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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se realiz6 la encapsulacién de extractos de
moringa oleifera y su incorporacion a una bebida fermentada como aporte
nutricional. Se utilizaron 3 métodos para extraccion de proteina de la hoja de
moringa, posteriormente fueron analizados por los siguientes métodos
determinacion de proteinas totales por digestion Kjeldahl, para la determinacion de
azucares totales la técnica fenol-acido sulfurico, asi como para la determinacion de
la actividad antioxidante fueron analizados por los métodos ABTS (&cido 2,2'-azino—
bis—3—etilbenzotiazolin—-6—acido sulfénico), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y
FRAP (capacidad de reduccion de hierro). Como consiguiente, se determiné que
extracto contenia mayor cantidad de proteinas; posteriormente el extracto se
microencapsuld, en una matriz de alginato de calcio, estas mismas se secaron a
través de 2 métodos, secado por estufa y secado al ambiente, optando por

conservar aquellas con menor didmetro.

Para la evaluacion sensorial, se aplicd una prueba hedonica con una escala de cinco
puntos; con jueces del panel de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro. El
disefio del experimento fue en bloques completamente al azar.

El yogurt con capsulas de extracto de Moringa oleifera contiene altos niveles de
proteina, capacidad antioxidante, asi como azucares totales. Por lo tanto; los

resultados indican que la moringa oleifera aporta beneficios a la salud.

PALABRAS CLAVE: Moringa oleifera, microencapsulacion, alimento funcional,
yogurt, analisis sensorial.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Los seres humanos han evolucionado constantemente y con ello han transformado su
estilo de vida, y por ende sus habitos alimentarios, creando nuevas necesidades.
Actualmente no solo se busca satisfacer la necesidad de hambre y proporcionar los
nutrientes necesarios, sino también prevenir enfermedades relacionadas con la
desnutricion, mejorar el bienestar fisico y mental.

Los alimentos denominados funcionales constituyen un mercado en alza, siendo uno de
los segmentos con mayor crecimiento en los Ultimos afios (Falguera, 2012). La Moringa
oleifera es una planta que puede ser considerada como alimento funcional. Esta planta
ha sido estudiada, encontrando una gran variedad de compuestos benéficos para la
salud, lo que hace a la Moringa, un material extraordinario para la extraccion de
compuestos activos y su posterior aplicacion como alimento funcional. Entre las
propiedades que se le otorgan estan: combatir las infecciones de piel, el asma y la
bronquitis, prevenir la anemia y diabetes, etc. (Mahmood, 2010).

Los productos lacteos son alimentos con proteinas de alto valor biolégico que contienen
todos los aminoacidos esenciales para el organismo, adicionalmente son ricos en calcio,
el yogur es un alimento que ha crecido con popularidad, a través de los afios, ya que los
probidticos que este posee; los cuales, consumidos en cantidades suficientes, ejercen
efectos benéficos en la poblacion microbiana del tracto gastrointestinal (Holzapfel, 2001).
Las bacterias que se encuentran en este producto son principalmente miembros del

género Lactobacillus y Bifidobacterium (Ghaderi, 2010). El yogur es considerado como



Preparaciones en alimentos o suplementos diarios para mejorar la salud de los humanos
(Holzapfel, 2001).

El desarrollo de ingredientes multifuncionales que pueda dar lugar a distintos efectos
fisiolégicos beneficiosos para el ser humano, representa un reto importante para dar
respuesta a necesidades de consumidores con necesidades especificas.

En el presente trabajo se propone desarrollar un sistema de encapsulacion para los
extractos de Moringa oleifera; en una matriz de alginato de calcio, con el fin de preservar

sus propiedades antioxidantes y proteicas.

1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo General

Encapsular extractos de Moringa oleifera e incorporarlos a una bebida fermentada para

mejorar su aporte nutrimental.

1.1.2. Objetivos Especificos

e Obtener extractos de la hoja de Moringa oleifera, con alto contenido proteico y

antioxidante.

e Caracterizar los extractos de Moringa oleifera, cuantificando proteinas, lipidos,

carbohidratos, etc.

e Encapsular los extractos de Moringa oleifera, usando matrices naturales como el

alginato de calcio.

e Caracterizar las cipsulas que contienen extractos de Moringa oleifera a través de

técnicas microscopicas.
e Incorporar las capsulas a un alimento liquido fermentado.

e Evaluar las propiedades nutricionales y sensoriales del alimento preparado.



1.2. Hipotesis
La incorporacion de microcapsulas con extracto de moringa al yogurt incrementara en

contenido de proteina y capacidad antioxidante, sin alterar sus propiedades sensoriales.

1.3. Justificacion
La innovacion y creacion de alimentos funcionales, representa un reto importante en

nuestro pais. El facil deterioro de la salud, de los mexicanos, se ha convertido en un gran
problema social; las causas estan relacionadas estrechamente con la inadecuada
nutricién a la que nos estamos acostumbrando por diferentes factores, sean estos por
carencia de tiempo, recursos econémicos, preferencia por comida con pobres indices
nutricionales (comida chatarra) o por el estilo de vida frenético que se sostiene en la
actualidad. Como estudiante de Ingenieria En Ciencia Y Tecnologia De Alimentos, se
propone desarrollar un sistema de encapsulacion para los extractos de Moringa oleifera;
en una matriz de alginato de calcio con alto contenido nutricional, con la finalidad de dar

repuesta a necesidades alimenticias de los consumidores.



CAPITULO Il

2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de la Moringa oleifera
2.1.1. La Moringa

La moringa (Moringa oleifera) es una planta que puede ser considerada como alimento
funcional. Durante siglos, ha sido utilizada por varias culturas alrededor del mundo como
herramienta de la medicina tradicional, hay pruebas historicas que indican que las hojas
y frutos de moringa eran parte de la dieta de los reyes y reinas con el fin de mantener la
mente alerta y tener una piel sana. Entre las propiedades que se le otorgaba estan:
combatir las infecciones de piel, el asma y la bronquitis, prevenir la anemia y diabetes,
etc. (Mahmood y Mugal, 2010).

2.1.2. Origen y Distribucién Geografica

El arbol de moringa es originario del sur de los Himalayas y el noroeste de la India
(Guzméan, 2015). Desde 1920 se ha ido introduciendo y naturalizando en otros paises de
Asia, Africa, en América Latina y Centroamérica, donde sus principales usos eran como
arbol ornamental y servia como cerca viva y cortinas rompe vientos (Cabrera, 2014). El
nombre cientifico de la moringa es Moringa OleiferaLam (Alfaro y Martinez, 2008).
2.1.3. Taxonomiay Caracteristicas Botanicas

Segun su clasificacion taxondmica, pertenece a la familia de las Moringaceas, orden de
los Capparidales clase magnoleopsida. Es la mas conocida del género Moringa que
cuenta con 13 especies (Lifian, 2010).

Esta planta crece bien a alturas por debajo de los 500 metros sobre el nivel del mar

(msnm), pero puede adaptarse a condiciones sobre los 1500 msnm siempre y cuando



no haya heladas (Fahey y Olson, 2011), en cuanto a las condiciones de suelo, la planta
se adapta a suelos duros o pesados, con poca capacidad de retencién de agua y con
poca actividad bioldgica, lo importante es que haya un buen drenaje porque no sobrevive
en lugares con acumulacion de agua (Alfaro y Martinez, 2008).

En general, la planta de moringa (Figura 1) consiste en un arbusto grande, o se le podria
considerar también como un arbol pequefio y frondoso de una altura promedio maxima
de 10 metros. La corteza es blanquecina, la forma y tamafo del tronco irregular y la
corona pequefia y densa. Las hojas tienen 20 cm de largo, con hojuelas delgadas,
oblongas u ovaladas de 1 a 2 cm de largo y son de color verde claro (Alfaro y Martinez,
2008).

Las flores de la moringa son de color crema y muy fragantes, miden de 1 a 1.5 cm, el
fruto consiste en vainas de 20 a 45 cm de largo y de 1 a 2 cm de grosor, de color pardo,
de tres lados, lineares (Rosero, 2015).

Las semillas son carnosas, tienen a su alrededor una céscara fina de color café con tres
alas o semillas aladas de 2.5 a 3 mm de largo. Cuando se retira la cascara, se encuentra
el endospermo o almendra que es blanquecina y muy oleaginoso. En cuanto a la raiz, es
en forma de rdbano, mide varios metros y es carnosa, es pivotante y globosa, lo que le
da a la planta resistencia a la sequia en periodos prolongados (Alfaro y Martinez, 2008).
Se conoce que la Moringa es una buena fuente de nutrientes, aminoacidos y
antioxidantes, es usada contra el envejecimiento y tiene propiedades antiinflamatorias

(Mahmood, 2010).



En lafigura 2.1 (Olson y Fahey, 2011), se especifican las partes de la planta de moringa,

la forma de sus frutos y semilla, con el fin de identificar mas facil su forma.

una hoja

Figura 2.1 Representacion grafica de la planta de moringa oleifera A. Corresponde a toda la
planta B. Fruto cerrado C. Fruto abierto D. Semilla. Tomado de Olson y Fahey, 2011.

La moringa tolera casi todo tipo de suelos. El pH varia entre 4.5y 8. Se puede plantar en
zonas marginales y puede llegar a crecer en suelos ligeramente salinos, sueltos,
arenosos y cerca de cauces de agua, no resiste los suelos arcillosos (Lépez Garcia,

2016).

2.2. Aporte Nutricional
La calidad nutricional de la moringa dentro de la literatura se encuentra que contiene 7

veces mas cantidad de vitamina C que las naranjas, 10 veces mas vitamina A que las
zanahorias, 17 veces mas calcio que la leche, 9 veces mas cantidad de proteina que la
de un yogur, 15 veces mas potasio que los bananos y 25 veces mas hierro que las
espinacas (Gopalakrishnan, 2016).

La planta es muy versatil pudiéndose aprovechar todas sus partes, sin embargo, la hoja
ha sido la més utilizada tanto para consumo humano como animal por su gran contenido

de proteinas, vitaminas y minerales (Guzman, 2015).



Las hojas, son la parte mas usada de la planta (Moringa oleifera) las cuales son ricas en
vitaminas, carotenoides, polifenoles, acidos fendlicos, flavonoides, alcaloides, taninos y
saponinas (Vergara, 2017).

Las hojas tienen cualidades nutritivas sobresalientes, que estan entre las mejores de
todos los vegetales perennes. El contenido de proteina es del 27%; ademas tienen
cantidades significativas de calcio, hierro y fésforo, asi como vitamina A y C. Este valor
nutricional es particularmente importante en areas donde la seguridad alimentaria se
puede ver amenazada por periodos de sequia, pues las hojas de Moringa pueden
cosecharse durante las épocas secas, cuando no hay otros vegetales frescos disponibles
(Munevar, 2019).

A continuacion, se presenta la tabla 2.1 (Gopalakrishnan, 2016), con la compaosicion
nutrimental de cada una de las partes de la Moringa (Moringa Oleifera), tomando como
base 100 gramos de materia vegetal.

Cuadro 2.1 Composicion Nutricional De Las Partes De Moringa. Tomado de Gopalakrishnan,
2016.

Nutrientes Hojas frescas | Hojas secas | Polvo de hojas | Vainas
Calorias (Cal) 9.2 329 205 26
Proteinas (g) 6.7 29.4 27.1 2.5
Grasa (Q) 1.7 5.2 2.3 0.1
Carbohidratos (g) | 12.5 41.2 38.2 3.7
Fibra (g) 0.9 125 19.2 4.8
Vitamina B1 (mg) | 0.006 2.02 2.64 0.05
Vitamina B2 (mg) | 0.05 21.3 20.5 0.07
Vitamina B3 (mg) | 0.8 7.6 8.2 0.2
Vitamina C (mg) | 220 15.8 17.3 120
Vitamina E (mg) | 448 10.8 113 -
Calcio (mg) 440 2185 2003 30
Magnesio (mg) 42 448 368 24
Fosforo (mg) 70 252 204 110




Potasio (mg) 259 1236 1324 259
Cobre (mg) 0.07 0.49 0.57 3.1
Hierro (mg) 0.85 25.6 28.2 5.3
Azufre (mg) - - 870 137

2.3. Aplicaciones
El uso de la Moringa en alimentos se ha implementado principalmente en panes, galletas

y productos carnicos. En el primer caso, se emplea con el fin de aumentar el valor
nutritivo del alimento, en el caso de la carne se utiliza como antioxidante natural
(Doménech Asensi, 2017).

Los estudios en alimentos se centran valorar el incremento de las propiedades nutritivas
y la aceptacion por parte del consumidor. En otros casos se valora el efecto tecnolégico,
principal mente como antioxidante natural, comparado con aditivos quimicos como el
Butilhidroxitolueno (BHT), con marcado caracter téxico (Doménech Asensi, 2017).

En los ultimos afos y en varias partes del mundo se ha aumentado el uso de la Moringa,
con el fin de incrementar el valor nutricional de alimentos basicos dentro de los cuales
podemos encontrar: hamburguesas, harina de maiz, pan, mortadela de pollo, snacks,
cereales, galletas, quesos, yogurt, sopas, entre otros (Oyeyinka y Oyeyinka, 2018).

A continuacion, en la tabla 2.2 (Doménech Asensi, 2017), muestra los alimentos en los
gue se ha experimentado la adicién de Moringa (Moringa oleifera), El uso de moringa en

alimentos queda reducido casi exclusivamente a panes, galletas y productos carnicos.



Cuadro 2.2 Alimentos con adicién de Moringa. Tomado de Doménech Asensi, 2017.

Alimento Parte del arbol Efecto deseado Dosis (%)
Snack Hoja en polvo Nutritivo 0,6-1,2
Pan Hoja en polvo Nutritivo 1-5
Pan Harina de semilla Nutritivo 5-15
Galletas Harina de semilla Nutritivo 10-30
Galletas Hoja en polvo Nutritivo 10-20
Hamburguesa de | Extracto de hoja | Antioxidante/conservante 1-2
bafalo (liquido)

Hamburguesa de | Extracto de hoja (en | Antioxidante conservante 0,1
cabra polvo)

Hamburguesa de | Harina de semilla Antioxidante/conservante/aglomerante 2-6
ternera

Salchicha de pollo Hoja en polvo Antioxidante/conservante 0,25-1

2.4. Microencapsulacién
La microencapsulacion se puede definir como una técnica por la cual gotas liquidas,

particulas sélidas o gaseosas, son cubiertas con una pelicula polimérica porosa
conteniendo una sustancia activa (Araneda, 2009), esta membrana, barrera o pelicula
esta generalmente hecha de componentes con cadenas para crear una red con
propiedades hidrofébicas y/o hidrofilicas (Fuchs, 2006). Se utiliza de igual manera el
término de microencapsulacion en la industria alimentaria, cuando se encapsulan
sustancias de bajo peso molecular o en pequefias cantidades, aunque los dos términos,
encapsulacién y microencapsulacion, se emplean indistintamente (Yafiez, 2002).

Respecto al area de alimentos, las aplicaciones de esta técnica se han ido
incrementando debido a la proteccion de los materiales encapsulados de factores como
calor y humedad, permitiendo mantener su estabilidad y viabilidad. Las microcapsulas,

ayudan a que los materiales alimenticios empleados resistan las condiciones de




procesamiento y empacado mejorando sabor, aroma, estabilidad, valor nutritivo y
apariencia de sus productos (Yafiez, 2002).

Una aplicacion especialmente importante en alimentos es la nanoencapsulacién que
involucra la incorporacion, absorcion o dispersion, de componentes bioactivos en
pequefias vesiculas con diametro nano (o submicrén) (Bouwmeester, 2009), estas
nanoparticulas encapsuladas en la interface de gotas de emulsion pueden mejorar la
estabilidad y controlar las gotas (Prestidge, 2006); y ser utilizadas como transportadores
comestibles para componentes de sabor-aroma o para encapsulacién o nutraceuticos,
asi como para mejorar la elasticidad de plasticos y paquetes de alimentos bioactivos
(Sozer, 2009)

La técnica de microencapsulacion ha permitido solucionar algunos problemas limitando
las aplicaciones de ingredientes y aditivos alimenticios, puesto que puede controlar la
eliminacién de saborizantes, asi como reducir volatilidad, higroscopicidad y reactividad
incrementando la estabilidad de productos bajo condiciones ambientales adversas
(Favaro, 2010).

Los procesos de encapsulaciéon se pueden dividir en dos: procesos quimicos y procesos
mecénicos. Los procesos quimicos se dividen en las técnicas de coacervacion, co-
cristalizacion, polimerizacion interfacial, gelificacion idnica, incompatibilidad polimérica,
atrapamiento por liposomas e inclusion molecular; dentro de los procesos mecanicos
estan las técnicas de secado por aspersion, secado por congelamiento/enfriamiento y
extrusion (Madene, 2006).

2.4.1. Sustancias que se encapsulan

Hoy en dia muchas sustancias pueden ser encapsuladas en particulas en polvo sélidas

o ellas pueden ser microencapsuladas en emulsiones estructuradas (Palzer, 2009).
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La microencapsulacion ha sido exitosamente utilizada para mejorar la sobrevivencia de
microorganismos en los productos lacteos protegiendo componentes sensibles en los
alimentos (Adhikari, 2000).

Otro ejemplo relacionado con los productos lacteos es el yogurt, en el cual se
microencapsulan bifidobacterias para incrementar la viabilidad en esta bebida
fermentada (Adhikari, 2000).

2.4.2. Métodos de encapsulacion

Para la preparacion de las microcapsulas existen numerosos métodos y la seleccion del
mismo para encapsular depende de los costos, el tamafio de la capsula, las propiedades
fisicas y quimicas de los materiales, la aplicacion y el mecanismo de liberacion deseado.
La encapsulacion ha sido aplicada a diversos campos (medicina, industria alimentaria,
industria farmacéutica, agricultura, cosmética, etc.).

2.4.3. Clasificacién de métodos de encapsulacién

Los métodos de mayor aplicacién en la industria de alimentos corresponden y se
clasifican en:

2.4.3.1. Métodos fisicos

Secado por aspersion, enfriamiento por aspersion, liofilizacion, recubrimiento por lecho
fluidizado, extrusion, co-extrusion, extrusionfusion, cocristalizacion.

El secado por aspersién es el proceso mas utilizado para microencapsular ingredientes
activos, especialmente en la industria alimenticia; debido en gran medida a su bajo costo,
buena estabilidad del producto final y eficacia de encapsulacion relativamente alta

(Favaro et al., 2010). Este método consiste en asperjar el material liquido y formar gotas
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en las que el solvente se evapora al entrar en contacto con una corriente de gas caliente
y formar una fina pelicula del recubrimiento utilizado (Gharsallaoui et al., 2007).

En la técnica de extrusion, la emulsién del material activo y el de recubrimiento forman
gotas al pasar por un dispositivo extrusor a alta presion. El alginato de calcio es
comunmente utilizado como material de recubrimiento (Lupo Pasin et al., 2012). Esta
técnica ha sido utilizada para encapsular microorganismos, enzimas, acidos grasos y
prebidticos y genera microcapsulas menos porosas que el secado por aspersion (Serfert
et al., 2009), aunque duplica su costo y el empleo de extrusores de tornillo a alta presion
genera grandes fuerzas de cizallamiento que son perjudiciales para la estabilidad de
materiales sensibles del nlcleo, como el aceite omega-3 (Gouin, 2004). La coextrusion
0 extrusion centrifuga es un tipo de tecnologia de extrusion, en la cual una solucion
acuosa de polimero caliente fluye a través del tubo exterior, la sustancia a encapsular
pasa por el tubo interior y ambos fluidos son descargados finalmente en una corriente
del fluido transportador. Esta técnica es comunmente utilizada para encapsular aceites y

microorganismos (Shinde et al., 2014).

2.4.3.2. Métodos fisico-quimicos

Coalescencia, inclusion molecular, encapsulacion por liposomas. (Nag, 2011).

La inclusidbn molecular es definida como una nueva asociacion supramolecular de un
ligando (material encapsulado) dentro de un sustrato con una cavidad (agente
encapsulante) por enlaces de hidrogeno y/o fuerzas de van der Waals. La ciclodextrina

es uno de los materiales encapsulantes mas utilizados, sobre todo para proteger
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saborizantes y otros ingredientes termolabiles en los alimentos, vitaminas y aceites

(Nunes y Mercadante, 2007; Hill et al., 2013).

Los liposomas estan constituidos por fosfolipidos dispersos en un medio acuoso, lo que
los hace selectivamente permeables a los iones y les confiere, entre otras cosas,
caracteristicas bioldgicas especiales que les permite interaccionar con membranas
biolégicas y células. Dichas propiedades permiten aplicarlos como liberadores de drogas
contra el cancer y otras enfermedades, asi como para proteger sustancias activas en
productos cosméticos (Foco et al., 2005). De igual forma, se han aplicado para
inmovilizar enzimas micoliticas como quitinasa y laminarinasa en la generacion de
biofungicidas (Balvantin Garcia et al., 2011).

2.4.3.3. Método de extrusion o goteo

Este método consiste en producir pequefias gotas de material encapsulado forzando el
paso de una solucién a través de una aguja de jeringa o de una boquilla en los
dispositivos generadores de goteo (De vos, 2010).

De esta manera, los microorganismos son adicionados a una solucién hidrocoloide, cuya
suspension se hace gotear sobre una solucién de endurecimiento, la cual va a variar en
dependencia del material empleado. El tamafio de las capsulas obtenidas va a depender
del diametro de salida de la solucidon porque mientras menor sea el diametro de la
aguja/boquilla menor sera el tamafio de las capsulas. (Motlagh, 2006).

2.4.3.4. Método de emulsion o sistemas de dos fases

El método de emulsion posee una fase continua y una dispersa para formar la emulsion,
seguida de una etapa de separacion donde la fase dispersa encapsula la bacteria

probidtica como material activo (De vos, 2010). Esta metodologia es aplicada a los
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microorganismos probioticos al realizar una fase dispersa que consiste en un volumen
pequefio de una solucion polimérica con células microbianas en suspension, el cual se
afiade a un volumen mayor de aceite vegetal (aceite de soja, girasol o0 maiz) para formar
la fase continua y esta mezcla es homogeneizada hasta desarrollar una emulsién de
agua en aceite. El polimero hidrosoluble en esta emulsion se hace insoluble producto del
entrecruzamiento que se produce para formar las cipsulas dentro de la fase oleosa
(Krasaekoopt, 2003), cuyo agente de entrecruzamiento a utilizar depende del tipo de
polimero. Al respecto, se ha publicado el empleo de una solucion de cloruro calcico
cuando el polimero es alginato (McMaster, 2005) y para el polimero kcarrageno el
entrecruzante cloruro potasico (Krasaekoopt, 2006). Finalmente, las cépsulas se
colectan mediante filtracion o centrifugacién. Este método presenta como ventajas la
formacion de capsulas mucho mas pequefias que las obtenidas por el método de
extrusion que es una caracteristica deseable, es un proceso facil de escalar a nivel
industrial y la distribucién del tamafio de particula puede ser controlada por parametros
como la velocidad de agitaciébn y homogenizacién. Por otra parte, presenta algunas
desventajas en su aplicacion en la industria alimentaria, debido a que el aceite residual
presente en las capsulas perjudica la textura y propiedades organolépticas del alimento
y, ademas, el aceite residual, los emulsionantes y surfactantes utilizados, pueden ser
toxicos para determinadas células (Jiménez, 2010). También se requieren mas costos
por la necesidad de usar aceites vegetales y de afiadir un paso mas al proceso para

eliminar estos residuos.
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2.4.3.5. Método de secado por atomizacion o desecaciéon por atomizacion

La atomizacion o aspersion es un método que comunmente se utiliza en la industria
alimenticia y consiste en atomizar aire caliente en una suspension o emulsion
homogenizada en la matriz del material encapsulante, para lograr una rapida
evaporacion del solvente (agua) y obtener los encapsulados en forma de particulas de
polvo (De vos, 2010).

El proceso de atomizacién es controlado mediante la alimentacién del producto, el flujo
de aire y la temperatura. Se emplea una variedad de materiales para la encapsulacion,
aunque normalmente se utilizan polisacaridos (Rokka, 2010).

Este método permite la posibilidad de establecer esta tecnologia como un proceso
continuo, su facilidad de manejo y su bajo costo son caracteristicas idoneas y de gran
ventaja para su aplicacion en procesos industriales. Por otro lado, existen inconvenientes
relacionados con las altas temperaturas empleadas en el proceso para la evaporacién
del solvente, las cuales pueden afectar la supervivencia de determinadas cepas
(Jiménez, 2010).

2.4.3.6. Técnica de gelificacion idnica

Esta técnica consiste en agregar un volumen de solucién, por cada cuatro volimenes de
material encapsulante y mezclar a temperatura ambiente. Una vez realizado ese paso,
la solucion se coloca en una jeringa dejando caer el concentrado en una solucién de
cloruro de calcio en agitacion continua para evitar que las capsulas se junten entre ellas.
Las cépsulas se mantendran durante 30 minutos en la solucion a temperatura ambiente,
luego se colecta por filtracion, lavandose con agua destilada para remover el exceso de
calcio en la superficie de la capsula. Las capsulas se secan durante 24 horas a 28 °C.
(Lupo, 2012).
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2.4.4. Ventajas de la encapsulacion de aditivos en laindustria de alimentos

e Disminuir la velocidad de evaporacion o de transferencia del material central hacia
el medio ambiente externo.

e Controlar la liberacion del material central a condiciones predeterminadas, como
el cambio de pH o humedad, la aplicaciéon de calor o los estimulos fisicos.

e Reducir la interaccién entre el material central y el ambiente externo: algunos
ingredientes son sensibles al calor, la luz y la humedad y otros son altamente
reactivos y tienden a oxidarse y volatilizarse.

e Facilitar la manipulacion del material central: la encapsulacién convierte un liquido
a estado sélido, ademas previene la agregacion, favorece el proceso de mezclado
y asegura que el material central se encuentre uniforme en la mezcla.

e Enmascarar el sabor del material central. (Sandoval, 2004).

2.4.5. Matrices para encapsulacion

Los procesos de transformacion que se aplican a alimentos de consumo humano o
animal pueden modificar su composicion nutricional, por lo que se requiere desarrollar
y/o implementar técnicas que mitiguen esta problematica y permitan ofrecer productos
de calidad y con alto valor agregado. En este contexto, una forma de hacerlo, podria ser
incorporando nuevamente dichos componentes en las matrices alimentarias ya
procesadas; sin embargo, tales componentes requieren de una adecuacion que involucra
métodos que promueven el mejoramiento tanto de su estabilidad como de su
biodisponibilidad. (Olagnero, 2007).

Una matriz o sistema pared constituida por compuestos poliméricos con el objetivo de
impedir su pérdida, protegiéndola del ambiente, de la reaccion con otros constituyentes

alimentarios o para impedir que sufra reacciones de oxidacion debido a la luz o al
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oxigeno, por lo anterior, la encapsulacion es una herramienta Util para mejorar la entrega
de alimentos con moléculas bioactivas tales como antioxidantes, minerales, vitaminas,
fitoesteroles, luteina, acidos grasos y el licopeno, al igual que con células vivas como los
probidticos y enzimas; de esta manera, se obtienen capsulas que liberan su contenido a
velocidades controladas durante periodos prolongados y en condiciones especificas.(Gil,
A, Ruiz y M.D, 2010).
Pueden mencionarse algunas propiedades que deberia tener un material ideal, destinado
a ser usado como recubrimiento en un proceso de microencapsulacion en alimentos
(Angelica Sandoval, 2004):
e Baja viscosidad a altas concentraciones.
e Baja capacidad de absorcion de la humedad atmosférica a fin de evitar su
aglomeracion y facilitar su manipulacion.
e Capacidad de estabilizar en una emulsion el material central.
e No reaccionar con el material central y ser insoluble en él.
e Ser soluble en la matriz alimenticia donde se adicionara finalmente.
e Proporcionar maxima proteccion a la sustancia o principio activo que encierra.
e Permitir la liberacion completa de solventes u otros materiales usados durante el
proceso de encapsulacion.

e No poseer sabor.

2.4.6. Estructura de las microcapsulas

Las microcapsulas formadas en el proceso de microencapsulacion son pequefias
particulas que contienen un agente activo rodeado por una cubierta o material pared. La

misma esta constituida por una membrana fuerte, delgada, esférica y semipermeable
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gue envuelve a un nucleo sélido o liquido con un didametro desde unas pocas micras a
varios milimetros. (Rokka, 2010).

El tamafio y la forma de estas microcapsulas, dependen de los materiales y métodos
usados para prepararlas.

2.4.6.1. Tipos de microcapsulas

Ellas son producidas también en forma de gel suave (capsulas de gel) o en forma de
polvo seco. Existen diferentes tipos de microcapsulas, las cuales segun su estructura las

podemos clasificar como:

2.4.6.2. Sistema reservorio o capsular

El material activo se encuentra incluido en una 17 especie de reservorio, que puede ser
de naturaleza liquida o sdlida, el cual se haya envuelto por una fina pelicula del material
de recubrimiento.
2.4.6.3. Sistema matricial
El material activo se encuentra altamente disperso en la matriz polimérica. (Kailasapathy,
2002).
2.4.6.4. Material de encapsulacion o recubrimiento
La eleccion del material de recubrimiento apropiado es el paso de partida en la
encapsulacion. Aunque se considera que el método de encapsulacion puede afectar el
mecanismo de liberacion del material activo, también la formulacion del recubrimiento
constituye un factor definitorio. (Dewettinck, 1999).

El material protector debe reunir ciertas propiedades que dependen de las caracteristicas
guimicas del material encapsulado, la aplicacion, las condiciones de almacenamiento y

del proceso al cual sera expuesto. Las caracteristicas de un recubrimiento ideal para
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encapsular son: baja viscosidad a altas concentraciones, baja higroscopicidad para
facilitar su manipulacioén y evitar la aglomeracion, capacidad de emulsificar y estabilizar
el material central, insoluble y no reactivo con el material central, el recubrimiento es
soluble en los solventes alimenticios comunes o en el producto alimenticio final, maxima
proteccion al material central contra condiciones adversas (luz, pH, oxigeno, humedad y
otros ingredientes reactivos), liberacién completa de solventes y otros materiales usados
durante el proceso de encapsulacion, sabor insipido y bajo costo. (Nag, 2011).

Normalmente se emplean como material de encapsulacion diferentes tipos de cobertura,

con un fin en especifico. (Tabla 2.3).

2.4.7. Matrices empleadas en la encapsulacion

Cuadro 2.3 Sustancias mas utilizadas como recubrimiento en la microencapsulacion. (Martin
Vilena , 2009).

Tipos de cobertura | Cobertura especifica
Gomas Agar, alginatos, carragenina, goma arabiga
Carbohidratos Almidon, dextranos, sacarosa, jarabes de maiz
Celulosa Etilcelulosa, metilcelulosa, acetilcelulosa, nitrocelulosa, carboximetil-celulosa
Lipidos Ceras, parafinas, digliceridos, monogliceridos, aceites, grasas, acido estearicos,
trisetearina
Proteinas Gluten, caseina, albumina
Materiales Sulfato de calcio, solicatos
Inorganicos
2.4.8. Alginato

El alginato es un material encapsulante no téxico utilizado en la encapsulacion de
sustancias debido a su capacidad de formar geles, esferas, micro y nanoparticulas, sus
beneficios en caso de ingestion como fibra diaria para la reduccién de los niveles de
azucar y colesterol en sangre y la capacidad para prolongar la vida atil en productos.

(Lupo, 2012).
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Es un polisacarido anidénico, formado por residuos de los acidos B-Dmanurénico y a-L-
gulurénico. En la encapsulacion de probiéticos se usa en concentraciones en el rango de
0,5-4 %. (Chan, 2000).

Las capsulas de alginato tienen la ventaja de formar facilmente matrices de gel alrededor
de las células de probidtico, son seguras y biocompatibles con el organismo, baratas y

las condiciones del proceso son simples y de facil manejo. (Truelstrup, 2002).

2.5. Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales son aquellos que contienen componentes biolégicamente
activos que ejercen efectos beneficiosos y nutricionales basicos en una o varias
funciones del organismo y que se traducen en una mejora de la salud o en una
disminucién del riesgo de sufrir enfermedades. (al-sheraji, 2013)

El término Alimento Funcional fue propuesto por primera vez en Japon en la década de
los 80’s con la publicacion de la reglamentacion para los “Alimentos de uso especifico de
salud” (Foods for Specified Health Use” o FOSHU) y que se refiere a aquellos alimentos
procesados los cuales contienen ingredientes que desempefian una funcion especifica
en las funciones fisioldgicas del organismo humano, mas alla de su contenido nutricional.

(Alvidrez, 2002).
2.5.1. Uso de los alimentos funcionales para la salud

El mantenimiento de una salud Optima en la dieta diaria debe contener proporciones
adecuados de nutrientes esenciales, esto ha cambiado en los ultimos afios, puesto que
los alimentos contienen sustancias fisioldgicamente activas que cumplen de la misma
manera que los nutrientes esenciales el cual contribuye a reducir la incidencia de ciertas

enfermedades croénicas. (Vasconcellos, 2015).
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CAPITULO Il

3. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. Localizacién

El presente trabajo experimental, la preparacion de extractos, el analisis de
determinacién de proteinas y azucares totales de los extractos obtenidos, fueron
elaborados en el laboratorio de Bioquimica, perteneciente al Departamento de Ciencias
Basicas en la Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) campus
Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. Posteriormente los analisis realizados de
actividad antioxidante por los métodos: ABTS, DPPH y FRAP, de los extractos acuosos
de Moringa Oleifera, se realizaron dentro del Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica de
Semillas del departamento de Fitomejoramiento en la UAAAN.

Finalmente, la corrida del analisis sensorial, por el método heddnico de los diferentes
extractos acuosos de Moringa oleifera, ya incorporado a la bebida fermentada se realizé
dentro del laboratorio de Analisis Sensorial perteneciente al departamento de Ciencia Y

Tecnologia De Alimentos en la UAAAN.

3.2. Equipo, materiales Y reactivos
3.2.1. Obtencién del polvo de Moringa

Cuadro 3.1 Materiales y reactivos para preparacion de polvo de moringa.

Material Reactivos Equipos

Licuadora Hojas secas de Moringa | Tamizador (Diametro
Oleifera promedio entre 0.6 y 0.45 mm)

Bolsas Ziploc
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3.2.2. Preparacion de Extractos acuosos de Moringa Oleifera

Cuadro 3.2 Materiales y reactivos para preparacién de extractos acuosos.

Material

Reactivos

Equipos

500 ml

Matraz bola de dos bocas

Bomba de recirculacion de agua marca MC

Polvo de Moringa oleifera | Millan Modelo PG650 1/140 hp 3000 rpm

220 V.

Condensador

Alcohol etilico (C2HsOH)

Parrilla de agitacion y calentamiento marca
IKA, modelo C-MAG H57

Agitador magnético

Cloruro de calcio (CaCly)

Balanza Analitica Marca AND HR -200
Max= 210g d=01 mg

Termémetro

con fosfato (PBS)

Solucién salina tamponada

polipropileno

Embudo analitico de

Papel Filtro
123 mm

Whatman 42,

Anillo y soporte universal

Pinzas de laboratorio

Tapon
Vaso de precipitados
100ml,150 ml
3.2.3. Determinacién de Proteinas Totales

Cuadro 3.3 Materiales y reactivos para determinacién de proteinas totales.

Etapa Material Reactivos Equipos
Matraz Kjeldahl de 800 m| oracios acuosos de Moringa
Digestién Piedras de Ebullicién Mezcla digestora de Selenio E;:[ggﬁr
o Acido Sulfirico concentrado
Perlas de vidrio 5mm (H2S04)
Matraz Kjeldahl con muestra digerida Agua Destilada (H20)
previamente
Hidréxido de Sodio (NaOH)
Destilacion Zinc de granalla (zn)
Acido Borico (H3sBOs)
Indicador Mixto
Matrf';\z Erlenmeyer con muestra Acido Sulfdrico 0.1 N (H2S04)
Destilada
Titulacion | Pinza para bureta
Bureta
Soporte Universal
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3.2.4. Determinacién de Azucares Totales

Cuadro 3.4 Materiales y reactivos para determinacion de azucares totales.

Material

Reactivos

Equipos

Tubos de ensaye de 10 ml

Extractos acuosos de Moringa Oleifera

Espectrofotémetro

Micropipeta

Aguas Destilada (H20)

Gradilla

Fenol al 5 % (CsHe0)

Acido Sulfarico concentrado (H2SO4)

3.2.5. Determinaciéon de actividad antioxidante: ABTS

Cuadro 3.5 Materiales y reactivos para determinacién de actividad antioxidante por: ABTS.

Material

Reactivos

Equipos

Tubos Falcon

Extractos acuosos de Moringa
Oleifera

Balanza Analitica Marca AND HR -200
Max= 210g d=01 mg

Vaso de precipitados de
100 mi

Reactivo DPPH
(C18H12N50e)

Espectrofotémetro
Marca Thermo
Spectronic, Modelo: BioMate 3

Tubos Eppendorf

Persulfato de potasio (K2Ss0s)

Micropipeta

Metanol al 80 % (CH3OH)

Agua Destilada (H20)

3.2.6. Determinacién de actividad antioxidante: DPPH

Cuadro 3.6 Materiales y reactivos para determinacién de actividad antioxidante por: DPPH.

Material

Reactivos

Equipos

ml

Vaso de precipitados de 100

Oleifera

Extractos acuosos de Moringa

Balanza Analitica Marca AND HR -
200
Max= 210g d=01 mg

Tubos Eppendorf

Reactivo DPPH
(C18H12NsOe)

Espectrofotémetro
Marca Thermo
Spectronic, Modelo: BioMate 3

Micropipeta

Metanol al 80% (CH3OH)

Agua Destilada (H20)

3.2.7. Determinacién de actividad antioxidante: FRAP

Cuadro 3.7 Materiales y reactivos para determinaciéon de actividad antioxidante por: FRAP.

Material Reactivos Equipos
Vaso de precipitados | Extractos Acuosos de Moringa | Balanza Analitica Marca AND HR -
de 100 ml Oleifera 200 Max= 210g d=01 mg

- : - Espectrofotémetro
Vaso de precipitados | Acetato de sodio trihidratado . i
de 200 ml (NaCzH:02) Marca Thermo Spectronic, Modelo:

BioMate 3

Matraz de aforacién de
100 ml

Acido acético
(CHsCOOH)

Incubadora
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Micropipeta Reactivo TPTZ 10 mM

Tubos Eppendorf Acido clorhidrico 40 Mm (HCI)

Cloruro de hierro deshidratado (FeCls)

Agua destilada (H20)

3.2.8. Microencapsulacion de Extractos Acuosos de CaCl2

Cuadro 3.8 Materiales y reactivos para microencapsulacion de extractos acuosos de CaCy..

Material Reactivos Equipos

Vaso de precipitados | Extractos acuosos de Moringa | Parrilla de agitacion y calentamiento marca
250 ml oleifera (CaClz) IKA, modelo C-MAG H57

Jeringas ultra finas 31G : : o Balanza Analitica Marca AND HR -200

X 6mMm Alginato de Calcio al 3% Max= 210g d=01 mg

Em.budo_ analitico  de CaClzal0.2m Estufa de Secado

polipropileno

Charolas de aluminio

57x14 mm

Agitador magnético

Frascos pequefios de
vidrio

Guantes de latex

Papel filtro

Soporte universal

Pinza doble para bureta

Vaso de precipitados
100ml

3.2.9. Encapsulacion de Extractos Acuosos de Buffer Fosfato Salino (PBS)

Cuadro 3.9 Materiales y reactivos para microencapsulacion de extractos acuosos de PBS.

Material Reactivos Equipos
Extractos acuosos
Vaso de precipitados 250 | de Parrilla de agitacion y calentamiento marca IKA,
nll Moringa oleifera | modelo C-MAG H57
(PBS)
Jeringas ultra finas 31G x | Alginato de Calcio | Balanza Analitica Marca AND HR -200
6mm al 3% Max= 210g d=01 mg

Embudo analitico de

polipropilenc CaCl2al0.2m Estufa de Secado

Charolas de aluminio
57x14 mm

Agitador magnético

Frascos pequefios de
vidrio

Guantes de latex

Papel filtro

Soporte universal

Pinza doble para bureta
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Vaso de precipitados
100ml

3.2.10. Encapsulacion de Extractos Acuosos de Etanol

Cuadro 3.10 Materiales y reactivos para microencapsulacion de extractos acuosos.

Material Reactivos Equipos
Vaso de precipitados | Extractos acuosos de Moringa | Parrilla de agitacion y calentamiento marca
250 ml oleifera(etanol) IKA, modelo C-MAG H57
;](eergnas ultra finas 31G Alginato de Calcio al 3% I\B/Iaal)?:zzalgg%h:t(lj?rlr\]/lgrca AND HR -200
Em_budo_ analitico - de CaCl2al0.2m Estufa de Secado
polipropileno
Charolas de aluminio
57x14 mm
Agitador magnético
Frascos pequefios de
vidrio
Guantes de latex
Papel filtro
Soporte universal
Pinza doble para bureta
Vaso de precipitados
100ml
3.2.11. Andlisis Sensorial de encapsulacion de extractos de moringa oleifera

y su incorporacién a una bebida fermentada

Cuadro 3.11 Materiales y reactivos para el andlisis sensorial.

Material Reactivos Equipos

Vasos Biodegradables No. 10 Capsulas CaClz incorporadas al | Laboratorio de analisis sensorial
yogurt UAAAN

Charolas de unicel Capsulas PBS incorporadas al
yogurt

Vasos transparentes 145 ml 5§gpusrttjlas etanol incorporadas al

Tapas transparentes para vaso
50z

Popotes Biodegradables
Servilletas Ecolégicas
Cucharas Biodegradables
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3.3. Metodologia

3.3.1. Acondicionamiento del polvo de moringa oleifera

Las hojas de moringa fueron obtenidas de Parras de la Fuente, Coahuila, las cuales
posteriormente fueron secadas a temperatura ambiente durante 5 dias y fueron
sometidas a molienda. La siguiente etapa de la investigacion fue efectuada en el
laboratorio de Bioquimica UAAAN, en el cual, el polvo obtenido de la molienda fue
tamizado empleando una serie de tamices que incluye los tamafios de particula
(Didmetro promedio entre 0.6 y 0.45 mm).

El tamizado consiste en dar un movimiento de vaivén al tamiz, procurando que la
totalidad de la muestra circule por toda la superficie del tamiz, y acompafando este
movimiento con algun golpe seco, con la finalidad de facilitar el paso a través de la malla
de aquellas particulas que por su tamafio hubieran quedado retenidas. (Nufiez, 2008)
Una vez obtenido un polvo fino de la muestra (tamiz no. 60), se resguard6 en una bolsa
ziploc, manteniéndose en un lugar fresco y seco, para ser utilizado en pruebas

posteriores.
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3.3.2. Preparacion de extractos acuosos de Moringa oleifera

Se prepararon diferentes tipos de extractos acuosos (Etanol, PBS, CaCl). Para la
preparacion de los extractos ya mencionados se utilizé para cada uno, 2 g del polvo
previamente obtenido de la molienda de Moringa, posteriormente se pasé a colocarse
cada uno, en un matraz bola de dos bocas, provisto de un agitador magnético, un
termometro y acompafnado de un refrigerante conectado a una bomba de recirculacion.
Posteriormente, se le afladieron 100 ml de medio (etanol, PBS o CaCl,), posteriormente
se llevd a una temperatura constante de 60 ° C, a reflujo constante. Al llegar al tiempo
establecido, se paso a filtrar, con ayuda de un papel filtro y un embudo, se recolecto el
extracto en un vaso de precipitado de 250 ml. Al concluir el filtrado posteriormente se
colocaron los extractos en un recipiente de plastico, se etiquetaron y se mantuvieron en
refrigeracion a 4°C, para ser utilizados en pruebas posteriores. Previamente se realizaron
2 repeticiones por cada tratamiento, como se muestra en la tabla 3.12.

Cuadro 3.12 Tiempo de reaccion, de los extractos.

Extracto T|emp(? de
reaccion (h)

Etanol 2

PBS 2

CaCl 2
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3.3.3. Determinacién De Proteinas Totales

Fundamento: El método Kjeldahl se basa en la determinacion del nitrégeno.

El método Kjeldahl mide el contenido en nitrégeno de una muestra. El contenido en
proteina se puede calcular seguidamente, presuponiendo una proporcidn entre la
proteinay el nitrégeno para el alimento especifico que esta siendo analizando, tal y como
explicaremos mas adelante. Este método puede ser dividido, basicamente en 3 etapas:
digestion o mineralizacion, destilacion y valoracion. El procedimiento a seguir es diferente
en funcion de si en la etapa de destilacion el nitrogeno liberado es recogido sobre una
disolucion de acido boérico o sobre un exceso conocido de acido clorhidrico o sulfarico
patron. Ello condicionara la forma de realizar la siguiente etapa de valoracién, asi como
los reactivos empleados, en la etapa de digestion, un tratamiento con acido sulfarico
concentrado, en presencia de un catalizador y ebullicién convierte el nitrdgeno organico
en ién amonio, segun la ecuacion, posteriormente en la etapa de destilacion, se alcaliniza
la muestra digerida y el nitrégeno se desprende en forma de amoniaco. EI amoniaco
destilado se recoge sobre un exceso desconocido de acido bérico, finalmente en la etapa
de valoracion, La cuantificacion del nitrdogeno amoniacal se realiza por medio de una
volumetria &cido-base del i6n borato formato, empleando acido clorhidrico o sulfurico y
como indicador una disolucién alcohdlica de una mezcla de rojo de metilo y azul de
metileno. Los equivalentes de acido consumidos corresponden a los equivalentes de
amoniaco destilados. (Garcia y Fernandez, 2012).

Se analizé cada tratamiento para determinar el contenido de proteina, por el método
Kjeldahl, siguiendo respectivamente la metodologia reportada por Garcia y Fernandez

(2012). Se comenzo por afiadirse 1 ml de extracto acuoso con su respectivo tratamiento,
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asi como también se agregd 1 g de muestra pura de moringa oleifera, para evaluar las
diferencias entre liquidos y la muestra pura. Para la etapa de la digestidn, se utiliz6 un
tratamiento con acido sulfurico concentrado, en presencia de una mezcla digestora de
selenio como agente catalizador. La nuestra se colocd en el digestor en un tiempo
aproximado entre 40 a 45 min, hasta obtener una mezcla de un color verde cristalino,
apreciable a la vista, se le tapo la boquilla y se dejo enfriar. Posteriormente para la etapa
de destilacion, se alcalinizo la muestra con hidroxido de sodio y se colocé a destilar
aproximadamente durante 1h con 20 min, recolectando el amoniaco sobre una disolucién
de acido baorico con un indicador. Como acto final, se titulo la muestra con acido sulfarico

concentrado, hasta obtener un viraje en un tono de color azul tenue a un color rosa claro.
3.3.4. Determinacién de azucares totales

Fundamento: La técnica fenol-acido sulfurico para la determinacion de azucares totales,
la adicién de algunos acidos minerales a las soluciones acuosas de carbohidratos, como
el acido sulfarico, provoca la deshidratacion de los carbohidratos con la eliminaciéon de
tres moles de agua. Con esta reaccion se forman derivados del furfural y el 5-
hidroximetilfurfural (HMF). La presencia del fenol y su interaccion con el HMF facilita la
formacion de complejos que permiten la coloracion de la solucion y en consecuencia
facilitan la cuantificacién de los carbohidratos a través de la espectrofotometria (Lopez,
2017).

Posteriormente para poder determinar la cantidad de azlcares totales presentes en los
extractos, se prosiguié a realizar la técnica Fenol-Acido Sulfurico, bajo la metodologia
reportada por Rao y Pattabiraman (1989), con una modificacion, que se describe a

continuacion: no se permitio que la reaccion se enfriara hasta los 15 °C, se dej6 reposar
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durante 1 h para que bajara su temperatura de forma gradual. Como siguiente paso, se
midié la absorbancia de cada muestra en Espectrofotometro Marca Thermo Spectronic

Modelo BioMate, a 490 nm de longitud de onda, utilizando celdilla de cuarzo.

3.3.5. Determinacién de Actividad Antioxidante de Extractos

3.3.5.1. ABTS

Fundamento: Se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracién del radical ABTS+,
debido a la interaccién con especies donantes de hidrégeno o de electrones, es un
ensayo colorimétrico en el que el radical ABTS+ decolora en la presencia de
antioxidantes. El radical catibnico ABTS+ es un croméforo que absorbe a una longitud
de onda de 734 nm y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS (2,2’-azino-bis-
(3-etil benzotiazolin-6- sulfonato de amonio) con persulfato de potasio, las mediciones se
realizan a una longitud de onda de 734 nm.

El reactivo se prepar6 segun Lopéz Contreras et al., (2015), realizando una mezcla de 1
ml de reactivo ABTS con 1 ml de Persulfato Potasico, aforando hasta 10 ml con agua
destilada, dejando la reaccién durante 12 horas en oscuridad antes de realizar la lectura.
La reaccion resultante se llevo a una absorbancia de 1 con metanol al 80%. Se agregé
1.5 ml de la mezcla resultante a 50 yl de extracto diluido a analizar, se dejaron las
muestras con el reactivo en completa oscuridad durante 30 minutos y finalmente se midio
su absorbancia a 734 nm en Espectrofotometro Marca Thermo Spectronic modelo

BioMate3.
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3.3.5.2. DPPH

Fundamento: Para cuantificar la capacidad captadora de radicales libres de los extractos
se determina el grado de decoloracion que provocan sus componentes a una solucién
metandlica de DPPH. La técnica DPPH (2,2 - difenil-1-picrilhidracilo) se basa en la
premisa de que un hidrogeno donante es un antioxidante. Este ensayo colorimétrico
utiliza el DPPH radical, que cambia de purpura a amarillo en presencia de antioxidantes.
El ensayo se realiz6 siguiendo la metodologia reportada por Lopez Contreras (2015), el
reactivo DPPH estandarizado se llevo a una absorbancia de 1 con metanol al 80%. A 10
pl de muestra de extracto diluido en agua destilada, se le afiadieron 990 ul de reactivo,
se agitod y se mantuvieron las muestras en oscuridad durante 30 minutos. Para finalizar,
se midieron las muestras en Espectrofotbmetro Marca Thermo Spectronic modelo
BioMate3 a una longitud de onda de 517 nm. Los resultados fueron expresados en

micromolTE/100 g, utilizando Trolox como reactivo estandar.

3.3.5.3. FRAP

Fundamento: Este método evalla la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo
a su capacidad para reducir el hierro férrico (Fe*3) presente en un complejo con la 2,4,6-
tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe+2), que presenta un maximo de

absorbancia a una longitud de onda entre 590-595 nm (Mesa et al., 2015).

La preparacién del reactivo se realizé mezclando 3 reactivos: Solucion de acetatos 300
mM, Reactivo TPTZ 10 mM y Cloruro de Fierro Deshidratado 20 mM. Cada uno de los
reactivos se mantuvo en incubadora durante 20 minutos a una temperatura de 37°C,

pasado el tiempo, se mezclaron obteniendo una coloracién café claro de la reaccion. Se
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afadié 1.5 ml del reactivo FRAP a 50 ul de cada extracto diluido previamente en agua
destilada. Se dejaron reposar las muestras en incubadora durante 30 minutos a 37°C, y
se midieron en Espectrofotometro Marca Thermo Spectronic modelo BioMate3 a una

longitud de onda de 593 nm.

3.4. Microencapsulacién

La microencapsulacion con extractos de moringa, se obtuvo por el método de goteo.

El proceso utilizado para fabricar las particulas de alginato implica dos pasos basicos: la
dispersion en gotitas del alginato en una solucion que contiene iones de calcio, y la
gelificacion para solidificar estas gotitas.

J-Y Leong, (2016) explican que, para la encapsulacion por goteo, generalmente es la
dispersion de una solucion de alginato en gotitas de liquido en la fase de aire usando un
sistema de boquilla, cuando el flujo volumétrico es bajo, la gota pendiente de alginato va
creciendo en la punta de la boquilla hasta que la fuerza de la gravedad excede las fuerzas
de tension superficial, con lo que la gota se desprende y cae.

Dentro de los métodos de dispersion liquido—aire, el método por goteo (dropping) ha sido
ampliamente utilizado debido, en esencia, a la simplicidad de la técnica utilizada: las
gotas de alginato se obtienen por extrusion a través de una boquilla y se dejan caer (a
través del aire) en el bafio de gelificacion que contiene la solucién adecuada para aportar
los cationes divalentes.

3.4.1. Microestructura

Zhao, (2008) explican que, La microestructura de una microcapsula influye en las

caracteristicas fisicas y funcionalidad, dispersabilidad y capacidad de flujo libre.
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Microcépsulas redondas u ovaladas tienen buena dispersabilidad y pueden ser mas

facilmente distribuidas en el producto final.

El tamafio de particula deseado oscila entre 15-100 um, las microcapsulas mayores a
100 um son detectables en la boca y las inferiores a 15 um no dan la suficiente proteccién

frente a los agentes externos.

El material protector debe reunir ciertas propiedades que dependen de las caracteristicas
guimicas del material encapsulado, la aplicacion, las condiciones de almacenamiento y

del proceso al cual sera expuesto.

Nag A (2011), explica que, las caracteristicas de un recubrimiento ideal para encapsular
son: baja viscosidad a altas concentraciones, baja higroscopicidad para facilitar su
manipulacion y evitar la aglomeracion, capacidad de emulsificar y estabilizar el material
central, insoluble y no reactivo con el material central, el recubrimiento es soluble en los
solventes alimenticios comunes o en el producto alimenticio final, méxima proteccion al
material central contra condiciones adversas (luz, pH, oxigeno, humedad y otros
ingredientes reactivos), liberacion completa de solventes y otros materiales usados

durante el proceso de encapsulacion, sabor insipido y bajo costo.

3.4.2. Secado de microcapsulas

El secado de las microcapsulas se obtuvo por el método de evaporacion de agua a
temperatura ambiente y secado por estufa. Esquivel-Gonzalez, explica que (2015), Al
momento en que ocurre el contacto de las gotas de liquido con el aire caliente, se
establece el balance de temperatura y presion parcial de vapor entre las fases liquido y
gas. Por lo tanto, la transferencia de calor se lleva a cabo del aire hacia el producto como

resultado de la diferencia de temperatura mientras que la transferencia de agua se lleva
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a cabo en sentido opuesto debido a la diferencia de la presion de vapor. Finalmente,
cuando el contenido de agua de la gota alcanza un valor critico, se forma una corteza
seca en la superficie de la gota y la velocidad de secado disminuye rapidamente y se
vuelve dependiente de la velocidad de difusién de agua a través de la corteza. El secado
se termina tedricamente cuando la temperatura de la particula es igual que la del aire.
La migraciéon rapida del agua de la superficie de la gota mantiene una velocidad de
evaporacion constante.

3.4.3. Incorporacion de microcapsulas a yogurt

Se prepararon 2 muestras diferentes una corresponde a las capsulas sin extracto y otra
al yogurt con las capsulas con el extracto, se integraron al yogurt en forma de cascada,
las muestras llevaron diferentes pesos de 0.5¢g las cuales fueron utilizadas como fuente

para el posterior método.
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3.5. Evaluacion sensorial
3.5.1. Preparacion de la muestray materiales

Las pruebas hedodnicas estan destinadas a medir cuanto agrada o desagrada un
producto. En este método la evaluacion del alimento resulta hecha indirectamente como
consecuencia de la medida de una reaccion humana. Se diferencian de las pruebas de
aceptabilidad en que miden el grado en que agrada o desagrada un producto
(generalmente se utiliza una escala hedonica de 9 puntos), no solamente si es aceptable

0 no.

3.5.2. Evaluacién Sensorial

La evaluacion sensorial se realizé con 30 jueces, hombres y mujeres al azar, de un rango
de edad de entre los 20 a 65 afos (consumidores, jueces semientrenados y entrenados).
Los atributos sensoriales del yogurt evaluados fueron los siguientes: apariencia global,
color, olor, textura, sabor y aceptacién global. La prueba se llevé a cabo en las
instalaciones del laboratorio de Evaluacién Sensorial del Departamento de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos. La prueba que se aplicé fue una prueba hedodnica con una

escala de cinco puntos.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en la etapa experimental se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA) y prueba de Fisher en donde se mostré si existe o no diferencia
significativa (p<0.05), se analizaron los siguientes parametros: variables quimicas
(proteina cruda, azucares totales, actividad antioxidante), también el andlisis sensorial
de 3 muestras de yogurt.

Se realizaron tres tratamientos (Cuadro 4.1) con tres repeticiones cada uno: CacCl,, etanol
y PBS.

El paquete en el que se realiz6 para el andlisis fue un INFOSTAT version 2020.

En el siguiente cuadro se muestra la identificacion de los tratamientos de extractos para
los andlisis correspondientes a realizar, cabe mencionar que a cada una de las muestras
para el analisis sensorial se les agrego yogurt, asi como también solamente se encapsulo
la muestra de CaCl, y la muestra 0 solamente se utilizé para la evaluacién sensorial.

Cuadro 4.1 Identificacion de tratamientos.

Identificacion | Tratamiento
Yogurt Natural | O

Etanol 1
PBS 2
CaClz 3
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4.1. Proteinacruda

En el resultado que mostro cada extracto de proteina cruda, se observa diferencias
significativas entre los extractos, (p>0.05). La muestra elaborada con extracto de CacCly,
presenta el porcentaje mas alto. Por otra parte, la muestra con extracto con etanol,
obtuvo el porcentaje mas bajo (Figura 4.1).

Orduro (2008), y Fuglie (2001) reportaron que el porcentaje de 27% de proteina en
extractos secos de hojas de moringa en base seca. Sin embargo, Olson y Fahey (2011)

reportaron valores del 30% de proteina en extractos deshidratados de moringa.

Cuadro 4.1 Porcentaje de Nitrégeno y Proteinas totales ende los extractos acuosos de Moringa.

Extracto PANHTOEEN %,

0 Proteina
Etanol 0.120792 0.75495
PBS 0.090594 0.56621
CaCl2 0.188737 1.17960
Hoja de moringa | 3.940839 24.6302

Los resultados muestran un mayor contenido de proteinas en la muestra de polvo de
Moringa oleifera (Cuadro 4.1), comparando los extractos, se obtiene una mayor cantidad

de proteina en el extracto de nombre CaClz, donde el tiempo de reaccion fue de 2 h.
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Figura 4.1 Contenido de proteina cruda.

Proteina Cruda

08 cacl,

0.7 Etanol ram
0.6 |

0.5 PBS
0.4
0.3
0.2
0.1

0

Porciento (%)

1 2 3
Media 0.63 0.46 0.71

Tratamiento

Figura 4.1 Representa Contenido de proteina cruda. Extraccion de proteina con 1. Etanol. 2.
PBS. 3. CaCl..

4.2. Determinacion de azucares totales

Se determiné la absorbancia en espectrofotometro a 490 nm de cada extracto realizando
3 repeticiones de CaCly, etanol Y PBS, realizando de todos los extractos diluciones 1:10
con agua destilada, durante un tiempo determinado de 2 horas para cada repeticion.

Segun la curva de calibracién de azucares (Figura 4.2), se obtuvieron los siguientes

resultados para cada muestra.
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Figura 4.2 Contenido de azucares totales.

AzUcares Totales
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1 2 3
Media 1.15 0.46 1.86

Tratamiento

Figura 4.2 Representa Contenido de azucares totales.1. Etanol. 2. PBS. 3. CaCl..

Comparando los extractos; (Figura 4.2), los resultados muestran mayor contenido de
azucares totales en la muestra de CaClz, donde el tiempo de reaccion fue de 2 h; Es
posible que la exposicion a una constante de temperatura de 80°C, resulte en el aumento

de azucares.
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4.3. Actividad antioxidante

En el resultado que mostro cada extracto de capacidad actividad antioxidante, se realizo

por tres métodos diferentes. Se observa diferencias significativas entre los extractos,
(p>0.05). Se presenta el porcentaje mas alto, en el método de FRAP, lo cual nos indica
presencia de antioxidantes. Por otra parte, el método ABTS, obtuvo el porcentaje mas
bajo (Figura 4.3).
Valdés Hernandez (2015), reporto que las hojas de moringa seca desde 25,36 mg ET/g
m.seca (20,56 mmol Fe 2+/100 g m.seca) hasta 53,72 mg ET/g m.seca (42,92 mmol Fe
2+/100 g m.seca). La actividad antioxidante de las hojas de moringa solo es comparable
con la reportada para la mejorana dulce (55,8 mmol Fe2+/100 g m.seca) y es superior a
la de la actividad antioxidante de la manzanilla (17,7 mmol Fe2+/ 100 g m.seca).

Figura 4.3 Contenido de actividad antioxidante.

Actividad Antioxidante
25000 FRAP
o 20000
Q
E 15000
n
- 10000
E 5000 DPH o
5 , = ABTS
-5000
1 2 3
Media 2645 59.98 2342217

Tratamiento

Figura 4.3 Representa contenido de actividad antioxidante por diferentes métodos. 1. DPH.

2.ABTS. 3.FRAP.
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4.4. Microencapsulacion

Los resultados obtenidos en la etapa de la microencapsulacion, se observan diferencias
significativas entre las muestras. Rafael E (2015), dice que controlar el diametro de las
microcapsulas es un parametro crucial en el éxito de su incorporacion en aplicaciones
alimentarias. La muestra secada en la estufa presenta el porcentaje mas alto en tamafio
de didametro, por otra parte, la muestra secada al ambiente obtiene le porcentaje mas
bajo en tamafio de diametro (Figura 4.5), cabe resaltar que los porcentajes para dichas
muestras son en base a los tamafos observados y medidos en el microscopio (Figura
4.5). Cabe hacer mencién, que fueron integradas a una bebida fermentada. Bryshila y
Carmen (2012), reportaron que el alginato ha sido uno de los polimeros mas empleado
en la encapsulacién, ya que forma una matriz altamente versatil, biocompatible y no
toxica.

Para medir las microcapsulas, se utiliz6 un microscopio, las capsulas vistas desde el

microscopio (Figura 4.4).
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Figura 4.4 Microcapsulas vistas desde el microscopio.

0.851mm 0.786mm 0.786mm

Figura 4.4 Representa las capsulas cargadas con extracto de CacCl,, vistas desde el microscopio.

Figura 4.5 Diametro de Microcapsulas.

Microencapsulaciéon

0.72
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0.68 - Secado
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Tratamiento

Figura 4.5 Representa el diametro de microcdpsulas en diferentes secados.l. Secado al
ambiente.2. Secado en la estufa.
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4.5. Evaluacion sensorial

Para los resultados obtenidos de la prueba heddnica realizada en el analisis sensorial.
Se determinaron las diferencias estadisticamente comparacion de Kruskal Wallis a un
nivel de significancia de P=0.05 con el programa INFOSTAT version 2018.

Donde se evalu6 apariencia global, color, olor, textura, sabor y aceptacion global, de
acuerdo a la respuesta de los consumidores (30 jueces).

El siguiente cuadro 4.3 se muestra la identificacion de cada yogurt, con los diferentes
tratamientos:

Cuadro 4.3 Tratamientos sensoriales con muestras de yogurt.

N° | Muestra | Tratamiento

1 |YN Yogurt Natural
2 |YC Yogurt con alginato de CaCl,
3 | YCM Yogurt con extracto de Moringa oleifera

4.5.1. Apariencia global

En la figura 4.6, observamos la comparacion de medias, la muestras YC y YN el ANOVA
arroja que son iguales para la aceptacion en apariencia global del consumidor que
corresponden a Yogurt con capsulas de alginato de calcio y a Yogurt Natural. El nivel de
agrado de los consumidores para el Yogurt con capsulas de extracto de moringa oleifera

fue una media de 3.00 (ligeramente agradable).
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Figura 4.6 Apariencia global de yogurt en diferentes tratamientos.
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Figura 4.6 Representa la apariencia global del yogurt en diferentes tratamientos. YN. Yogurt
natural. YC.Yogurt con capsulas de CaCl, blanco. YCM.Yogurt con capsulas cargadas con
extracto CaCls.

45.2. Color

El color es un factor importante que afecta la aceptacion del producto de yogurt. En
general, los consumidores prefieren el color rosa (Chandi 2004). Con base al ANOVA
indica que los consumidores tienen mayor agrado por las muestras YC y YN que
corresponden a Yogurt con capsulas de alginato de calcio y Yogurt natural. La muestra
YCM fue la que obtuvo menor nivel de agrado en color que corresponde a Yogurt con

capsulas de extracto de moringa oleifera (Figura 4.7).
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Figura 4.7 Color en diferentes tratamientos.

Rango de medias Color

YCM YC YN

Tratamientos de yogures

Figura 4.7 Representa el color en diferentes tratamientos. YC. Yogurt con capsulas de CaCl.
blanco. YCM. Yogurt con capsulas cargadas de extracto. YN. Yogurt natural.

4.5.3. Olor

Synnott (2003), menciona que el olor representa muchas cosas, marca limites, es un
simbolo de estatus, algo que mantiene distancias, una técnica para dejar una buena
impresion y una sefial de peligro. Los olores avivan recuerdos y despiertan el apetito.
Con base en el ANOVA, indica que los consumidores tienen mayor agrado por las
muestras YC y YN, que corresponden a Yogurt con capsulas de alginato de calcio y
Yogurt natural. La muestra que obtuvo menor nivel de agrado en olor corresponde a

YCM, (Figura 4.8), Yogurt con capsulas de extracto de moringa oleifera.
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Figura 4.8 Olor en diferentes tratamientos.

Rango de medias Olor

YCM YC YN

Tratamientos de yogures

Figura 4.8 Representa olor en diferentes tratamientos. YC. Yogurt con capsulas de CaCl, blanco.
YCM. Yogurt con capsulas cargadas de extracto. YN. Yogurt natural.

45.4. Viscosidad

Con base al ANOVA, indica que no existen diferencias significativas entre las muestras
evaluadas (p>0.05), para el atributo de viscosidad. Sin embargo, se observé que el

Yogurt natural, tiene el menor nivel de agrado para el consumidor (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Viscosidad en diferentes tratamientos.
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Figura 4.9 Representa la viscosidad en diferentes tratamientos. YC. Yogurt con capsulas de
CaCl; blanco. YCM. Yogurt con capsulas cargadas de extracto. YN. Yogurt natural.

45.5. Sabor

Con base al ANOVA, indica que no existen diferencias significativas entre las muestras
evaluadas (p>0.05), para el atributo de sabor. Sin embargo, cabe resaltar, que los jueces
redactaron que es un sabor nuevo, en sus paladares, pero que el sabor es bueno, cabe
destacar que también redactaron que entre mayor temperatura tiene la muestra YCM,
correspondiente a Yogurt con capsulas de extracto de moringa oleifera, es un sabor mas

exquisito, el antes mencionado (Figura 4.10).
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Figura 4.10 Sabor en diferentes tratamientos.
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Figura 4.10 Representa el sabor en diferentes tratamientos. YC. Yogurt con capsulas de CacCl,
blanco. YCM. Yogurt con capsulas cargadas de extracto. YN. Yogurt natural.

4.5.6. Aceptacion global

De acuerdo con los resultados del ANOVA para el parametro de aceptacion global se
observaron diferencias entre los tratamientos (p>0.05). Al realizar la prueba de
comparacion de medias, se obtuvieron dos bloques con diferencia estadistica
significativa, la muestra YN es la que méas agrada al consumidor que corresponde al
Yogurt natural (Figura 4.11). Los consumidores mencionan que todas las muestras tienen

buen sabor y apariencia.
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Figura 4.11 Aceptacion global en diferentes tratamientos.
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Figura 4.11 Representa la aceptacion global en diferentes tratamientos. YC. Yogurt con capsulas
de CaCl, blanco. YCM. Yogurt con capsulas cargadas de extracto. YN. Yogurt natural.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES

Los resultados indican que las sales son el mejor medio de extraccion de proteinas,
probablemente debido a la union de los cationes positivos de las sales a las cadenas con
carga negativa del dominio hidrofilico de las proteinas.

Ademas, se comprobd que este extracto presenta actividad antioxidante, lo cual indica
gue puede ser aprovechado como fuente para la creacion de un alimento funcional, asi
mismo, el extracto acuoso con la adicion de CaClz, nos indica que, a una constante
temperatura de 80°C, aumenta gradualmente los azucares totales contenidos en él.

El yogurt con capsulas de extracto de Moringa oleifera contiene altos niveles de proteina,
capacidad antioxidante, asi como azucares totales. Por lo tanto; los resultados indican
gue la moringa oleifera aporta beneficios a la salud.

En la evaluacion sensorial, de acuerdo con los resultados de la prueba, hubo diferencia
significativa a una p>0.05 en los atributos de aceptacion global, color, olor, y apariencia
global, el yogurt con capsulas de extracto de moringa oleifera, no fue la mas aceptada
por los jueces, en los atributos de viscosidad y sabor global no hubo una diferencia
significativa, por lo cual seria de gran ayuda afadirle un endulzante y mantenerlo en
refrigeracion, para crear un contraste, en cuanto al color, los consumidores redactaron

gue no estaban acostumbrados a un color diferente, al que existe en el mercado.
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CAPITULO VII

7. ANEXOS

Anexo 1. Extraccion de solucion acuosa. Anexo 2. Filtro de solucién acuosa.

L i Anexo 4. Matriz encapsulante (Alginato
Anexo 3. Determinacion de Proteina Cruda. de CaCl,.)
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Anexo 5. Elaboracion de microcapsulas Anexo 6. Capsulas frescas, cargadas
de CaCls. con extracto de CaCl..

Anexo 7. Capsulas secadas al ambiente Anexo 8. Muestras andlisis sensorial,
(25° 8), cargadas con extracto de CaCls. yogurt con microcapsulas.

Anexo 9. Bebida fermentada, con Anexo 10. Aplicacion de analisis
microcapsulas de extracto de moringa. sensorial, Tesista.
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Anexo 11. Aplicacion de anélisis Anexo 12. Aplicacion de analisis
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