlico

e Llevar aevaporar en bafio de agua
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o Redisolver el residuo con 1mL
e Adicionar 1mL de anhidrido acético y mezclar bien
e Dejar resbalar por las paredes 3 gotas de acido sulfurico concentrado sin agitar

e El ensayo es positivo si se evidencia un cambio rapido de color

Resultado ensayo

-Rosado-Azul muy rapido

-Verde intenso- visible rapido

-Verde oscuro -negro-final de reaccion

-Cuando el extracto tiene cantidades considerables de triterpenos o esteroides es mas comun ver
la tercera reaccion. Hay que considerar que para realizar dicho ensayo no debe haber presencia

de agua ya que al haber puede producirse una reaccion violenta.

3.7.5.8. Ensayo de Baljet.

e Tomar una alicuota del extracto etanélico
e Adicionar 1mL del reactivo de Baljet A (0.5mL) y B (0.5mL)

e El ensayo es positivo si: Coloracion rojo (++) o precipitado rojo (+++)

3.7.5.9. Ensayo de la Espuma.

e Tomar 1 mL de extracto etanélico

o Diluir 5 veces su volumen en agua

o Agitar fuertemente la mezcla durante 10 min

e El ensayo es positivo si se presenta un espumaje de 2 mm de altura y ésta perdura por mas de
2 min

3.7.5.10. Ensayo de Shinoda.

e Tomar una alicuota de extracto etandlico

e Diluir con 1mL de &cido clorhidrico concentrado

e Colocar un pedazo pequefio de cinta de magnesio y esperar 5 minutos

e Colocar 1mL de alcohol amilico y mezclar

o Dejar reposar hasta evidenciar que las fases se hayan separado

e El ensayo es positivo si el alcohol amilico se colorea amarillo, naranja carmelita o rojo,

intensos en los antes mencionados
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3.7.5.11. Ensayo de Cloruro Férrico.

e Tomar una alicuota del extracto etandlico

e Adicionar 3 gotas de una solucién de tricloruro férrico al 5% en solucion salina fisiol6gica
(cloruro de sodio al 0.9 % en agua).

e EIl ensayo es positivo para compuestos fendlicos si se presenta una coloracién rojo-vino,
mientras si aparece una coloracion verde intensa o azul es positivo para taninos de tipo

pirocatecolicos o pirogalotanicos respectivamente.
(Ramos, et al., 2016)

3.7.6. Determinacidn de Polifenoles utilizando el método de Folin-Ciocalteu

Para la cuantificacion de la concentracion de los polifenoles se siguid la metodologia de (Garrido,
etal.,, 2013) con algunas modificaciones

Preparacion de solucion estandar de acido galico

Pesar 120 mg de 4cido galico y aforar a 200 mL con agua destilada para obtener 600mg/L,
mantener en refrigeracion hasta su uso.

Preparacion de la solucién de carbonato de sodio

Pesar 2 g de carbonato de sodio y aforar a 10mL con agua destilada para obtener una solucion al
20% p/V

Preparacion de la curva de calibracion

A partir de la solucion estandar se prepararon disoluciones de 0, 100, 200, 300, 400, 500 y 600
mg/L, a partir de estas se tomaron 20uL y se agregaron en diferentes tubos, a los mismos se les
agregd 1580 uL de agua destilada y 100 uL de reactivo de folin-ciocalteu (1N), se procedio a
mezclar. Luego de 10 min se agregé 300 uL se solucion de carbonato de sodio al 20%, se agitd y
se dejo en reposo por 2 horas en bafio maria a 20°C, finalmente las lecturas fueron realizadas en
un espectrofotometro UV/Vis-Nanodrop a 750nm

Para el analisis de las muestras se toma 20 uL de extracto y se aplica el mismo tratamiento que
al de la curva de calibracion tomando en cuenta que el blanco en este caso es el solvente de
origen. Los ensayos fueron realizados por triplicado y los resultados expresados en equivalentes

de acido galico (mg EAG/100g) (Garrido, et al., 2013).

3.7.7. Evaluacion de la actividad antioxidante mediante el método DPPH

Preparacion de la solucién patréon de DPPH
Pesar 197,16 mg y completar hasta un volumen de 5mL en metanol para obtener una

concentracion de 100mM de DPPH.
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Preparacion de la solucion estindar de trolox

Pesar 20,02 mg de trolox y aforar a un volumen de 100mL en metanol para obtener una
concentracion de 800uM de trolox.

Preparacion de la curva de calibracion

A partir de la solucién patron se prepararon disoluciones de 0, 200, 400, 600 y 800 umol/L, a
partir de estas se tomaron 10 uL y se agregaron en diferentes tubos, a los mismos se les agregd
40uL de metanol y 950 uL de solucion de DPPH, luego de 10 min se lee la absorbancia en un
espectrofotometro UV/Vis-Nanodrop a 515 nm.

Para el andlisis de las muestras se toma 10 uL de extracto y se aplica el mismo tratamiento que
al de la curva de calibracion. Los ensayos fueron realizados por triplicado y los resultados

expresados en micromol equivalente a trolox por litro de muestra (umol E.T/L) (Peralta, et al., 2023).

3.7.8. Anadlisis estadistico

Se utilizo el paquete estadistico SPSS version21, mediante el analisis de varianza para elegir a la
mejor concentracion de polifenoles de cada uno de los extractos, con una probabilidad p<0,05, a
continuacion, se plantean las hipotesis:

Hoy; 259 = Hso% = Hoe%

Hy;" Todas las medias de los extractos son iguales”

Hy; Al menos un extracto tiene mayor concentracion

Se utiliz6 el mismo paquete estadistico SPSS version21 para verificar la hipotesis de la
investigacion de tal forma que se empled la prueba para hipdtesis unilateral para muestras

independientes, con una probabilidad p<0,05, a continuacion, se plantean las hipdtesis:

Ho; i = py
Hy,: “La actividad antioxidante de la pulpa liofilizada es menor o igual a la actividad antioxidante

de la pulpa fresca”. p>0,05
Hy; i > py

H;: La actividad antioxidante de la pulpa liofilizada es mayor a la actividad antioxidante de la

fresca”. p<0,05
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3.7.9. Esquema general metodoldgico
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CAPITULO 1V

4. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Liofilizado de la pulpa de Jackfruit (Artocarpus heterophyllus lam).

Tabla 4-1: Rendimiento de la pulpa liofilizada.

Pulpa Rendimiento
Pulpa fresca (g) Condiciones de liofilizacion
liofilizada (g) (%)
T° Congelacion: - 34°C (5h)
800 T° Liofilizacion: - 50°C (15h) 136 17

Presion: 0.06 mbar

Realizado por: Asanza E., 2024.

En la tabla 4-1 se aprecia un rendimiento del 17% de pulpa liofilizada, con una notable
disminucion de peso del liofilizado respecto a la pulpa fresca, puesto que al aplicar la liofilizacion
se obtiene un producto con un bajo contenido de humedad, dicho proceso resulta viable para
conservar el producto a largo plazo ya que por las condiciones aplicadas elimina gran parte de

agua y evita la proliferacion de microorganismos.

En un estudio realizado por Surco et al., (2017 p. 415), se aprecia un rendimiento del 31, 05% en la
pulpa liofilizada de mango de chupar, muy diferente al valor obtenido en este estudio del 17%,
indica que el rendimiento depende del tipo de fruta, ya que algunas variedades contienen mayor

cantidad de agua, mientras que otras en menor proporcion y el proceso aplicado en el secado.

Una investigacion de Rojano et al., (2011 p. 6214), indica que obtuvo un rendimiento del 10% del
liofilizado del fruto Palma Naidi, cercano al valor obtenido en este estudio con el 17%, sin
embargo, utiliza diferentes condiciones para la liofilizacion por tal razon obtiene un rendimiento
mucho vas bajo. Tomando en cuenta los estudios antes mencionados se puede decir que el
rendimiento ademas de depender del tipo de fruta y del proceso aplicado, podria deberse a las
condiciones aplicadas de la liofilizacion como temperatura, presion, tiempo e incluso el estado

de maduracion.

4.2. Andlisis exploratorio de datos para la caracterizacion fisicoquimica de pulpa fresca y

liofilizada
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Tabla 4-2: Analisis exploratorio de datos para pulpa fresca

Desviacion Coeficiente de
Analisis Media
estandar variacion (%)
Humedad (%) 82,19 0,02 0
Cenizas (%) 0,60 0,03 4
Acidez titulable (%Acido citrico) 0,10 0,00 0
pH 6,40 0,04 1
Solidos solubles (°Brix) 7,51 0,04 1
Indice de refraccion 1,34 0,00 0

Realizado por: Asanza E., 2024.

Tabla 4-3: Analisis exploratorio de datos para pulpa liofilizada.

Desviacion Coeficiente de
Analisis Media
estandar variacion (%)
Humedad (%) 5,95 0,04 1
Cenizas (%) 3,30 0,14 4
Acidez titulable (%Acido citrico) 0,17 0,01 3
pH 6,21 0,04 1
Solidos solubles (° Brix) 8,42 0,05 1
Indice de refraccion 1,34 0,00 0

Realizado por: Asanza E., 2024.

En las tablas 4-2 y 4-3 se aprecia que el coeficiente de variacion de los analisis de pulpa fresca y
liofilizada es <5%, es decir, los analisis estan correctamente realizados, o bien, existe
homogeneidad en cada uno de los resultados obtenidos, a su vez, muestra la fiabilidad de los
analisis por la repetibilidad en los mismos.

Segun Zaky, (2020), manifiesta que no existe un porcentaje optimo establecido del coeficiente de
variacion y hace referencia que el mismo depende del tipo de investigacion, sin embargo,
considera que un coeficiente <5% o <2% seria Optimo para investigaciones en el campo de la

medicina y farmacéutica.
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4.3.  Caracterizacion organolépticas y fisicoquimicas de pulpa fresca y liofilizada de

Artocarpus heterophyllus lam.

Tabla 4-4: Caracteristicas organolépticas de pulpa fresca y liofilizada.

Caracteristicas organolépticas Pulpa fresca Pulpa liofilizada
Olor Caracteristico Caracteristico
Color Amarillo claro Amarillo Claro
Polisabor a banano, pifia, Polisabor a banano, pifia,
Sabor
mango, entre otras frutas mango, entre otras frutas
Textura Suave Dura (quebradiza)

Realizado por: Asanza E., 2024.

En la tabla 4-4 se aprecia que las propiedades organolépticas de la pulpa de Artocarpus
heterophyllus lam se mantiene luego de haber aplicado el proceso de liofilizacion, con excepcion
de la textura, ya que dicho proceso elimina el contenido de agua del producto dejandolo
quebradizo, sin embargo, al rehidratarlo se puede apreciar de mejor manera las caracteristicas
originales incluso la textura, en la investigacion de Guallpa, (2021 p. 28) realizada en la fresa
(Fragaria ananassa) afirma que el liofilizado conserva los atributos sensoriales como color, olor

y sabor caracteristico al producto fresco.

Tabla 4-5: Caracteristicas fisicoquimicas de la pulpa fresca y liofilizada.

Pulpa Pulpa Diferencia
Analisis
fresca liofilizada
Humedad (%) 82,19 5,95 76,24
Cenizas (%) 0,60 3,30 2,70
Acidez titulable
Caracteristicas 0,10 0,17 0,07
(%acido citrico)
fisicoquimicas
pH 6,43 6,20 0,23
Sélidos solubles (°brix) 7,51 8,42 0,91
indice de refraccién 1,34 1,34 0,00

Realizado por: Asanza E., 2024.

En la tabla 4-4 se aprecia que la humedad de la pulpa fresca es similar con el reportado por
Goswami et al., (2011 pp. 28-30) con un 82,88%, y diferente con el estudio de Ibrahim et al. (2013 p. 290)
con un 76,62%, esta variacion se podria deber a la existencia de algunos genotipos y cultivares
en el mundo, incluso pudiendo variar en las regiones dentro de un mismo pais por factores de

clima, altitud, tipo de suelo, etc.
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La humedad de pulpa liofilizada posee una disminucion del 76,24% respecto a la pulpa fresca,
esto se debe a que el proceso de liofilizacion elimina gran parte de agua, por lo tanto, se obtiene
un producto con bajo porcentaje de humedad. Un estudio realizado por Huachuhuillca, (2017 p. 56) de
la pulpa fresca de aguaymanto con una humedad de 80,73% tras aplicar la liofilizacién obtiene
una humedad de 6,8% valor cercano al obtenido en este estudio con 5,9%, y distinto al obtenido
por Amores, (2011 p. 66) con una humedad del 2,2% de pulpa liofilizada a partir de 83,7% de pulpa
fresca de mora de castilla (Rubus glaucus), estas diferencias podrian deberse a las condiciones

aplicadas en el proceso de liofilizacion.

Respecto al analisis de cenizas de pulpa fresca se obtuvo un resultado de 0,60% cercano al
reportado por Goswami et al. (2011 pp. 28-30), de 0,70%, mientras que Ibrahim et al. (2013 p. 290) en un
estudio de diferentes jackfruits recogidas en la region de Rajshahi en Bangladesh muestra un
rango de 0,103% — 1,976% de cenizas de pulpas frescas, estas variaciones podrian deberse a los
diferentes cultivares existentes en cada region o pais.

En la pulpa liofilizada se observa un notable incremento en el porcentaje de cenizas un 2,7% mas
respecto a la pulpa fresca, esto se podria deber a que algunos minerales que se encuentran
inmersos en el agua de la pulpa son arrastrados a la superficie al aplicar el proceso de liofilizacion
concentrandose una mayor cantidad de minerales, una investigacion realizada por Surco et al., (2017
p. 416) reporta un contenido de cenizas de 3,41% de pulpa liofilizada de la variedad de mango
chato obteniendo un incremento del 2,6% respecto a la pulpa fresca resultado similar al

encontrado en este estudio.

Referente a la acidez titulable de pulpa fresca se aprecia un porcentaje del 0,10%, lo cual le
confiere una acidez ligeramente 4cida, este valor coincide con el reportado por Morelos et al., (2022
p. 9) en un estudio realizado en México de un genotipo de jackfruit “Agiiitada” con un 0,10% de
acidez, mientras que un estudio realizado por Pifia et al., (2010) en Maracay, existe una ligera
variacion con una acidez de 0,13%.

En la pulpa liofilizada se aprecia un incremento de 0,07% de acidez titulable respecto a la pulpa
fresca, en investigaciones realizada por Surco et al., (2017 p. 415) acerca del mango de la variedad
chato obtiene un incremento de 2%, mientras que Huachuhuillca, (2017 p. 56) en el aguaymanto
obtiene un incremento de 4,27% respecto a la pulpa fresca, tomando en cuenta estos dos
particulares se puede notar que el proceso de liofilizacion aumenta la acidez, sin embargo, en
este estudio se obtuvo un incremento leve, la cual se puede deber a los diferentes tipos de frutas,

ya que algunos poseen mayor concentracion de acidez.

Concerniente al analisis de pH de pulpa fresca se aprecia un valor de 6,43 ligeramente 4cido,

valor similar al reportado por Goswami et al., (2011 pp. 28-30) con 6,45 y una notable diferencia con
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el reportado por Morelos et al., (2022) de 5,82, la variacion de esta ultima podria deberse a que se
trata de una fruta de diferente variedad.

En la pulpa liofilizada se observa un descenso del pH, es decir, 0,23 mas acido, lo cual se puede
corroborar en el andlisis anterior en la acidez titulable, ya que, en la pulpa liofilizada se evidencid
un incremento , es decir, si aumenta la acidez el pH baja, es por ello que en este analisis se observa
un pH mas acido, en una investigacion realizada por Huachuhuillca, (2017 p. 56) en la fruta de
aguaymanto reportd que la liofilizacion ascendid ligeramente la acidez un 0,05 més respecto a la

pulpa fresca.

En la investigacion realizada por Amores, (2011 p. 66) en la mora reporta un ascenso del pH pasando
de 3,4 de pulpa fresca a 5,2 de pulpa liofilizada, afirmando que los resultados son concordantes
ya que al someter a un tipo de deshidratacion los acidos se combinan formando sales, lo que hace

haya una neutralizacion bajando la acidez.

Respecto al analisis de solidos solubles de pulpa fresca se obtuvo 7,51° brix, resultado diferente
al obtenidos por Goswami et al., (2011 pp. 28-30) con 20,1 °brix, y con una notable similitud al
obtenido por Morelos et al., (2022) con 8,6°brix, estas variaciones podrian ser debido al estado de
madurez de la fruta cosechadas; en la pulpa liofilizada se observa un incremento del 0,91°brix
respecto a la pulpa fresca, segun Amores, (2011 p. 70) afirma que en la liofilizacion los azucares se
concentran ya que por la pérdida de agua libre estos son llevados hacia el exterior del alimento

produciéndose una mayor concentracion.

Referente al indice de refraccion se puede apreciar que no se presentaron cambios de la pulpa
fresca a la pulpa liofilizada, esto se debe a que el proceso de liofilizacion no altera las
caracteristicas fisicoquimicas, en la investigacion realizada por Pardo et al., (2017 p. 7) en la pulpa
fresca de maracuya report6 un indice de refraccion de 1,35, similar al obtenido en este estudio,

mientras que en la fresa obtuvo igual indice de refraccion a la de esta investigacion de 1.34

Tabla 4-6: Analisis estadistico de medias del Test de Tukey

Estado de la pulpa*Analisis N Media Agrupacion

Liofilizada Sélidos S. 38.42000 A

Fresca Sélidos S. 37.51000 B

Fresca pH 3 6.42667 C
Liofilizado pH 3 6.19667 D
Liofilizada Cenizas 33.30333 E
Fresca Cenizas 3 0.60333 F
Liofilizada Indice R. 3 1.34000 G
Fresca Indice R. 3 1.34000 G
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Liofilizada Acidez T. 30.16333 H
Fresca Acidez T. 3 0.10000 H

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Realizado por: Asanza E., 2024.

En la tabla 4-5 se excluyd el analisis de humedad, a fin de poder realizar la prueba de Tukey
puesto que al aplicar la liofilizacion se obtiene un resultado de humedad bajo ya que es un método
de secado en frio que elimina el agua libre y parte del agua ligada, con esto, evita la proliferacion
de microorganismos conservandolo por un largo periodo de tiempo; de este modo, se puede
afirmar con un nivel de confianza del 95% que no existe diferencia significativa para el analisis
del indice de refraccion y acidez titulable, es decir, se conservaron sus propiedades, sin embargo,
para el resto de los analisis son significativamente diferentes pero no de forma negativa, es decir,

las propiedades fisicoquimicas mejoraron luego de haber aplicado el proceso de liofilizacion.

4.4. Tamizaje fitoquimico de los extractos alcohélicos e hidroalcohdlicos.

Tabla 4-7: Tamizaje fitoquimico de los extractos alcohdlicos e hidroalcohoélicos de pulpa fresca

y liofilizada

EXTRACTOS EXTRACTOS
HIDROALCOHOLICOS HIDROALCOHOLICOS
Y ALCOHOLICO DE Y ALCOHPOLICO DE
PULPA FRESCA PULPA LIOFILIZADA
ENSAYO METABOLITO  96% 50% 25% 96% 50%  25%

Dragendorft Alcaloides + + + + + +
Mayer Alcaloides + + + + + +
Wagner Alcaloides + + + + + +

_ Azlcares
Fehling + ++ ++ ++ ++ 4+
reductores
Espuma Saponinas - + +++ - + A
Shinoda Flavonoides + + ++ + + +
Cloruro Fenoles y/o
. . + + ++ + + ++
Férrico Taninos
Liebermann- Triterpenos y
+ + - - - -
Burchard Esteroides
Baljet Cumarinas + + + + + +

Indicador: (-) Negativo, (+) Escasa evidencia (++) Evidencia Moderada (+++) Alta Evidencia.

Realizado por: Asanza E., 2024.
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En la tabla 4-7 se puede evidenciar la presencia de algunos metabolitos, entre los de interés estan
los flavonoides y fenoles, demostrando la capacidad de extracciéon de cada uno de los solventes
dando un indicativo de obtener polifenoles asociados a la capacidad antioxidante, si bien, en el
tamizaje se demuestra cualitativamente la presencia de dichos metabolitos, no se sabe con certeza
si se obtendran concentraciones bajas o altas.

En una investigacion realizada por Carvajal, (2018), en las hojas de Artocarpus Heterophyllus lam
en extracto hidroalcohodlico reportd una moderada presencia de flavonoides, demostrando que
ademas de estar presente este metabolito en la hoja también esta en la pulpa y probablemente en

otras partes de la fruta como semilla y corteza.

4.5. Determinacion de la concentracion de polifenoles totales.

Se utilizo un ANOVA al 5% de significancia, el valor p del modelo (0,001) y (0,000) de pulpa
fresca y liofilizada respectivamente evidencié que al menos uno de los promedios fue diferente;
con ayuda del estimador de Tukey se selecciono el extracto al 25% como el mas eficaz en la
extraccion para ambos casos y los graficos 4-1 y 4-2 de medias confirmaron que los extractos al

25% obtuvieron una mejor concentracion de polifenoles.

Tabla 4-8: Determinacion de la concentracion de polifenoles de los extractos hidroalcohélicos y

alcoholicos de la pulpa fresca y liofilizada.

Extractos Conc. de Tratamiento
. . . Valor p .
hidroalcoholicos  polifenoles (mg ANOVA maximizador
y alcohdlicos Eq.AG/ 1009) (Tukey)
25% 394,62 Extracto
Pulpa fresca 50% 391,76 0,001 hidroalcohdlico
96% 351,86 al 25%
Pulpa 25% 308,08 _ Extract? _
liofilizada 50% 162,24 0,000 hidroalcohdlico
96% 151,44 al 25%

Realizado por: Asanza E., 2024.
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Grafico 4-1: Grafico de medias de la pulpa fresca
Realizado por: Asanza E., 2024.
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Grifico 4-2: Grafico de medias de la pulpa liofilizada
Realizado por: Asanza E., 2024.

Los graficos de medias confirmaron que los extractos al 25% de pulpa fresca y liofilizada
obtuvieron una mayor concentracion de polifenoles; sin embargo, para validar los hallazgos se
realizé la comprobacion de los supuestos del modelo y en torno a ello se cumplié normalidad,
homocedasticidad e independencia entre los residuos del modelo al 5% de significancia.

En la tabla 4-8 se aprecia que el extracto al 25 % de pulpa fresca obtuvo mayor concentracion de
polifenoles (394,62 mg Eq.AG/ 100g) respecto a los otros extractos de pulpa fresca, en el estudio
realizado por Zacarias et al., (2021 pp. 19-20) reporta 58,44 mg Eq.AG/ 100g, menor a la de este
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estudio, esta variacion se podria deber a la utilizacion de diferente solvente para la extraccion, es
decir, un solvente menos polar respecto al etanol 25% y un tiempo corto de maceraciéon de 24
horas.

Seguin Chéavez et al., (2022) report6 una concentracion de 1178 mg Eq.AG/ 100g, un aumento notable
respecto al encontrado en esta investigacion de 394,62 mg Eq.AG/ 100g , esta variacion se podria
deber a que a pesar de ocupar etanol al 70% (menos polar respecto al etanol 25%) realiza una
maceracion de 15 dias, pudiendo extraer mayor cantidad de polifenoles a diferencia de esta
investigacion que ocup6 3 dias de maceracion, factores como el estado de madurez de la pulpa,

tiempo de recoleccion y region de cosecha puede influir en variabilidad de la concentracion.

Referente a la pulpa liofilizada se observa una notable disminucién en la concentracion de todos
los extractos respecto a la pulpa fresca, sin embargo, el extracto al 25% mantuvo la mejor
extraccion, segun Irigoiti et al., (2019 p. 5) menciona que a pesar de que la liofilizacion es un método
de secado no agresivo se podria presentar un cambio estructural en los polifenoles y por ende una
disminucion en la concentracion de estos.

En la investigacion realizada por Huachuhuillca, (2017 p. 56) en el fruto aguaymanto reporto 228,70
mg Eq.AG/ 100g para la pulpa fresca, mientras que para la pulpa liofilizada 223,44 mg Eq.AG/
100g con una ligera disminucion en la concentracion, analogamente sucede con lo reportado por
Irigoiti et al., (2019 p. 5) en extractos etandlicos de propodleos, obteniendo 420,00 mg Eq.AG/ g y

362,50 mg Eq.AG de pulpa fresca y liofilizada respectivamente.

4.6. Determinacion de la actividad antioxidante in vitro de pulpa fresca y liofilizada.

Tabla 4-9: Evaluacion de la actividad antioxidante de pulpa fresca y liofilizada al inicio y

durante un periodo de conservacion

Actividad antioxidante Actividad antioxidante

Extractos
(umol ET/L) (umol ET/L)
hidroalcoholicos
1¢ dia 15 *° dia
Pulpa fresca 25% 174,53 94,34
Pulpa Liofilizada 25% 329,00 324,00

Realizado por: Asanza E., 2024.

Para la comparacion de la actividad antioxidante de la pulpa fresca y liofilizada se utilizo una
prueba de hipoétesis unilateral para muestras independientes tanto para la actividad antioxidante
del dia 1 como para la del dia 15, los contrastes se plantean como sigue:

Analisis del dia 1
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Hipdtesis
Ho; u < piy
Hy; > py

Hipotesis nula: La actividad antioxidante de la pulpa liofilizada es menor o igual a la actividad
antioxidante de la pulpa fresca.

Hipotesis alternativa: La actividad antioxidante de la pulpa liofilizada es mayor a la actividad
antioxidante de la fresca.

Nivel de significancia

a = 0,05

Estadistico de prueba

Valor p = 0,02

Region de rechazo
Si el valor p es inferior o igual al nivel de significancia se rechaza la Hipdtesis nula; en este caso

la regla se cumple (0,02 < 0,05) por tanto se rechaza la Hipotesis nula.

Decision
Se observo que la actividad antioxidante de la pulpa liofilizada fue superior a la actividad

antioxidante de la pulpa fresca al término del primer dia.

Analisis del dia 15

Hipotesis

Ho; wy < py

Hy; > py

Hipdtesis nula: La actividad antioxidante de la pulpa liofilizada es menor o igual a la actividad
antioxidante de la pulpa fresca.

Hipdtesis alternativa: La actividad antioxidante de la pulpa liofilizada es mayor a la actividad

antioxidante de la fresca.

Nivel de significancia

a = 0,05

Estadistico de prueba

Valor p=0,032
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Region de rechazo
Si el valor p es inferior o igual al nivel de significancia se rechaza la Hipotesis nula; en este caso

la regla se cumple (0,032 < 0,05) por tanto se rechaza la Hipotesis nula.

Decision
Se observo que la actividad antioxidante de la pulpa liofilizada fue superior a la actividad

antioxidante de la pulpa fresca al término de los 15 dias de su conservacion.

En la tabla 4-9 se aprecia una diferencia significativa de la concentracion entre la pulpa fresca y
liofilizada, esta tltima posee mayor actividad antioxidante respecto a la fresca tanto al primer
como quinceavo dia, a pesar de que el contenido de polifenoles fue mayor en la pulpa fresca
respecto a la liofilizada se puede atribuir la existencia de otros antioxidantes exdgenos como
antocianas, vitamina C u otros antioxidantes que le confiere dicha actividad.

Segun Shofian et al., (2011 p. 4679) afirma que la liofilizacion es recomendada para componentes
antioxidantes sensibles al calor como el acido ascorbico, contrastando con lo reportado por Basilio
et al,, (2022 p. 18) en la pulpa de camu camu fresca y liofilizada con 1557,38 mg de acido
ascorbico/100g y 14 332,98 mg de acido ascorbico/100g respectivamente.

En la investigacion realizada por Basilio et al., (2022 p. 18) del fruto camu camu fresco y liofilizado
reportd una concentracion de la actividad antioxidante de 165,47 mg Eq. acid. asc. /100g y
1522,31 mg Eq. acid. asc. /100g respectivamente, afirmando que la liofilizacion elevo la

actividad antioxidante al evaporar el agua.

Para la comparacion de la actividad antioxidante de la pulpa liofilizada y fresca se utilizé una
prueba de hipoétesis unilateral para muestras independientes tanto para la actividad antioxidante

del dia 1 como para la del dia 15, los contrastes se plantean como sigue:

Analisis de la pulpa fresca

Hipotesis

Ho; m1 = s

Hy; pq # Uis

Hipotesis nula: La media del dia uno es igual a la media del dia quince.

Hipoétesis alternativa: La media del dia uno es diferente a la medias del dia quince.

Nivel de significancia

a = 0,05
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Estadistico de prueba

Valor p= 10,01

Region de rechazo
Si el valor p es inferior o igual al nivel de significancia se rechaza la Hipotesis nula; en este caso

la regla se cumple (0,01 < 0,05) por tanto se rechaza la Hipdtesis nula.

Decision
Se observo que la actividad antioxidante de la pulpa fresca del primer dia fue significativamente
diferente a la actividad antioxidante de la pulpa fresca al término de los 15 dias de su

conservacion.

Analisis de la pulpa liofilizada

Hipotesis

Ho; uy = pys

Hy; py # Hys

Hipotesis nula: Las medias del dia uno es igual a las medias del dia quince.

Hipotesis alternativa: Las medias del dia uno es diferente a las medias del dia quince.

Nivel de significancia

a = 0,05

Estadistico de prueba

Valor p = 0,08

Region de rechazo
Si el valor p es inferior o igual al nivel de significancia se rechaza la Hip6tesis nula; en este caso

la regla se cumple (0,08 > 0,05) por tanto no se rechaza la Hipotesis nula.

Decisiéon
Se observo que la actividad antioxidante de la pulpa liofilizada del primer dia no tuvo diferencia

significativa al término de los 15 dias de su conservacion.

En la tabla 4-9 en la pulpa fresca se observa una disminucion significativa en la actividad

antioxidante al cabo del dia 15 respecto al primer dia, esta disminucion se puede deber a la
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condicidon de almacenamiento como la refrigeracion; una investigacion realizada por Dominguez et
al, (2018) en la pulpa de guayaba en refrigeracidon reportdé una disminucion significativa del
cultivar calvillo y peruano al cabo del séptimo dia, siguiendo un comportamiento igual a la de
esta investigacion, asi mismo, Soto et al., (2014) en la pulpa de la guayaba de la variedad criolla roja
reportd una disminucion del ICso de 0,61 a 7,78 mg/mL, tomando en cuenta que a menor valor
mayor actividad antioxidante.

Respecto a la pulpa liofilizada no hay diferencia significativa en la disminucion de la actividad
antioxidante a los 15 dias de conservacion respecto al primer dia, esto se debe a que la
liofilizacion es un método de secado no agresivo, generalmente conservando sus compuestos

bioactivos por un largo periodo de tiempo.
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CAPITILO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

Se obtuvo el liofilizado de la pulpa de Artocarpus heterophyllus lam con un rendimiento del
17%, el cual mantuvo sus propiedades fisicoquimicas, y alguna de estas caracteristicas

mejoraron tales como, pH, acidez titulable, minerales, sélidos solubles e indice de refraccion.

Los extractos al 25% obtuvieron mayor concentracion de polifenoles en la pulpa fresca y
liofilizada con 394,62 mg EAG/100g y 308,08 mg EAG/100g respectivamente, sin embargo,
se observé disminucion de los polifenoles en el liofilizado debido que el proceso de

liofilizacion pudo haber alterado la estructura de los polifenoles.

La concentracion de la actividad antioxidante en la pulpa fresca al primer dia fue 174,53 pumol
ET/L, mientras que en la pulpa liofilizada 329,00 umol ET/L, durante la conservacion
mantuvo mayor poder antioxidante la pulpa liofilizada respecto a la pulpa fresca, por lo tanto,
a pesar de existir pérdida de polifenoles en el liofilizado esto se atribuye a la existencia de
otros antioxidantes exdgenos que mantuvieron y mejoraron dicha actividad en la pulpa
liofilizada, con esto de demuestra que la pulpa de la fruta posee actividad antioxidante y puede
ser considerada para el uso en la industria para la elaboracién de un producto enfocado a la

prevencion de enfermedades.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda identificar los compuestos que le confiere la actividad antioxidante a la pulpa

de Artocarpus heterophyllus lam.

Se sugiere realizar pruebas antimicrobianas ya que existe la presencia de polifenoles

Se recomienda realizar el estudio con un intervalo de tiempo méas prolongado de

conservacion.

39



GLOSARIO

Sublimacion: Proceso fisico que consiste en el paso directo de estado solido a gaseoso sin pasar
por el estado liquido (Alvarado, 2023).

Desorcion: Operacion unitaria inversa con el fin de eliminar o recuperar componentes
minoritarios de una corriente liquida por transferencia a una corriente gaseosa (Nix, 2022).

Pulpa: Es la parte comestible de las frutas, se la obtiene al separar la parte carnosa de cascara
(Prados, 2019).

Agua libre: Moléculas que no tiene contacto directo con el sélido y pueden ser facilmente
eliminada (Velazquez, et al., 2000 p. 24).

Agua ligada: Es conocida como agua no congelable, son moléculas en contacto directo con otras
moléculas estrechamente relacionadas con el s6lidos (Velazquez, et al., 2000 p. 24)..

Estrés oxidativo: Proceso que experimental el cuerpo al estar frente a una produccion exagerada
de especies reactivas de oxigeno, o bien, a la disminucion o inhibiciéon de los mecanismos
antioxidantes (Escarza, et al., 2020 p. 4).

indice de refraccién: El indice de refraccion es una medida del comportamiento de la luz a
medida que pasa a través de una muestra. Dependiendo de la composicion de la muestra, la luz se

refractara o reflejard de manera diferente (Hanna, 2022).

°Brix: Unidad de medida que representa la concentracion total de materia seca, generalmente

azucares (Hidrolab, 2022).
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ANEXOS

ANEXO A: DESINFECTADO Y DESPULPADO DE JACKFRUIT

ANEXO B: LIOFILIZACION DE LA PULPA

ANEXO C: OBTENCION DEL LIOFILIZADO DE LA PULPA DE JACKFRUIT




ANEXO D: CONTROL DE CALIDAD DE LA PULPA FRESCA'Y LIOFILIZADA
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ANEXO G: TAMIZAJE FITOQUIMICO DE PULPA FRESCA Y LIOFILIZADA
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ANEXO I: CURVA ESTANDAR DE ACIDO GALICO
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ANEXO J: CONSERVACION DE LA PULPA LIOFILIZADA

ANEXO L: CURVA ESTANDAR DE TROLOX
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