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OPINION DEL CATEDRATICO GUIA

El presente trabajo de diploma: “Influencia de Tres Métodos de Concentracion y Secado en el
Contenido de Vitamina C y Eficiencia Antioxidante del Extracto de las Hojas de Moringa oleifera”,
presentado por los Brs. Kenia Martinez Ruiz y Geniel Talavera Blanddn, es un estudio novedoso y
pertinente desarrollado en nuestra Facultad, relacionado con antioxidantes naturales obtenidos de
una fuente rica en nutrientes.

La planta de Moringa est& considerada como un sUper-alimento puesto que contiene humerosos
macro y micro nutrientes esenciales e importantes en la dieta. Se ha usado en otros paises para
combatir la malnutricidn en zonas con altos indices de pobreza como Ghana, Etiopia y Somalia.
Comercialmente ya son muchas las utilidades que se buscan aprovechar de esta planta, dentro de
ellas, la preparacion de concentrados de Moringa para ser usados como suplemento alimenticio.

En este estudio se planted determinar el efecto de distintos métodos de concentracién que se utilizan
para la extraccion de los nutrientes principales de manera que se pueda inferir en cuan efectivo es
cada método para conservar los nutrientes evitando en mayor medida la degradacion de éstos, de
forma que los suplementos de Moringa puedan conservar mejor su efectividad nutritiva.

En el desarrollo de este estudio, los Bachilleres Martinez y Talavera realizaron una exhaustiva
busqueda bibliografica de articulos, bases de datos cientificas y libros relacionados con el tema para
fundamentar adecuadamente el marco de referencia de esta investigacion. Ademas, el trabajo se
bas6 en métodos propuestos en articulos cientificos de gran impacto para llevar a cabo los analisis
cinéticos y de eficiencia antioxidante para poder determinar el efecto de las etapas de concentracion
y secado sobre la afectacion de las cualidades nutritivas y antioxidantes del extracto de hojas de
Moringa.

Durante la realizacion de la monografia, los Brs. Martinez y Talavera demostraron iniciativa para
resolver problemas, adquirieron nuevas competencias y destrezas y ademas aplicaron gran parte de
los conocimientos adquiridos en la carrera de Ingenieria Quimica, destacando que este trabajo
consolida varias areas de formacion del Programa como son operaciones de transferencia de masa,
cinética y modelacién, analisis instrumental e ingenieria de los alimentos, entre otras.

Es de mi agrado manifestar que este documento cumple con los requisitos académicos que exige un
trabajo de diploma y ademas puedo dar fe de que el éxito del mismo se consolid6 principalmente
gracias a la iniciativa, dedicacion y compromiso de los autores.

Por lo citado anteriormente, solicito a los honorables miembros del jurado dar su aprobacion para
que se le otorgue a los Bachilleres Kenia Martinez y Geniel Talavera el titulo de Ingeniero Quimico.

Ing. Juan Manuel Alonso Santos
Tutor
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RESUMEN

Moringa oleifera es una planta que contiene muchos nutrientes que se concentran
principalmente en las hojas. Comunmente, el proceso de separacion de estos nutrientes
involucra la extraccion solido-liquido seguida de evaporacién y secado para obtener un extracto
concentrado rico en proteinas, vitaminas, carbohidratos y otros nutrientes esenciales que pueden
ser utilizados en la industria alimentaria.

En este trabajo se utilizaron tres métodos de concentracion y secado, que implicaron condiciones
de temperatura y presion muy diferentes, para evaluar el efecto de cada método sobre el
contenido de vitamina C y la eficiencia antioxidante de los extractos.

Se llevaron a cabo extracciones solido-liquido de las hojas (EH), empleando una solucién de
etanol (35% v /v) a 50 ° C durante 2 horas. Los extractos resultantes se concentraron y secaron
i) en un horno convectivo (HC) a 100 ° C, y a una presion atmosférica de 750 mbar durante 8
horas, ii) en un evaporador de vacio (EV) a 50 °C y a 300 mbar durante 2 horas y iii) en un
liofilizador (SL) a -40°C y a 0.050 mbar durante 36 horas.

La eficiencia antioxidante de los solidos secos se calculd mediante el método de inhibicion de
radicales libres empleando 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) a 517 nm, resultando en un valor
de 2902.5 + 14,8 para EH, 3433,1 + 85.2 para SL, 3980,1 + 37.2 paraEV, y 8123.5 + 263.3 para
HC.

El rendimiento antioxidante calculado (EA, g DPPH/(mg de sélidos - min)) fue de 2.922 x 10°°
para EH, 2.888 x 10 para SL, 2.495 x 107 para EV, y 1.014 x 107 para HC. Ademas, el
contenido de vitamina C (mg / L) determinado por HPLC fue 59.0 £ 0.3 para EH, 49.7 + 0.6
para SL, 45.0 + 0.4 para EV y 23.6 £ 0.7 para HC.

Los resultados indican que al concentrar en horno convectivo se degrada la vitamina C y la
eficiencia antioxidante un 60% y 65.3% del valor inicial, respectivamente, mientras que al
concentrar por evaporacion al vacio en rotavapor un 23.7% y14.6% y por liofilizacion un 15.8%
y 1.2% respectivamente.

También se evalud la reactividad de la mezcla de antioxidantes que contenia el extracto
utilizando DPPH como generador de radicales libres, monitoreando la concentracion de DPPH
con respecto al tiempo, y posteriormente ajustando los datos cinéticos a un modelo bi-
exponencial. La constante k> se calculd con los parametros del modelo siendo 0.164 + 0.005
(mg. mL™1)"Y/s y esta constante se encuentra entre el rango de antioxidantes comerciales como
el BHT y BHA.
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| INTRODUCCION

En la actualidad, el objetivo de muchas investigaciones en el area de la biotecnologia y la
industria de alimentos es lograr que los compuestos bioactivos o nutracéuticos presentes en los
vegetales se conserven o sufran modificaciones minimas durante el procesamiento y
almacenamiento, conservando su valor nutricional y sus propiedades. Fruto de la innovacion en
la industria alimenticia, se han implementado nuevas tecnologias en operaciones unitarias como
el secado por liofilizacion para la conservacion de estos compuestos de interés.

Operaciones unitarias como la evaporacion, deshidratacion y secado son unas de las méas usadas
en la industria de procesos, ya que permite la remocion de la humedad contenida en una mezcla
liquida con solidos disueltos o un solido himedo. En general, la separacion de esta humedad se
realiza por evaporacion, sin embargo, el calor empleado para secar los alimentos o productos,
altera las caracteristicas organolépticas y provoca pérdidas del valor nutritivo.

Actualmente hay disponibles una amplia variedad de secadores con distintas caracteristicas.
Algunos funcionan al vacio, otros con temperaturas muy elevadas e incluso hay otros con
temperaturas muy bajas; de ahi la importancia de saber cudl de los tipos de secadores (donde
cada tipo involucra un método diferente de concentracion y secado) resulta apropiado utilizar
considerando tanto la conservacion de los nutrientes como los costos operativos y del
equipamiento.

El marango o Moringa (Moringa oleifera) es una planta cuyo cultivo ha incrementado en afios
recientes en nuestro pais, debido a que estudios previos demuestran que dicha planta es rica en
proteinas, vitaminas e incluso contiene una alta cantidad de antioxidantes. Por lo tanto, puede
ser utilizada para elaborar productos alimenticios con excelentes caracteristicas nutritivas. Cabe
destacar que la semilla, tallo, y hojas se han estudiado por separado encontrando en cada parte
caracteristicas distintas.

El extracto de hojas de Moringa oleifera contiene una gran variedad de sustancias antioxidantes,
las cuales no podemos determinar ni cuantificar, lo que nos lleva a establecer como variable la
eficiencia antioxidante (EA) del extracto, ya que mide el poder de todos los compuestos
antioxidantes. Por otro lado, se sabe que la vitamina C es el antioxidante mas eficiente, propensa
a degradacion en procesos térmicos y una de las que se encuentra en mayor cantidad, lo cual la
hace un compuesto importante y de referencia, esto la convierte en una segunda variable de
estudio.

Una vez obtenido el extracto de hojas de Moringa oleifera se hace necesaria una etapa de secado
0 concentracion, debido a que si el extracto permanece como una solucién acuosa ocurre con
facilidad la fermentacion del mismo y también la elevada actividad acuosa y su riqueza en
nutrientes facilita la proliferacion de microorganismos y degradacién de los mismos nutrientes,
por lo que se debe remover el agua (concentrarlo) para tener un extracto seco el cual es méas
estable para su almacenamiento y posterior comercializacion.

Es por ello que surge la necesidad de una investigacion que permita evaluar el efecto que tienen
las diversas condiciones de operacion de tres tipos de concentracion y secado en los extractos
de la hoja de la Moringa, de manera que conserve sus propiedades nutritivas, donde la
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evaluacion del efecto se lleva a cabo comparando las propiedades de extractos secos con las de
un extracto inicial (antes de ser concentrado).

La obtencion de compuestos con propiedades nutritivas y antioxidantes es parte importante de
la industria de alimentos y farmacéutica. La extraccion solido-liquido (lixiviacion) y el secado
son operaciones unitarias usadas cominmente en estos casos. Ambas operaciones involucran a
menudo el uso de temperaturas altas que degradan parcial o totalmente muchos nutrientes y
antioxidantes de interés y reducen el potencial de los compuestos nutracéuticos o
fitoterapéuticos en el producto final.

En el trabajo de Nazar et al. (2015) se obtuvieron extractos a partir de las hojas de Moringa,
utilizando como solvente etanol, metanol, agua y éter de petrdleo, con el fin de probar la
capacidad antimicrobiana de cada tipo de extracto. Cada uno de los extractos mostr6 capacidad
para inhibir ciertas bacterias excepto en el que se utilizé éter de petroleo como solvente. En este
mismo estudio los solventes fueron separados usando Rotavapor. Este equipo se utilizé ya que
permite trabajar a presiones y temperaturas bajas lo cual ayuda a la conservacion de las
propiedades, en este caso la actividad antimicrobiana se evaluo en este trabajo.

Se ha demostrado que las condiciones del método de secado en las hojas de Moringa, en especial
la temperatura, es un pardmetro importante y se debe de tomar en cuenta, ya que el trabajo
realizado por Yang et al. (2006), compara el secado de las hojas en horno y secado de las hojas
por liofilizacién, concluyendo que la vitamina C es afectada casi un 75% en horno a 50 Celsius
en comparacion a las hojas liofilizadas.

El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar la afectacion de la Vitamina C y la eficiencia
antioxidante en el contenido de los extractos de hoja de Moringa luego de utilizar tres métodos
de concentracion y secado: concentracion en horno convectivo (con temperaturas altas y presion
atmosférica), concentracion al vacio en rotavapor (temperatura media y presion baja) y secado
por sublimacion en liofilizador (con temperatura muy baja y presion muy baja), y de esta
manera determinar cual de los métodos es el mas viable en la industria para la conservacion de
los compuestos de interés en la Moringa.
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Il OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

e Evaluar tecnoldgicamente la influencia de tres tipos de concentracion y secado
(convectivo, al vacio y liofilizacion) en la degradacion de vitamina C y eficiencia
antioxidante del extracto de las hojas de Moringa oleifera.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar el efecto de tres métodos de concentracion y secado del extracto de hojas de
Moringa oleifera en el contenido de vitamina C de dicho extracto.

e Determinar el efecto de tres métodos de concentracion y secado del extracto de hojas de
Moringa oleifera en la eficiencia antioxidante de dicho extracto.

e Estudiar la cinética de degradacion del DPPH, debido a la accion de los antioxidantes
del extracto de hojas Moringa.

e Comparar la eficiencia de un antioxidante de referencia (acido L-ascdrbico) con la
eficiencia antioxidante del extracto inicial y de los extractos obtenidos mediante los tres
métodos de concentracion y secado.
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Il MARCO TEORICO

3.1 Moringa oleifera

Moringa oleifera es un &rbol nativo del norte de la India y la regidn sur asiatica, que crece en
regiones tropicales y subtropicales y se cultiva en muchas partes del mundo. La planta prospera
mejor en las condiciones de clima tropical insular, puede crecer bien en los trépicos humedos o
tierras calidas secas y aguanta bien las sequias (Moyo et al., 2011).

3.1.1 Cualidades Nutritivas

Esta planta es rica en nutrientes debido a la presencia de una variedad de fitoquimicos esenciales
presentes en sus hojas, vainas y semillas, también cuenta con un alto contenido de proteinas,
carbohidratos y lipidos (Gopalakrishnan et al., 2016).

Algunas organizaciones no gubernamentales especialmente: Trees for Life, Church World
Service and Educational, Concerns for Hunger Organization, califican la Moringa oleifera
como una planta nutricional la cual ha sido usada para combatir la desnutricion en bebes y
madres lactantes (Fahey, 2005).

Otro aspecto muy importante es que las hojas se pueden consumir frescas, cocinadas o se pueden
almacenar por varios meses en forma de polvo con un previo proceso de secado sin
refrigeracion, conservando su valor nutricional; cabe destacar que esta planta es rica en
vitaminas A, C, potasio, calcio, hierro y la calidad proteica compite con la de la leche y huevos
(Devendra et al., 2011).

La hojas contienen muchos micronutrientes, entre los cuales destaca la vitamina C presente en
altas concentraciones (Gopalakrishnan et al., 2016). Este es uno de los compuestos antioxidantes
mas significativos debido a que posee la mejor eficiencia antioxidante reportada entre todos los
antioxidantes comunes (Sanchez-Moreno et al., 1998) que han sido encontrados en las hojas de
Moringa oleifera.

Partes de la planta incluyendo hojas tallos, raiz, semilla, han sido reportadas como fuentes de
diferentes compuestos bioquimicos con efectos anticancerigenos, antiinflamatorios,
antidiabéticos, antioxidantes y antimicrobianos; encontrandose que contiene un bajo contenido
de anti-nutrientes (compuestos naturales o sintéticos que interfieren con la adsorciéon de
nutrientes) como taninos y oxalatos (Castillos, 2013, Devendra et al., 2011).

La tabla 3.1 tomada de Gopalakrishnan et al. (2016) hace una comparacién de la composicion
de nutrientes de hojas frescas, hojas secas, hojas en polvo, semilla y vaina de la planta de
Moringa, en donde se puede apreciar la diferencia entre cada una de ellas, y notar que la vitamina
C es uno de los nutrientes con mayor contenido en las hojas frescas.

Para que el extracto de Moringa sea preservado por un largo tiempo es necesario secarlo o
concentrarlo, el secado por liofilizacion es un buen método para conservarlo sin pérdidas.
Gopalakrishnan et al. (2016).
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Una investigacion realizada por Ahmed et al. (2016), indica que la composicion de la hoja de
Moringa varia con respecto al origen de la muestra y estado de maduracién. Por otra parte,
obtuvieron resultados acerca de la composicion de vainas y flores (Tabla 3.2).

Tabla 3.1 Composicion de nutrientes de hojas frescas, hojas secas, hojas en polvo, semilla y vainas de la
Moringa oleifera en base a 100 gramos de material. Datos extraidos del estudio realizado por Gopalakrishnan et
al. (2016).

Nutrientes Hojas Hojas Hojas en Semilla  Vainas
frescas secas polvo
Calorias (cal) 92 329 205 - 26
Proteina () 6.7 29.4 27.1 35.97+0.19 2.5
Grasa (Q) 1.7 5.2 2.3 38.67+0.03 0.1
Carbohidratos (g) 125 41.2 38.2 8.67+0.12 3.7
Fibra (g) 0.9 12.5 19.2 2.87+0.03 4.8
Vitamina B1 (mg) 0.06 2.02 2.64 0.05 0.05
Vitamina B2 (mg) 0.05 21.3 20.5 0.06 0.07
Vitamina B3 (mg) 0.8 7.6 8.2 0.2 0.2
Vitamina C (mg) 220 15.8 17.3 4.5+0.7 120
Vitamina E (mg) 448 10.8 113 751.67+4.41 -
Calcio (mg) 440 2185 2003 45 30
Magnesio (mg) 42 448 368 635+8.66 24
Faosforo (mg) 70 252 204 75 110
Potasio (mQ) 259 1236 1324 - 259
Cobre (mg) 0.07 0.49 0.57 5.20£0.15 3.1
Hierro (mg) 0.85 25.6 28.2 - 5.3
Azufre (mg) - - 870 0.05 137

Tabla 3.2 Contenido de acido ascorbico en diferentes partes de la Moringa, (mg/100 g de muestra tomada).
Informacion tomada del estudio realizado por Ahmed et al. (2015).

N° de muestra Hojas Hojas Flores Vainas
tiernas maduras
T-1 65.105 51.226 77.502 3.960
T-2 105.967 115.729 192.842 7.261
T-3 62.660 74.909 156.368 7.792
T-4 94.281 102.867 176.828 7.923
T-5 102.079 104.225 174.933 8.050
T-6 143.587 150.157 224.672 8.270
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3.1.2 Propiedades Antioxidantes

La Moringa oleifera es una fuente rica en antioxidantes ya que existen estudios donde se reporta
que el extracto de la hoja, fruta y semilla actia como inhibidor de la oxidacién causada por
radicales libres. Durante un estudio acerca de las hojas de Moringa liofilizadas, con diferentes
fuentes de extraccion, se encontrd que los extractos con metanol y etanol (como solventes) de
Moringa oleifera originaria de la India tiene alta actividad antioxidante. En otro reciente estudio
se compard el aceite de palma con la semilla de Moringa por su alto potencial de antioxidante,
y se descubrid que las semillas de Moringa son superiores por la captacion de radicales (Farooq
etal., 2012).

Existen una gran variedad de antioxidantes contenidos en el la Moringa oleifera. Guzman-
Maldonado et al. (2015) encontré algunos antioxidantes tales como: vitamina C, vitamina E,
compuestos fenolicos y taninos.

En lafigura 3.1 se muestran los nutrientes y antioxidantes como dos grupos diferentes, los cuales
tienen algunos compuestos en comdn. La vitamina C y E son compuestos que se catalogan
nutrientes y al mismo tiempo cumple la funcion de antioxidantes.

Es de interés para la biotecnologia e industria alimenticia conocer la degradacion de nutrientes
y antioxidantes después de someter un producto a procesos térmicos. Para conocer el contenido
de nutrientes se puede determinar el contenido de vitamina C, ya que esta vitamina es el
nutriente que se degrada con mas facilidad y esto nos permite inferir en los demés nutrientes, y
para conocer el contenido de antioxidantes se puede realizar le prueba del secuestro de radicales
utilizando DPPH.

Antioxidantes

MACRO
Proteinas
Lipidos
Carbohidratos
MICRO
Vitaminas

Minerales

Medicion Método de
Contenido Secuestro
de Vitamina de
C por i

Figura 3.1 Métodos de determinacidn del contenido de nutrientes y antioxidantes. Informacidn extraida de los
estudios hechos por Asante et al. (2014) y Ahmed et al. (2015).
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3.1.3 Caracteristicas Antimicrobianas

La resistencia antimicrobiana se ha convertido en un problema global; por lo tanto, se han
implementado estrategias para la bisqueda de innovadores antimicrobianos, en ellas se ha
encontrado que los metabolitos secundarios de las hojas de la Moringa han mostrado efectos
antimicrobianos en contra de varias bacterias patogénicas incluyendo Shigella, Pseudomonas,
Salmonella y Bacillus (Devendra et al., 2011, Castillos, 2013).

Segun Farooq et al. (2012) se realiz6 un estudio donde se determing la actividad antimicrobiana
del extracto de semillas, hojas, y flores, utilizando agua, éter, y alcohol por método de dilucion
y macro dilucion, haciendo uso de agar.

3.2 Antioxidantes

Un antioxidante puede ser definido como una sustancia que, estando presente a bajas
concentraciones, retrasa o inhibe significativamente la oxidacion de un sustrato.

Los antioxidantes han sido divididos en dos clases, primarios y secundarios. Los antioxidantes
primarios pueden retrasar o inhibir la etapa de iniciacion por reaccion con un radical lipido o
inhibir la propagacion por reaccion con radicales peroxilo y alcoxilo; y los secundarios son
compuestos que retardan la velocidad de oxidacion (Antolovich et al., 2002).

3.2.1 Vitamina C

La vitamina C o L-acido ascorbico (AA), es una vitamina esencial y un importante agente
hidrosoluble, que se sintetiza quimicamente a partir de la glucosa, mediante una serie de
reacciones enzimaticas. El AA (CeHsOg) tiene un peso molecular de 176.13 g/mol y posee
propiedades &cidas y fuertemente reductoras.

H

Q

Figura 3.2 Estructura de la Vitamina C tomada de Rowe et al. (2009).

Murtaza et al. (2004) estudid el contenido de vitamina C en una bebida de fresa la cual almacen6
por diferentes tiempos y temperaturas, llegando a la conclusion que la muestra almacenada a
bajas temperatura tuvo la menor perdida de acido ascorbico.
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La vitamina C es reconocida como uno de los mejores antioxidantes, y uno de los nutrientes
mas sensitivos al calor, por lo tanto, se utiliza como marcador de la perdida de otros nutrientes,
permitiendo hacer comparacion de la calidad nutricional de alimentos antes y después del
procesamiento. La degradacién de la vitamina C también esta relacionada con la pérdida del
sabor debido a reacciones de oxidacion como el pardeamiento enzimatico en los alimentos.
Existen factores importantes a tomar en cuenta la degradacion del acido ascorbico tales como
etapas del procesamiento, tiempo y la temperatura de almacenamiento.

Talcott et al. (2003) fortificd jugo hecho de maracuya con vitamina C y sacarosa. Los jugos
fueron almacenados por 28 dias a 37 grados Celsius. Después de 14 dias de almacenamiento, el
acido ascorbico fue degradado completamente y se observd el efecto de pardeamiento.

3.1.3.1 Caracteristicas anti-fungicas

Muchos de los estudios que se han hecho acerca de las propiedades anti fungicas de los extractos
de la Moringa oleifera, se han realizado variando el tipo de solvente, para evaluar la capacidad
de inhibicion en contra de hongos como Candida albicans, que es un hongo diploide que existe
en forma de levadura. Este fue probado con el ensayo de micro dilucion. (Ndhlala et al., 2014).

Muchas investigaciones reportan actividad anti fangica desde la resina y raices de este arbol.
También se ha estudiado el extracto de la semilla el cual ha inhibido fuertemente a Aspergillus
niger seguida de Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus y Aspergillus nidulans
(Gopalakrishnan et al. (2016), Farooq et al. (2012)).

3.1.3.2 Caracteristicas anti-bacteriales

La actividad antimicrobiana ha sido probada en muchos estudios, analizando todas las partes
del &rbol, tales como resina, raices y semillas, tomando en cuenta varios tipos de solvente.

Moringa oleifera se evalu6 en contra de cepas de bacterias tales como Gram-positivas
(Staphylococcus aureus) y Gram-negativas (Klebsiella neumoniae) obteniendo resultados
satisfactorios. Estas pruebas se han hecho tomando en cuenta métodos como la micro dilucién
(Ndhlala et al., 2014),(Gopalakrishnan et al., 2016).

Este arbol contiene muchos componentes que han sido reportados como antibacteriales como 4-
(4'-O-acetyl-a-L-rhamnopyranosyloxy) benzyl isothiocyanate, 4-(a-L- rhamnopyranosyloxy)
benzyl isothiocyanate, niazimicin, benzyl isothiocyanate, y 4-(a-L- rhamnopyranosyloxy)
benzyl glucosinolate, Anthonine y Spirochin, pero uno de los componentes mas importante y
que juega un papel muy crucial, es el pterygosperma y este se encontr6é en la semilla segun
Farooq et al. (2012).

También existen estudios donde se compara la actividad microbiana de las bacterias (Pasturella
multocida, E. coli, B. subtilis y S. aureus) revelando que Pasturella multocida y B. subtilis
fueron las cepas mas sensibles e influenciada por cationes (Na*, K*, Mg?*, y Ca?"), otra
comparacion relativa es la eficacia de la extraccion de los compuestos de la Moringa oleifera
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por arrastre de vapor en contra de E. coli, que es la bacteria mas inhibida seguida de S. aureus,
Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa y B. subtilis (Farooq et al., 2012).

3.3 Medicién de la Actividad y Eficiencia Antioxidante

En 1958 la capacidad que tiene el DPPH para aceptar un electron fue demostrada por Blois,
tomando en cuenta las concentraciones de antioxidantes necesarias para reducir la concentracion
de DPPH inicial al 50%, a este método lo Ilamo, capacidad antioxidante. Posteriormente
Sanchez-Moreno et al. (1998) modifico la ecuacion tomando en cuenta no solo las
concentraciones de antioxidantes, sino el tiempo que se necesita la reaccion para estabilizarse.

3.3.1 Ensayos usados para determinar la capacidad antioxidante

En los dltimos afios se han adoptado un amplio rango de ensayos espectrofotométricos para
medir la capacidad antioxidante de los alimentos, muestras bioldgicas y extractos vegetales, y
segun la reaccion que involucran, pueden ser ensayos que incluyen reacciones en la que se
transfiere un electron o un atomo de hidrogeno.

El ensayo enfocado en la transferencia de un electrén se basa en una reaccion de reduccion en
la que el sustrato toma un electron del compuesto antioxidante (agente reductor). La reduccion
del sustrato oxidante causa una alteracion de color que se utiliza como medida del avance de la
reaccion y de la capacidad antioxidante de la muestra.

Segun Beltran (2010), algunos de los métodos que se basan en esta reaccion son: el ensayo de
la capacidad secuestrante del radical ABTS (2,2-azino-bis (3-etilbenzotialin)-6-sulfénico),
también Ilamado ensayo de la capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC); el ensayo
del poder reductor del ion férrico (FRAP); ensayo de la capacidad reductora del Cu y el método
de la capacidad secuestrante del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), siendo éste el méas
sencillo y econdmico de los anteriores. Debido a estas razones, el método de la capacidad
captadora de a llevarse a cabo en la parte experimental es éste.

3.3.1.1 Método DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil)

Este método fue propuesto por Blois (1958), en el cual se demostré por primera vez la capacidad
libre de DPPH para aceptar un atomo de hidrégeno proveniente de una molécula de cisteina.

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (figura 5.3), es conocida como un radical libre estable
debido a la deslocalizacion de un electrén desapareado sobre la molécula completa, por lo cual
la molécula no se dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres. La
deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta intenso tipico del radical, el cual
tiene un maximo de absorbancia en etanol a 517 nm.
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Cuando la solucion de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un a&tomo
de hidrogeno, el color violeta se desvanece. ElI cambio de color es monitoreado
espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de los parametros para las
propiedades antioxidantes (Tovar, 2013).

N—N NO,

O,N

Figura 3.3 Molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH). Estructura extraida de la investigacion realizada por
Leal-Alturo (2012).
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Figura 3.4 Transicion de coloracion del Radical DPPH cuando reacciona con un antioxidante. Informacion
proporcionada por Leal-Alturo (2012).

La mayoria de los estudios expresan los resultados como el valor de la concentracién maxima
de la media inhibitoria (ECso), definida como la cantidad de antioxidante necesaria para
disminuir la concentracién inicial del DPPH al 50%. Este valor se calcula graficando el
porcentaje de inhibicion contra la concentracion del extracto. Para extractos de plantas o
compuestos puros, el valor ECso cambia de acuerdo a la concentracion final del DPPH

(Antolovich et al., 2002).
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3.3.1.2 Calculo de la eficiencia antioxidante

El calculo de la capacidad antioxidante por radicales libres se habia hecho mediante la ecuacion
siguiente (Blois, 1958):

AC = (3.1)

4.0
3.5
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2.5

2.0

Absorbancia
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Figura 3.5 Espectro de absorcion del DPPH en UV-VIS a 0.0250 g/L en etanol. Violeta: radical DPPH;
Amarillo: DPPH reducido.

Dicha ecuacion fue modificada por Sanchez-Moreno et al. (1998), quien tomd en cuenta el
tiempo necesario para alcanzar la concentracion ECsg, ya que considerando ambos parametros:

ECso Y tecso se describe mejor las cualidades de un antioxidante. De este modo se propone un
nuevo parametro llamado eficiencia anti-radical (EA). Combinando los dos factores
mencionados, se obtiene:

1

EA=——
EC,, x tEC50

(3.2)

Mientras mayor es valor de ECso, més cantidad de antioxidante se necesita para neutralizar los
radicales libres. Asimismo, mientras mayor sea el tiempo tecso, mas lenta es la cinética de

11
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inhibicidn de los radicales libres. Por lo tanto, mientras mayores sean ambos parametros, menor
sera la eficiencia antioxidante. Menores tiempos y menores concentraciones efectivas seran
reflejo de un antioxidante mas eficiente. De todos los antioxidantes estudiados en el trabajo de
Sanchez-Moreno et al. (1998), la vitamina C presento la mejor eficiencia antioxidante.

A continuacion se muestra la figura 3.6 realizada por Moreno et al. (1997), en la cual se observa
el comportamiento del porcentaje de remanencia de DPPH con respecto al tiempo para distintas
concentraciones de vitamina C (izquierda) y vitamina E (derecha).
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Figura 3.6 Determinacion grafica de los valores ECsp Y tecso del comportamiento cinético de estandares
antioxidantes (concentraciones expresadas en g antioxidante kgt DPPH): a) &cido ascérbico; b) nL—a—tocoferol.
Informacion obtenida del articulo publicado por Sdnchez-Moreno et al. (1998).

Horizontalmente se indica como se realiza la determinacion del valor ECso, el cual es la medida
de la capacidad antioxidante. En este caso se realizan varias pruebas cinéticas a distintas
concentraciones del antioxidante, hasta encontrar la concentracion efectiva que disminuye la
absorbancia inicial del DPPH al 50%. En el ejemplo de la figura 5.6, tomado de (Sanchez-
Moreno et al. (1998)), se indicd con una linea la curva que disminuye al 50% el DPPH inicial,
siendo las curvas de 80 g/kg DPPH para la Vitamina C y 201 g/kg DPPH para la Vitamina E los
valores de ECso determinados para estas vitaminas respectivamente.

La determinacion del tecso se realiza una vez se encuentra la curva de ECso. El tecso sera el
tiempo en el cual se alcanz6 un valor constante en la curva de disminucion de la concentracion
inicial de DPPH al 50%. En la figura 5.6 se indica con una linea vertical la identificacion grafica
de este tiempo el cual, segun estas condiciones experimentales, es aproximadamente de 0.92 y
8.8 minutos para la vitamina C y E, respectivamente.
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3.4 Cinética de reaccioén de los antioxidantes naturales con el DPPH

Los radicales libres son moléculas o fragmentos de ellas que tienen uno o mas electrones
desapareados que las convierten en altamente reactivos. Estos radicales son susceptibles de
reaccionar con compuestos antioxidantes a través de un proceso que se caracteriza por la
transferencia de un 4&tomo de hidrogeno proporcionado por agente oxidante.

Existen estudios cinéticos que avalan que los procesos entre DPPH vy antioxidantes ocurren a
través de reaccion de pseudo primer orden, la que puede evaluarse midiendo la disminucion de
la absorbancia en funcion de tiempo para posteriormente calcular la constante de velocidad
(Guija-Poma et al., 2015).

3.4.1 Modelos cinéticos

Generalmente al graficar las absorbancias y tiempo se puede observar dos fases, una primera
con reaccion muy répida, y una segunda de proceso lento, lo que podria ocurrir debido a un
proceso de dimerizacién de los productos de reaccidn, reacciones entre los productos o a la
mezcla de antioxidantes en el extracto, ya que los extractos contienen una variedad de
antioxidantes, unos con mas eficiencia antioxidantes que otros (Guija-Poma et al., 2015). Por lo
cual en dependencia del decaimiento de la curva generada se puede ajustar los datos a una
funcién exponencial de uno, dos y tres términos.

3.4.1.1 Modelo Mono-exponencial
Estudios de la cinética entre DPPH y antioxidantes como fenoles y antocianinas se han llevado

a cabo siguiendo un modelo mono-exponencial en el ajuste de los datos obtenidos de
concentracion y tiempo para obtener la siguiente ecuacion:

[DPPH]=[DPPH ] e™" (3.3)

Donde [DPPH] es la concentracion en el tiempo de DPPH, [DPPH]o es la concentracion inicial
de DPPH en t =0, y kobs €s la constante de pseudo primer orden.

De la ecuacion mostrada a continuacion:

IN[DPPH ] =In[DPPH ], — Ky -t (3.4)
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Se calcula la constante de pseudo primer orden kobs, esta constante es linealmente dependiente
de la concentracion de antioxidantes, y de la pendiente de la recta graficada se obtiene la
constante de velocidad de segundo orden (kz), esta constante es utilizada para el calculo de la
eficiencia antioxidante de diferentes compuestos (Suja et al., 2004).

En las figuras 3.7 y 3.8 provenientes del estudio de Espin et al. (2000) se muestra el ajuste mono
exponencial de la concentracion de DPPH con respecto al tiempo y la dependencia de la
constante de velocidad de pseudo primer orden de la concentracion inicial de tres compuestos
antioxidantes, respectivamente.

3.4.1.2 Modelo Bi-Exponencial
Segun Foti et al. (2016) el modelo exponencial de dos términos se emplea cuando no es posible

ajustar los datos experimentales a un modelo mono exponencial, existen tres posibles razones:
la mezcla de antioxidantes, dimerizacion, o reaccion entre los productos.

El modelo generalizado se muestra en la siguiente ecuacion:
A —a-e + IB g% (3.5)

Donde t es el tiempo, At es la absorbancia en cualquier tiempo, 61 y 62 son constantes de pseudo
primer orden en donde en todos los casos 61> &2, Ao la absorbancia en tiempo cero, a + f = Ao.

0.10

kobsd(s_l)
o
z

OOO.([’ 1 T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08

[Antiradical or Extract], (mg/mL)

Figura 3.7 Dependencia de la constante de velocidad de pseudo primer orden Kosqg de la concentracion de
antioxidantes (*) a-tocopherol, (¢) Black chokeberry (Aronia) y (o) BHT.(Espin et al., 2000).
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Figura 3.8 Disminucion de la concentracion de DPPH en presencia de un antioxidante a diferentes
concentraciones a) a-tocopherol b) Black chokeberry (Aronia) ¢) Butil hidroxitolueno (BHT).(Espin et al., 2000).

Se han hecho estudios acerca de la actividad antioxidante del coumarins (2H-chromen-2-one)
usando DPPH, siguiendo la absorbancia del DPPH a diferentes concentraciones por 600
segundos, el perfil de la cinética de desaparicion del DPPH mostro un decaimiento que
analizaron en dos fases. La absorbancia decrece muy rapidamente en los primeros segundos,
seguido de un proceso mucho mas lento.

Segun Vianna et al. (2012) estos tipos de perfiles implican la presencia de dos mas compuestos
con diferentes reactividad, la multiplicidad de reactivos fue tomada en cuenta con un ajuste de
decaimiento de una funcion exponencial.

En otra investigacion, se analiz6 el acido cumarico, &cido feralico, acido sinapico y &cido
caféico con el fin de calcular la constante de velocidad de segundo orden. Este estudio se llevd
acabo ajustando los datos a una funcion de decaimiento exponencial de dos términos.

Los valores de las constantes de velocidad calculadas para el acido cumarico, acido ferulico,
acido sinapico y acido caféico fueron 0.025 + 0.001,52 + 3, 3470 + 130, 2270 £ 270 estos valores
multiplicados por 102 seg™t M (Campos et al., 2012).
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En la figura 3.9, se muestra el ajuste de datos mediante un modelo bi-exponencial (Aymard y
Belarbi, 2000).

Latabla 3.3 tomada de Villanueva-Tiburcio et al. (2010) hace una comparacion de las constantes
de velocidad obtenidas experimentalmente, encontradas en diferentes investigaciones.

,

rayONS

Actividad residual (%)
%

| {
°'—T—T_T—T“1-T—1—'—'—f_'__'——r-f_‘1"T TR 12 | T v T Y

0 .10 15 20 2
Tiempo (horas)

Figura 3.9 Ejemplo tipico de un comportamiento bi-exponencial de los datos cinéticos: estabilidad de la enzima
lipasa en un medio organico. (Aymard y Belarbi, 2000).

Tabla 3.3 Constantes de velocidad obtenidas experimentalmente por diferentes autores. Valores tomados de la
investigacion de Villanueva-Tiburcio et al. (2010).

Compuesto Constante (k2) Unidades de medida
Camu-camu maduro 1.32+0.11 (mg.mL1)/(s)
Camu-camu pinto 4.04+0.18 (mg.mL1)/(s)
Camu-camu verde 1.27 +0.02 (mg.mL1)?(s)
Flavonas 1.2 L.molY/s
Vitamina E 1.87 (mg.mL1)?(s)
BHT 0.05 (mg.mLY)Y/(s)
BHA 0.42 (mg.mL1)/(s)

Té verde 2.3 (mg.mL1)(s)
Zacate de Limon 0.06 (mg.mL1)(s)
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3.5 Determinacion de acido ascorbico o vitamina C

El acido L-ascorbico es un importante agente antioxidante y una vitamina esencial hidrosoluble
que se sintetiza quimicamente a partir de la glucosa. Es un agente con una elevada capacidad
reductora, tanto el acido ascorbico como su forma oxidada (acido L-dehidroascorbico),
presentan actividad bioldgica y son interconvertibles por una reaccion de oxidacion-reduccion
(Romero, 2008).

3.5.1 Determinacion por valoracion

Es un método de andlisis cuantitativo en el que se mide el volumen de una disolucion de
concentracion conocida, la cual se puede llamar como disolucion patrén o titulante patrén,
necesario para reaccionar completamente con un compuesto en disoluciéon de concentracién
desconocida. Para determinar cuando se ha llegado al final de una titulacion en la disolucion
problema se agrega un indicador que sufre un cambio apreciable de color en el punto final de la
reaccion.

Para que una sustancia se oxide es necesario que otra se reduzca, en este método la vitamina C
tiene caracter reductor y se puede usar una disolucion de yodo como agente oxidante que
constituye el titulante patron.

Existen diferentes métodos para determinar el acido ascérbico, pero este método esta propuesto
como el més simple, ya que puede realizarse con instrumentos comunes en un laboratorio, y no
incluye equipos costosos (Ciancaglini et al., 2001).

3.5.2 Determinacion por espectrofotometria

Este método ha sido utilizado para la determinacion de la vitamina C, ya sea en forma de &cido
ascorbico o dehidroascérbico en frutas y vegetales. Este método esta basado en la oxidacién de
acido ascérbico a acido dehidroascorbico con agua de bromo en presencia de &cido acético.
Basicamente la concentracion de acido ascorbico se calcula como la diferencia entre el &cido
dehidroascorbico inicial y las concentraciones de acido ascérbico total (Kapur, 2012,
Moeslinger et al., 1995).

3.5.3 Determinacion por HPLC

La cromatografia liquida (HPLC), es una técnica utilizada para separar los componentes de una
mezcla. Consiste en una fase estacionaria no polar (columna) y una fase mdvil, la muestra en
solucion es inyectada en la fase moévil, los componentes de la solucién emigran de acuerdo a las
interacciones no-covalentes de los compuestos con la columna. Estas interacciones quimicas,
determinan la separacion de los contenidos en la muestra. La utilizacion de los diferentes
detectores dependera de la naturaleza de los compuestos a determinar.
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Segun Sankhian (2013), se han realizado analisis de vitamina C a hojas frescas, tallo y hojas
secas de Moringa; limon y limon dulce por espectrofotometria, valoracion y cromatografia
liquida, obteniendo resultados diferentes para cada material.

3.6 Lixiviacion

La lixiviacion, o extraccion solido-liquido, consiste en la separacion de un componente (0 grupo
de componentes) que forman parte de un sélido, empleando un disolvente liquido adecuado en
el que es insoluble el solido, denominado inerte. La lixiviacion es una de las operaciones méas
empleada en la industria alimenticia. Muchos productos organicos naturales se separan de sus
estructuras originales mediante lixiviacion. Treybal (1985).

3.6.1 Solventes usados en lixiviacion de hojas de Moringa oleifera

Nazar et al. (2015) Realizé una investigacion para obtener extracto de hoja de Moringa oleifera,
usando agua, etanol, metanol y éter de petroleo, y al llevar a cabo dichos experimentos concluyd
que el etanol es el que muestra un mejor resultado.

En otro estudio hecho por Valdés-Hernandez et al. (2015), se evalué el etanol como solvente a
distintas concentraciones (40, 60, 80 %), temperatura (50, 60, 70°C), tiempo de extraccion y
relacion soluto-disolvente (1:15, 1:25, 1:35 m/v) y encontr6 que no hay diferencia significativa
entre las concentraciones, temperaturas, y el tiempo éptimo fueron 3 horas.

3.7 Secado

El secado constituye uno de los métodos que permite extraer la humedad de un soélido. En
general, se entiende por secado la separacién de un liquido contenido en un sélido, teniendo en
cuenta que la fase de interés es el solido, usualmente esta operacién se da por evaporacion en
una corriente gaseosa.

Los fendmenos principales que se producen en una operacion de secado son:

a) Transferencia de energia (calor) de los alrededores para evaporar la humedad de la
superficie.
b) Transferencia de la humedad interna hacia la superficie del sélido.

3.7.1 Secado por liofilizacion

Ciertos materiales bioldgicos, farmacéuticos y productos alimenticios no pueden ser calentados,
incluso a temperaturas moderadas en secados ordinarios; por lo tanto, podrian ser secados en
frio (por liofilizacion).
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En este método de secado, la sustancia a secar es generalmente congelada por la exposicion al
aire muy frio.

En el secado por congelacion, el agua u otro solvente es removido como vapor por sublimacion
del material congelado en una cdmara de vacio, después que el solvente se sublime a un vapor,
éste se retira por bombas de vacio mecanica.

Al secar en frio, se obtiene un producto de una calidad més alta que del que puede obtenerse por
cualquier otro método de secado.

Un factor prominente es la rigidez estructural proporcionada por la congelacion de la sustancia
en la superficie en donde ocurre la sublimacion. Esta rigidez en gran medida previene el colapso
de la matriz sélida restante después del secado.

El secado en frio de alimentos y materiales bioldgicos también tiene la ventaja de pocas pérdidas
de sabor y aroma.

Las bajas temperaturas de procesamiento, la ausencia relativa de agua liquida y la réapida
transicion de una parte del material que se seca de un completamente hidratado a un casi
completamente estado de deshidratacion, minimiza las reacciones degradativas que
normalmente ocurren en los procesos de secado ordinario (Mujumdar, 2007).

3.7.1.1 Etapas de la liofilizacion

La liofilizacion involucra varias etapas:

a) Congelacion.

b) Secado por sublimacion del hielo (o del solvente congelado) del producto congelado, a
muy baja presion.

c) Almacenamiento del producto seco en condiciones controladas.

En la liofilizacién el material original estd construido por un ndcleo central de material
congelado. A medida que el hielo se sublima, el plano de sublimacion, que se inicia en la
superficie exterior, penetra al interior dejando atras una superficie porosa de material ya seco.

El calor latente de sublimacién del hielo, equivalente a 2838 kJ/kg, procede por conduccion a
través de la corteza de material seco. El agua congelada se sublima a presiones y temperaturas
bajas. Por consiguiente, la transferencia de calor y masa se verifican simultdneamente.

3.7.1.2 Ventajas y Desventajas de la liofilizacion

La principal ventaja de esta técnica es la calidad superior del producto final. Sin embargo, visto
el costo del proceso, la liofilizacién queda generalmente reservada para productos con un alto
valor agregado, semejantes a los productos farmacéuticos o alimentos para bebés y ciertas
especies. Una de las causas de este elevado costo es la longevidad del producto procesado en
efecto, la baja presion del proceso y la débil conductividad de los productos liofilizados (debido
a la textura porosa) afectan de manera significativa y negativa la transferencia de calor y de
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masa y por consecuencia la duracién de la operacion de deshidratacion. La tabla 3.4 muestra las
diferencias entre el secado convencional y la liofilizacion.

Existen equipos de liofilizacion que estan disefiados para remover una cantidad mas amplia de
sustancias tales como solventes organicos, los cuales tienen una temperatura muy baja de
congelacién, por lo tanto, las temperaturas de trabajo son temperaturas criogénicas por debajo
de los 100 grados Celsius. Sin embargo, para este trabajo se cuenta con un Labconco Freezone
el cual esta disefiado para operar a presiones muy bajas (0.100 a 0.050 mbar) con un condensador
que opera a -50 °C, por lo que esta disefiado para soluciones acuosas sin solventes organicos.

Tabla 3.4 Diferencia entre secado convencional y liofilizacién.

SECADO COVENCIONAL LIOFILIZACION

-Recomendado para la mayoria de los alimentos, pero se han
limitado a aquellos que son dificil de secar a través de otros

-Recomendada para obtener alimentos secos
(verduras y granos).

métodos.
-Es poco satisfactorio para carne. -Recomendado para carnes crudas y cocidas.
-Rango de T° 37-93 °C. -Temperaturas debajo del punto de congelacién.
-Presiones Atmosféricas -Presiones reducidas (27-133 Pa).
:ii]een\g?ora el agua de la superficie del -Se sublima el agua del frente de congelacién.

-Existe movimientos amplios de solutos, esto
causa endurecimiento.

-Las tenciones en alimentos solidos causan
dafos estructural y encogimiento

-Movimiento minimo de soluto.

-Cambios estructurales o encogimiento minimo.

-Rehidratacion incompleta o retardada. -Rehidratacion completa y rapida.

-Particulas porosas secas tienen a menudo una -Particulas porosas secas tienen una densidad mas baja que la
densidad mas alta que el alimento original. del alimento original.

-Olor y sabor frecuentemente anormal. -Olor y sabor normalmente intensificado.

-Color més oscuro. -Color normal.

-Valor nutritivo reducido. -Nutrientes retenidos en gran porcentaje.

-Costos bajos. -Costos generalmente altos.

3.7.2 Concentracion por horno convectivo

Este es un tipo de secado convectivo que involucra una previa concentracion, siendo éste el mas
habitual. Es un equipo totalmente cerrado y aislado en el cual los sélidos se colocan en grupos
de bandejas. La transmisién de calor puede ser directa del gas a los solidos, utilizando los
grandes volumenes de gas caliente, o indirectas, usando repisas, serpentines de calefaccion o
paredes refractarias en el interior de la cubierta (Cabezas, 2008).

20



Influencia de tres métodos de concentracién y secado en el contenido de vitamina C y eficiencia antioxidante del extracto de hojas de Moringa

Los secadores de bandeja son los mas antiguos y aun los mas utilizados. Las bandejas pueden
ser de fondo liso o enrejado. Una de las ventajas de este equipo es la habilidad de manejar un
amplio rango de producto que varian en composicion, forma y tamafio, lo cual lo convierte en
una opcion viable cuando se quiere elegir el tipo de secado, sin embargo, un mal disefio del
equipo o del proceso provocaria mayores pérdidas de energia lo cual puede afectar la
rentabilidad del proceso (Mujumdar, 2007).

Estos equipos tienen dos variaciones, una de secado directo en el cual el aire caliente es forzado
a circular por las bandejas y la otra de secado indirecto, donde se utiliza el aire caliente
proveniente de una fuente de calor radiante dentro de la camara de secado y una fuente de vacio
0 un gas circulante para que elimine la humedad del secador (Cabezas, 2008).

En el secador la temperatura y el flujo deben ser muy uniformes. En general la velocidad del
flujo recomendada para 100 kg del material es de 200 pies/min (Cabezas, 2008). La fuente
energética de estos secadores puede ser de: vapor, electricidad, o hidrocarburos como carbén,
petréleo, aceite y gas. Estos dos Ultimos calientan mucho més y son de bajo costo de
funcionamiento, pero tienen el inconveniente de contaminar el producto y producir explosiones
(Cabezas, 2008).

3.7.3 Concentracion por evaporacion y secado al vacio

La tecnologia de secado al vacio es un proceso importante para el secado de materiales
sensitivos que son ampliamente utilizados en industrias farmacéuticas y quimicas, asi como en
productos alimenticios y biotecnologia. El proceso de secado al vacio puede ser considerado de
acuerdo a las condiciones fisicas, para afiadir calor y remover vapor de agua. La evaporacion de
agua procede mas rapido a bajas presiones. Bajas temperaturas pueden ser usadas en vacio para
ciertos materiales que se pueden decolorar o descomponer.

Uno de los métodos mas usado es el secado al vacio por microondas, ya que este secado ofrece
una alternativa atractiva y rentable comparada a la liofilizacién, en la produccion de alta calidad
de productos termosensibles. Kudray Mujumdar (2002)

Estudios demuestran que los resultados de secado al vacio en microondas y liofilizacion son
similares, no hay mucha diferencia entre ellos.

El secado al vacio en microondas ofrece las ventajas del calentamiento dieléctrico, pero una
temperatura de procesamiento reducida, siendo la presién la funcion de operacion. Ademas, un
mecanismo de transferencia de calor volumétrico acoplado con el secado en ausencia de oxigeno
(vacio), proporciona una técnica de secado ideal a baja temperatura. Kudray Mujumdar (2002)

Este método parece ser un método bastante prometedor en la tecnologia de secado, cuando se
trata de conservar las propiedades del producto sometido a secado; sin embargo, no contamos
con tal tecnologia, por lo que se busca otra alternativa que sea similar, en este caso el rotavapor,
ya que funciona al vacio y con temperaturas no muy elevadas.
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3.7.3.1 Concentracion al vacio con rotavapor

El rotavapor es un equipo donde se da una concentracion del liquido por lo general a presiones
bajas, pero el principio bésico es regular la temperatura y presion, esto depende del objetivo en
el proceso. Las condiciones de trabajo que se utilizan son presiones bajas y temperaturas bajas
con el fin de proteger algunas sustancias termosensibles y, por lo tanto, utiliza un principio
similar al de los secadores al vacio industriales.

Este sistema presenta la ventaja de que la evaporacion del agua es mas facil con presiones bajas.
En los secadores al vacio, la transferencia de calor se realiza por radiacién y conduccion y
pueden funcionar por partidas o mediante banda continua con esclusas de vacio en la entrada y
salida (Cabezas, 2008).

3.7.3.2 Ventajas del secado al vacio

e El secado al vacio es ideal para materiales que pueden ser dafiados al ser expuestos a altas
temperaturas.

e EIl vacio remueve humedad mientras previene oxidacién y explosiones que pueden ocurrir
cuando ciertos materiales se combinan con aire.

e El secado al vacio es también ideal en situaciones donde un solvente debe de ser recuperado
o donde algunos materiales tienen que secarse hasta niveles muy bajos de humedad.

e A diferencia del secado a presion atmosférica, el secado bajo presiones menores, baja el
punto de ebullicion y provee una mayor diferencia de temperatura entre el medio calefactor
y el producto. Esto provoca un secado y una recuperacion mas rapida del calor.

3.7.3.3 Desventajas del secado al vacio
e El secado al vacio consume mas energia que el secado convencional.

e Requiere de equipos y condiciones mas especializados que en el secado a presion
atmosférica.
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IV HIPOTESIS Y VARIABLES

Hipotesis nula 1

Ho1: Ninguno de los métodos de concentracion y secado en estudio causa una disminucion
significativa del contenido de vitamina C con respecto al contenido inicial presente en el extracto
(IiXiViadO). VC]_ = VCZ = VC3 = VCextracto

Hipotesis alternativa 1

Haz: Al menos uno de los métodos de concentracion y secado afecta de manera significativa el
contenido de vitamina C.

VC1 # VCextracto 0 VC2 # VCextracto 0 VC3 # V Cextracto

Hipotesis nula 2

Ho2: No existe una diferencia significativa en la eficiencia antioxidante del extracto luego de ser
sometido a cada método de concentracion y secado. EA1 = EA2 = EA3 = EAextracto

Hipotesis alternativa 2

Ha2: Al menos uno de los métodos de concentracion y secado afecta de manera significativa la
eficiencia antioxidante con respecto al lixiviado inicial.

EA1# EAextracto 0 EA2 # EAextracto 0 EA3 # EAextracto.

Hipotesis nula 3

Hos: La constante cinética de velocidad del extracto de Moringa esta en el rango de las constantes
cinéticas de antioxidantes comunes (Vitamina E, BHA, BHT).

H03 : k2,BHT = k2,moringa = k2,VitE

Hipotesis alternativa 3

Haz: La constante cinética de velocidad del extracto de Moringa es inferior que las constantes
cinéticas de antioxidantes comunes (Vitamina E, BHA, BHT).

k k k

Ha3 * "*2,moringa = k2,BHT’ 2,BHA? "2 VitE
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V DISENO METODOLOGICO

5.1 Material

En este trabajo se considerd estudiar las hojas de Moringa (Moringa oleifera), porque
investigaciones previas han evidenciado que este vegetal posee grandes cualidades nutritivas
(vitaminas, proteinas, &cidos grasos, y otros compuestos esenciales) y compuestos con
propiedades antioxidantes y alto valor nutricional que lo convierte en buen candidato para
estudiar como distintos métodos de concentracion y secado (con diferencias en un amplio rango
de temperatura y presion) afectan a estas propiedades.

5.1.1 Preparacion del material vegetal (Moringa oleifera)

Las hojas frescas fueron recolectadas en el mes de marzo del afio 2017, de arboles con
aproximadamente 3 metros de altura, ubicados en la Universidad Nacional de Ingenieria, ciudad
de Managua. Las hojas se lavaron con agua para eliminar cualquier tipo de particulas ajenas a
la hoja, posteriormente éstas se pesaron y se llevaron a la maceracion, usando etanol solvente al
35% v/v, con una proporcion masa-volumen de hojas/solvente de 1:10.

5.2 Etapas del proceso

En la figura 5.1 se muestran las etapas del proceso y analisis que se llevaron a cabo para obtener
el extracto.

La metodologia consistié en una etapa inicial en la que se procesé el material vegetal para
obtener los extractos. Esta etapa involucrd la lixiviacion, destilacion del etanol, concentracién
con horno convectivo y rotavapor, y secado por liofilizacion.

5.2.1 Separacion Extracto-Solvente

El etanol contenido en la disolucidn extracto-solvente, se separ6 por medio de destilacion a una
presion absoluta de 140 mmHg, y una temperatura de 40 °C, se tomd esta temperatura para evitar
pérdidas de las propiedades antioxidantes y su calidad nutricional.

Finalizado este proceso, se obtuvo una disolucion extracto-agua, la cual se llevd a una primera
fase de concentracion, hasta obtener un solido hiumedo y posteriormente a una segunda fase de
secado, mediante los tres métodos antes mencionados. Esta etapa de separacion se llevo a cabo
por motivos técnicos, ya que el equipo donde se realizo la liofilizacidn no permite la sublimacion
de solventes organicos como el etanol y es necesario que las muestras lleven el mismo proceso,
lo cual permitié medir la degradacion por igual.
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5.2.2 Concentracion y secado por rotavapor

Este proceso se realizé a condiciones de temperatura y presion de 100 °C, y 1000 mbar en un
rotavapor Biichi R-124,el cual cuenta con un bafio térmico Fisher Scientific ISOTEMP 10168,
una bomba de vacio Blichi V-500 para regular la presion del sistema y una trampa de vapor. El
principio béasico de funcionamiento de este equipo, consiste en la separacion de una sustancia
liquida de una mezcla por diferencia de puntos de ebullicién, variando temperatura y presion.
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Moringa Oleifera
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g Etanol (35%) Extraccion a 60°C agotada
> + Agua (65%) durante 2 horas

X
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-

=
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Figura 5.1 Diagrama de las etapas del proceso.
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5.2.3 Secado por Liofilizacion

Este secado se realizé en un Liofilizador Labconco Freezone de 12 L, en el cual se conectd la
muestra congelada con el equipo para someterla a condiciones de presion muy bajas (0.100 a
0.050 mbar) y separar el agua por sublimacion.

En un recipiente de 600 ml especialmente disefiado para adaptarse a las condiciones del
liofilizador, se agregaron 300 ml de la disolucion resultante del proceso anterior para llevarlo a
una temperatura menor a -12 °C, este proceso se realizo en 12 horas.

o &b -‘:n:ﬂ}g
°H
TV 1
oo
BT
S — 'b
BT: Bafio Térmico Extracto + Solvente

—— Fluido Refrigerante
RV: Rotavapor

TV: Trampa de Vacio Conexion de Vacio O Solvente
BV: Bomba de Vacio

Figura 5.2 Esquema del montaje del sistema para secado del extracto al vacio usando un evaporador rotatorio.

Luego se coloco el recipiente en el liofilizador por 36 horas a una presion de 0.050 mbar y una
temperatura de -50 °C, para lograr separar el agua del extracto. Después de finalizado este
tiempo se obtuvo el extracto sdlido. Se calcul6 la concentracion de éste tomando en cuenta el
peso inicial menos el peso final y luego, el extracto fue sometido a pruebas posteriormente
descritas.

Figura 5.3 Modelo del liofilizador que se utilizé para el secado por sublimacién.

26



Influencia de tres métodos de concentracién y secado en el contenido de vitamina C y eficiencia antioxidante del extracto de hojas de Moringa

5.2.4 Concentracién y secado en horno convectivo

Para el secado convectivo, se utilizé un Horno Fisher Scientific 825 F con rango de 40 a 325 °C
+ 2 °C de uniformidad, éste se realiza aprovechando un flujo de aire convectivo a presion
atmosférica.

En un beaker de 500 ml, se depositd 300 ml de la solucién que resultd del proceso separacion
extracto-solvente (al igual que los otros dos métodos de concentracion y secado) para
posteriormente someterlo a una temperatura de 100 grados Celsius en horno, el cual trabaja a
condiciones normales de presion (1 atm). El sistema se dejo dentro del horno durante 8 horas,
hasta que el agua se evaporo en su totalidad.

5.3 Determinacion y analisis efectuados

Se realizaron distintos ensayos experimentales para calcular la eficiencia antioxidante, que
involucré determinar pardmetros de la cinética de inhibicion del radical DPPH; realizar un
estudio cinético para encontrar el comportamiento de inhibicion mediante el célculo de la
constante cinética de reaccion empleando modelos descritos en la seccion 5.4 y cuantificar el
contenido de vitamina C luego del proceso de concentracion y secado. Estos analisis se detallan
en laseccion 5.3, 5.4y 5.5.

Las pruebas se realizaron por triplicado para reportar la media y desviacion estandar en los
resultados y se utiliz6 como software de procesamiento estadistico el programa SPSS v18 para
hacer el andlisis de varianza (ANOVA) con un valor de significancia: p=0.05 y probar las
hipotesis.

Se realizaron pruebas Post Hoc para determinar si existia diferencia significativa entre los
distintos métodos de concentracion y secado tanto para la eficiencia antioxidante como la
vitamina C.

En la figura 5.4 se muestra los analisis y los pasos para la determinacién de parametros.

5.4 Determinacién de vitamina C

Este ensayo se realizé con el sistema Konik HPLC 560, con columna XDB C-8 SGE 250 x 4.6
mm, con tamafio de particula 5 um, haciendo uso del software Konikrom plus. El cual consiste
en una cromatografia de particion en fase reversa y fase movil polar con la deteccién en el campo
ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm.

5.4.1 Fase movil y curva de calibracion
Antes de hacer las lecturas de vitamina C en el HPLC, se prepard la fase mévil de acuerdo a las

especificaciones técnicas de la columna que se utilizé y posteriormente se realiz6 la curva de
calibracion para calcular los valores de las concentraciones de las muestras desconocidas.
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Figura 5.4 Diagrama de analisis y determinacion de parametros.

5.4.2 Determinacion del contenido de vitamina C de extractos

5.4.2.1 Cuantificacion de vitamina C en el extracto antes del secado (Lixiviado)

Para este analisis se tomaron 2.5 g del extracto y se diluy6 con 10 ml de agua desionizada. Luego
se tom6 1 ml de la solucion y se llevé a 100 ml usando agua destilada, posteriormente se filtrd
con acrodiscos de membrana de poro 0.22 um. Esto necesario para eliminar algunas particulas
no deseadas en el sistema.

A continuacion, se tomaron 100 microlitros, con una jeringa especializada para su posterior
inyeccién. A este analisis se le realizaron dos replicas tomando en cuenta los mismos
procedimientos.
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5.4.2.2 Cuantificacion de vitamina C en el extracto concentrado mediante horno
convectivo

Para este andlisis se tomaron 2.5 g del extracto seco y se diluy6 con 10 ml de agua destilada,
posteriormente se tom6 1 ml esta solucion y se llevo a 100 ml usando agua destilada,
posteriormente se filtré con acrodiscos de membrana de poro 0.22 pm.

Luego, se tomaron 100 microlitros, con una jeringa especializada para su posterior inyeccion.
A este andlisis se le realizaron dos replicas tomando en cuenta los mismos procedimientos.

5.4.2.3 Cuantificacion de vitamina C en el extracto concentrado al vacio en rotavapor

Este analisis se realizd de la misma manera que los anteriores, tomando 2.5 g del extracto seco
y se llevaron a los 10 ml con agua destilada, luego se tom6 1 ml de la solucién y se llevé a 100
ml usando agua destilada, posteriormente se filtr6 con acrodiscos de membrana de poro 0.22
pum y se tomaron 100 microlitros, con una jeringa especializada para su posterior inyeccion. A
este andlisis se le hizo dos réplicas tomando en cuenta los mismos procedimientos.

5.4.2.4 Cuantificacion de vitamina C en el extracto secado por liofilizacion

Al igual que en la determinacion de la vitamina C con los extractos anteriores, se realizaron para
este extracto, tomando los 2.5 g de extracto seco y se llevaron a 10 ml con agua destilada y se
tomd 1 ml de la solucion para llevarlo a 100 ml usando agua destilada, posteriormente se filtro
con acrodiscos de membrana de poro 0.22 um. Luego se tomaron 100 microlitros, con una
jeringa especializada para su posterior inyeccion. A este andlisis se le hicieron dos réplicas
tomando en cuenta los mismos procedimientos.

A partir de los valores de vitamina C obtenidos en los analisis, se calcul6 la pérdida de vitamina
C en los extractos que han pasado por un previo concentrado o secado tomando en cuenta como
punto de referencia la vitamina C que contenga el extracto de la prueba inicial. Por otra parte,
se hicieron los respectivos calculos para saber si existe o no diferencia significativa en los
métodos de secado.

5.5 Analisis de la Eficiencia Antioxidante

Para la determinacion de la eficiencia antioxidante se us6 un espectrofotometro Uvikon 810
Kontron, con cubetas desechables (1 cm x 1 cm x 4.5 cm). En la seccion de Anexos, se adjuntan
fotos de los principales equipos mencionados en esta seccion que se utilizaron en el desarrollo
experimental.

29



Influencia de tres métodos de concentracién y secado en el contenido de vitamina C y eficiencia antioxidante del extracto de hojas de Moringa

SR

'
o

Isotemp
oven

P : Compuerta de Cierre R : Rejillas donde se coloca C: Control

E : Empaque aislante el material a secar IT : Indicador de Temperatura
SR: Superficie Reflectora T : Termémetro del Horno

V : Orificio de Ventilacion ~ AC: Entrada de Aire Caliente IS : Indicador de Set Point

Figura 5.5 Diagrama del Horno donde se realizé el secado convectivo.

Para analizar la actividad antioxidante, se realizd el ensayo de DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrazil) para estudiar el comportamiento cinético de la eliminacién de radicales libres del
extracto de Moringa y seleccionar parametros Utiles para determinar la eficiencia antioxidante,
usando el método planteado por (S&nchez-Moreno et al., 1998). Este analisis se realizé para los
extractos concentrados y secados mediante los tres métodos antes mencionados, también se
realizo6 para el extracto inicial (previo al secado), y acido ascérbico, de esta manera se obtuvieron
datos los cuales nos sirvieron para realizar una comparacion y analizar la eficiencia antioxidante
que el extracto contiene.

5.5.1 Eficiencia antioxidante del cido ascérbico

La eficiencia antioxidante de los extractos de Moringa se compard con un antioxidante de
referencia, en este caso se realizd con la vitamina C, y como solvente se utilizé etanol grado
analitico.

En esta seccidn se describen los pasos a seguir para llevar a cabo esta prueba.

= Se prepard una solucién de DPPH a 0.0250 g L pesando 0.0025 g de DPPH y
disolviéndolos en 100 ml de solvente.

= Se prepararon 6 soluciones madre con una concentracion de 50, 100, 150, 170, 175y 200
g de Vitamina C por cada kg de DPPH, las cuales se muestran en la tabla 5.1.
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Tabla 5.1 Soluciones preparadas para el analisis de eficiencia antioxidante.

Soluciones madres g de vit C aforados g de vit C/ Kg

a 100 mL DPPH
1 0.00125 50
2 0.00250 100
3 0.00375 150
4 0.00425 170
5 0.00437 175
6 0.00500 200

Se probd 0.1 ml de cada solucion conteniendo vitamina C en 10 ml de solucion de DPPH, y se
midié la absorbancia en un intervalo de tiempo de dos minutos hasta lograr que alcanzara un
estado estable, para posteriormente graficar el porcentaje de DPPH remanente contra el tiempo
de reaccién y encontrar la concentracion correspondiente a ECso y el tiempo en que dicha
reaccion alcanza estabilidad (tecso), esto con el propdsito de calcular el nuevo parametro de
eficiencia anti radical EA, con la ecuacion 3.2.

5.5.2 Eficiencia antioxidante del extracto de las hojas de Moringa antes del de la
concentracion y secado

El analisis de la eficiencia antioxidante de este extracto inicial se hizo con el fin de comparar
las pérdidas de los compuestos antioxidantes del extracto después de cada uno de los distintos
métodos de secado.

Para esta prueba se utilizé una solucién de 0.0025 g de DPPH en 100 ml de alcohol etilico grado
analitico, y se utilizaron cuatro diferentes concentraciones de extracto, a las cuales se le
realizaron dos replicas.

A continuacion, se detallaran las concentraciones del extracto utilizadas partiendo de una
concentracion de 10.4 mg/ml:

= Se tomaron 10 ml de la solucion de DPPH y 0.45 ml de los extractos a las concentraciones
de 10.4 mg/ml, 2 mg/ml, 1.6 mg/ml y 1.5 mg/ml.

= Se realizaron dos réplicas del paso anterior para obtener tres resultados para una misma
concentracion.

A partir de los datos obtenidos, se grafico el porcentaje de DPPH remanente contra el tiempo y
se determind la dosis Optima (ECsp), que es la cantidad de antioxidante para disminuir la
concentracion de DPPH inicial en un 50% Yy el tiempo de estabilidad (tecso), por lo que se dejo
el tiempo que sea necesario, hasta observar que la absorbancia sea constante, y se procedio a
calcular la Eficiencia antioxidante, también se realizé una comparacion de la EA del extracto
de las hojas de Moringa en relacion a la EA acido ascorbico.
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5.5.3 Lixiviacion

La primera parte experimental consistié en la obtencion del extracto, usando una solucion
acuosa de etanol al 35% volumen/volumen. Este fue utilizado, debido a que en la literatura se
encontré que Nazar et al. (2015) uso agua, etanol, metanol y éter de petréleo como solventes,
para obtener el extracto desde las hojas de Moringa, siendo el etanol el mas efectivo.

Se tomaron dos muestras de 100 g de hojas frescas de Moringa y 1000 ml de la solucion acuosa
de etanol, los cuales se depositaron en dos frascos de 1400 ml. Dichas muestras fueron sometidas
a un bafio térmico durante 2 horas a 120 rpm y temperatura de 50°C.

Estos parametros se usaron debido a que (Valdés-Hernandez et al., 2015) realiz6 un estudio para
determinar el tiempo de extraccion, y se encontro que el tiempo 6ptimo es de 3 horas, y no hubo
mucha diferencia en relacion a 2 horas, con esa misma temperatura. Esto se realizd en un
Shaking Water Bath, JULABO SW23 con capacidad de temperatura de 20 a 99 °C y una
frecuencia ajustable de 20 a 200 rpm, cuya funcién es mantener a una cierta temperatura y
constante movimiento, para facilitar la extraccion, el cual se representa en la figura 5.6

Una vez finalizada la extraccién, se filtrd la solucion extracto-solvente y se desecho el material
vegetal sélido agotado.

TC
7/ 7
\} Y : SA
CM
Julabo .
T
SWB sc
SWB: Shaking Water Bath BA : Baio de Agua Extracto + Solvente
SA: Sistema de Agitacion TC: Tapa de Cierre
CM: Canasta Metélica SC: Sistema de Control O Agua de Calentamiento

Figura 5.6 Diagrama del Bafio de Agua con Agitacion y Calentamiento que se usara para la extraccion de las
hojas de Moringa con 35% etanol y 65% de agua.

32



Influencia de tres métodos de concentracién y secado en el contenido de vitamina C y eficiencia antioxidante del extracto de hojas de Moringa

5.5.4 Concentracion al vacio en rotavapor

En esta parte del proceso se tomo la misma cantidad usada en la liofilizacion, por lo que en un
baldn pera de 1000 ml se deposité 300 ml de la disolucion extracto-agua resultante del proceso
separacion extracto-solvente, este recipiente se sometio a un bafio térmico a una temperatura de
50 °C y presion de 60 mmHg (80 mbar) en un rotavapor Biichi R-124 (mismo usado en el proceso
de separacion extracto-solvente), hasta lograr eliminar por completo la humedad, y de la misma
manera que el extracto liofilizado se calcul6 la concentracion.

5.5.5 Eficiencia antioxidante del extracto concentrado en horno convectivo

Para realizar este analisis se determind la concentracion del extracto en la solucion, y a partir de
dicha concentracion, se prepararon cuatro soluciones con diferentes concentraciones al igual
que se llevd a cabo en el analisis de la EA de la prueba inicial.

Se utiliz6 una solucion de 0.0025 g de DPPH en 100 ml de alcohol etilico grado analitico, y se
utilizaron cuatro diferentes concentraciones de extracto.

Las concentraciones que se utilizaron fueron cuatro a las cuales se le realizaron dos réplicas:

= Se tomaron 10 mL de la solucion de DPPH y 0.45 ml de los extractos a las concentraciones
de 10 mg/mL, 6 mg/mL, 4 mg/mL y 2 mg/mL.

Con los datos obtenidos, se graficd el porcentaje de DPPH remanente contra el tiempo y se
determind la dosis 6ptima (ECso) y el tiempo de estabilidad (tecso), y se calculé la Eficiencia
antioxidante, también se realiz6 una comparacion de la EA de este extracto en relacion a la EA
acido ascorbico y a la EA del extracto inicial (antes del secado). También se calculd en términos
de porcentajes la capacidad antioxidante perdida durante este secado.

5.5.6 Eficiencia antioxidante del extracto secado por liofilizacion

En este andlisis se determind la concentracion del extracto en la solucion, y a partir de dicha
concentracion, se prepararon cuatro soluciones con diferentes concentraciones.

Al igual que en la determinacion de la eficiencia antioxidante del extracto anterior, se uso la
misma solucion de DPPH la cual equivale a 0.0025g en 100 ml de alcohol etilico grado analitico,
y se utilizaron cuatro diferentes concentraciones de extracto, a las cuales se le realizaron dos
réplicas. Las concentraciones fueron las siguientes:

= Setomaron 10 mL de la solucién de DPPH y 0.45 ml de los extractos a las concentraciones
de 10 mg/mL, 1.9 mg/mL, 1.5 mg/mL y 1.3 mg/mL.

A partir de los datos obtenidos se grafico el porcentaje de DPPH remanente contra el tiempo y
se determind la dosis éptima (ECso) y el tiempo de estabilidad (tecso), Y se encontrd la Eficiencia
Antioxidante, tambien se realizd una comparacion de la EA del extracto secado mediante
liofilizacion en relacion a la EA acido ascorbico y a la EA del extracto inicial. También se
calculo en términos de porcentajes la capacidad antioxidante perdida durante este secado.
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5.5.7 Eficiencia Antioxidante del extracto concentrado al vacio en rotavapor

El procedimiento que se llevd a cabo es similar a los anteriores, iniciando por determinar la
concentracion del extracto en la solucion, se prepararon cuatro soluciones con diferentes
concentraciones.

Se utiliz6 una solucion de 0.0025 g de DPPH en 100 ml de alcohol etilico grado analitico, y se
utilizaron cuatro diferentes concentraciones de extracto, a las cuales se le realizaron dos réplicas.
Las concentraciones fueron las siguientes:

= Se tomaron 10 mL de la solucion de DPPH y 0.45 ml de los extractos a las concentraciones
de 3 mg/mL, 2.1 mg/mL, 1.9 mg/mL y 1.7 mg/mL.

A partir de los datos obtenidos se grafico el porcentaje de DPPH remanente contra el tiempo y
se determind la dosis Optima (ECso) y el tiempo de estabilidad (tecso), y se encontro la Eficiencia
antioxidante, también se realiz6 una comparacion de la EA del extracto de las hojas de Moringa
en relacion a la EA acido ascorbico y a la EA del extracto inicial. También se calcul6 en términos
de porcentajes la capacidad antioxidante perdida durante este secado.

5.6 Cinética de degradacion de DPPH por extracto de hojas de Moringa oleifera

El estudio cinético se realizé para observar el comportamiento de la reaccidn que se da entre el
extracto de las hojas de Moringa frente al DPPH, y determinar la velocidad con que éstos
reaccionan. En este analisis se considerd la constante de reaccion de segundo orden ya que se
han hecho estudios previos que han demostrado que la ley de velocidad para la reaccion que se
da entre un antioxidante frente al DPPH siguen la cinética de reaccion de segundo orden a una
temperatura dada Leal-Alturo (2012).

5.6.1 Preparacion de las concentraciones

Al preparar las concentraciones se usé etanol grado analitico al 96% para las diluciones, se
prepar6 una concentracion de DPPH y cinco diferentes concentraciones del extracto.

Se tomaron 2.5 mg de DPPH y se diluyé en 100 ml de etanol, para lograr una concentracion de
0.25 mg/ml.

Las concentraciones del extracto fueron: C:= 0.2300 mg/ml, C>=0.1370 mg/ml, C3=0.0920
mg/ml, C4=0.0462 mg/ml, Cada una de estas concentraciones se hicieron reaccionar con la
misma concentracion de DPPH.
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5.6.2 Series experimentales a distintas concentraciones

Las cuatro concentraciones de extracto se hicieron reaccionar frente a una misma concentracion
de DPPH, se observo la disminucién de la concentracion de DPPH midiendo la absorbancia
durante 600 segundos a 517 nm, en intervalos de 30 segundos. Para cada concentracion se
realizaron dos réplicas.

5.6.3 Montajes del método y parametros de elucion.

Para realizar el andlisis de la cuantificacion de Vitamina C, era necesario que se cumpliesen con
ciertas condiciones y pardmetros, los cuales son:

Columna: XDB C-8

Flujo: Iml/min

Detector: UV Visible 254 nm

Fase mavil: Metanol (50%), Agua desionizada (10%), &cido sulfarico 0.05M (40%).

5.6.4 Determinacion de los parametros del modelo y constante cinética kz

Para la determinacion de los parametros del modelo utilizado y la constante cinética se

monitore6 la reaccion entre la mezcla de antioxidantes y DPPH" de acuerdo a la siguiente
reaccion:

DPPH + AH — DPPH-H + A’ (5.1)

Segln Leal. A et al. (2012). se ha demostrado que la ley de velocidad de reaccion que se da

entre antioxidantes frente al radical DPPH", siguen una cinética de segundo orden a una
temperatura, de acuerdo a:

d| DPPH" | . .

————EF———:kZ{AH]O{DPPH ! (5.2)
Donde ko corresponde a la constante de reaccion, para una cinética de segundo orden, los
términos [AH]o y [DPPH’] son las concentraciones de la mezcla de antioxidantes y DPPH
respectivamente.

Se considerd que la concentracion de antioxidantes permanecié constante con respecto al
tiempo, es decir: [AH]o >> [DPPH ]o, segun los fundamentos de la cinética quimica podemos
asumir que la reaccion sigue una cinética de pseudo primer orden de acuerdo a la ley de
velocidad de la ecuacion 5.3.

d[DPPH'l

m :km,[DPPH'l (5.3)
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Donde kobs corresponde a la constante de velocidad observada de pseudo primer orden para la
reaccion a una temperatura T. Desarrollando la ecuacion 5.3 se llega:

d| DPPH" | =—k,, - DPPH" | dt
d| DPPH" |
=k, [t
j[DPPH'l o]

In[ DPPH" | =In| DPPH" | -k,

[DPPH* | =[DPPH" ] e

(5.4)
La ley de velocidad para la reaccion general (5.2) es:
d[DPPH]
T =K, -[DPPH ]t =k, -[AH], -[DPPH ]t (5.5)

Debido a que la reaccion fue monitoreada en unidades de absorbancia, la ecuacion que relaciona
la concentracion de DPPH" con la absorbancia es:

[DPPH ]=x -A (5.6)

Donde x es una constante de proporcionalidad entre [DPPH] y A. Sustituyendo en la ecuacion
(5.5) y dividiendo toda la igualdad entre la constante x resulta:

_0A_
dt

Se ajusto los datos obtenidos mediante el uso del programa MATLAB al modelo bi-exponencial
(7.1), ya que Foti, M. et al. (2016) aplic un modelo bi exponencial para el ajuste de los datos
entre obtenidos de la reaccion entre DPPH" y curcumin.

A=q- e—kobsl-t + ﬂ . e—kobsz-t +C

Kops - A=K, -[AH], - A (5.7)

(5.8)

Donde t es el tiempo, A es la absorbancia en cualquier tiempo, Kobst Y Kobs2 SON constantes de
velocidad observadas de pseudo primer orden, Ao la absorbancia en tiempo cero, y a + = Ao.
El célculo de la ko se llevo a cabo a partir de la relacion planteada en la ecuacion (5.7).

5.7 Disefio experimental

Las hipotesis propuestas en la seccion 4, cuyo fin es dar respuesta a los objetivos especificos
fueron comprobadas mediante tres analisis estadisticos: los que corresponden al andlisis del
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contenido de vitamina C, la efectividad antioxidante y el estudio de la cinética de la reaccion
DPPH vs extracto.

5.7.1 Cuantificacion de Vitamina C

Para el contenido de Vitamina C se implemento6 un disefio de un solo factor multinivel, donde
el factor independiente es el método de concentracion con 4 niveles: sin método de
concentracion (extracto), concentracion en horno, concentracion al vacio en rotavapor y secado
por liofilizacion. Las variables de respuesta fueron la eficiencia antioxidante y cantidad de
vitamina C, respectivamente.

Para comprobar las hipétesis planteadas de si al menos uno de los métodos causo una diferencia
significativa (degradacion) en el contenido de vitamina C respecto a los demas, se realizd un
andlisis de varianza, ANOVA, de la misma forma que se hizo para la eficiencia antioxidante.

Se realiz6 un analisis Descriptivo estadistico de los datos, prueba de normalidad para verificar
que haya normalidad en los mismos y se llevé a cabo la prueba de Levene para comprobar que
haya homogeneidad de varianzas en los tratamientos.

Posteriormente se llevo a cabo el ANOVA y mediante el valor p se pudo verificar si se acepta
la hipdtesis nula (no hubo diferencia significativa en el contenido de vitamina C luego de utilizar
los 3 métodos de concentracion y secado) o si se rechaza dicha hipotesis (al menos uno de los
métodos de concentracion y secado afectd de manera significativa el contenido de vitamina C).

Tabla 5.2 Disefio experimental para analisis de Vitamina C.

_ Concentraciones Numero de Num_ero de
Factor Niveles m ensayos por experimentos
g'mg concentracion por nivel
Sin secado
(Lixiviado) = 3 3
Secado
Método de  convectivo = 3 3
concentracion
Sec:aldo al C 3 3
vacio
Secado por Ci 3 3
liofilizacién
Total de experimentos: 12
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Se realizaron pruebas post hoc para determinar cuales de los tratamientos tuvo una diferencia
significativa en el contenido de vitamina C respecto a los demés y podremos inferir en cuél de
los métodos de concentracion degradé maés a la vitamina C (que como se menciono en el marco
de referencia es un indicador del grado de degradacion de los demés nutrientes) y cuél de los
métodos causé menor degradacion en esta vitamina.

De esta forma, analizando los resultados de estas pruebas de hipdtesis, podremos recomendar el
uso de alguno de los métodos de concentracion cuando se vaya a procesar las hojas de Moringa,
de manera que se conserven mejor tanto las propiedades antioxidantes como su valor nutricional
y vitaminico.

5.7.2 Andlisis de la efectividad antioxidante

Se tenia 1 factor, siendo éste el método de concentracion y secado; 4 niveles, en donde cada
nivel se llevd a cabo con 4 diferentes concentraciones, y se realizaron dos réplicas a cada uno;
y la variable fue la Efectividad Antioxidante.

Para poder responder a la hipotesis planteada de si al menos uno de los métodos de
concentracion y secado tiene un efecto significativo en la eficiencia antioxidante, se realizo la
prueba de ANOVA de un solo factor. Esta prueba asume que los datos tienen una distribucion
normal, que las muestras sobre las que se aplican los tratamientos son independientes y que
existe igualdad de varianzas.

Los datos fueron procesados usando el programa PASW Statistics 18 — SPSS. Para verificar que
nuestro ANOVA es apropiado se verificd cada supuesto de la siguiente manera:

Tabla 5.3 Disefio experimental para analisis de efectividad antioxidante.

. Concentraciones Numero de Num_ero de
Factor Niveles ensayos por experimentos
mg/g DPPH g .
concentracion por nivel
Sin secado
(Lixiviado) =~ Cv G2 CaCe 3 12
, Secado
Método d_q convectivo Cy, Cy, C3, Cy 3 12
concentracion doal
Secado a
vacio Cy, Gy, Cs, Cy 3 12
Secado por
liofilizacion ~ Cv C2 G Ca 3 12
Total de experimentos: Total: 48
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La normalidad de los datos se comprobd con Estadisticos Descriptivos y la Prueba de
Normalidad. En todos los andlisis de los experimentos se tomé un a = 0.05, por lo que los
intervalos de confianza se calcularon al 95%. Concluyendo segun el valor de significancia dado
en la prueba de normalidad, de tal manera que si el valor p fue mayor a 0.05, se acepto la
hipétesis nula (los datos se distribuyen normalmente). En caso contrario, si p < 0.05, la hipotesis
nula se rechazo.

La hipdtesis de la homogeneidad de las varianzas se realizo mediante la Prueba de Levene. Si
la significancia de la prueba es mayor que 0.05, se considera que hay homogeneidad de
varianzas. En caso contrario, las varianzas de las muestras de cada tratamiento se consideraron
distintas, por lo que se tuvo que recurrir a una prueba ANOVA con varianzas desiguales.

Una vez comprobados los supuestos del ANOVA, se realizo la prueba considerando como
variable dependiente las Concentraciones y variable independiente y agrupadora el Método de
concentracion y secado. Si la significancia de la tabla ANOVA obtenida es mayor que 0.05, se
acepta la hipétesis nula de que no hubo diferencia significativa en la eficiencia antioxidante al
usar los tres métodos de concentracién y secado.

Si el valor p del ANOVA es menor que 0.05, entonces se rechaza la Hipo6tesis nula, de manera
que la conclusion sea que si hubo una diferencia significativa en la eficiencia antioxidante con
al menos uno de los tratamientos de concentracion propuestos en este estudio.

De resultar correcto este supuesto, se lleva a cabo una prueba post hoc, que permite hacer una
comparacion entre las medias de los grupos (métodos de concentracion) para determinar cuél o
cuéles de los métodos son distintos entre si, con el valor se significancia asumido (a = 0.05).

De esta manera se puede inferir cual de los métodos de concentracion tuvo un mayor efecto
sobre la reduccion en la eficiencia antioxidante con respecto al extracto inicial y podremos
concluir cudl de los métodos es mas eficiente en conservar el poder de los antioxidantes
contenidos en el extracto y cual dafia mas estos compuestos.

5.7.3 Estudio de la cinética de la reaccion

Para el estudio de la cinética, se realizd una serie de experimentos a distintas concentraciones
del extracto sin concentrar, los datos obtenidos se ajustaron usando un modelo bi-exponencial
para obtener los pardmetros cinéticos. Posteriormente, las constantes de velocidad de pseudo-
primer orden se graficaron vs la concentracion y se ajustaron a un modelo lineal donde la
pendiente es el valor k2, que es la constante de velocidad de la reaccion.

Esta constante k> estimada se comparé con valores calculados a iguales condiciones para otros
antioxidantes y otros extractos de plantas.
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Tabla 5.4 Disefio Experimental para andlisis cinético de la reaccion de antioxidantes con el DPPH.

Nivel Concentraciones e,\rlggnyf)r: p:jc?r expl\el:JimzL('zodsepor
mg/g DPPH g, .
concentracion nivel
Cy, Cy, Cs,Cy 3 12
Total de experimentos: Total: 12

40



Influencia de tres métodos de concentracién y secado en el contenido de vitamina C y eficiencia antioxidante del extracto de hojas de Moringa

VI ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

6.1 Vitamina C

6.1.1 Andlisis estadistico del contenido de vitamina C

El analisis estadistico para el contenido de vitamina C en el extracto despuées de su debido
tratamiento, se llevo a cabo comprobando inicialmente la normalidad de cada grupo de datos,
con el fin de conocer si estos datos se distribuyen normalmente, ya que es un criterio necesario
para aplicar el ANOVA.

Tabla 6.1 Pruebas de normalidad para los datos obtenidos de vitamina C.

) Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Método de secado . ) — -
Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.
Extracto de las hojas 0.206 3 0.993 3 0.836
Secado por Liofilizacion 0.383 3 0.754 3 0.009
Concentracion al Vacio 0.344 3 0.842 3 0.219
Concentracion por Horno 0.223 3 0.985 3 0.767

Las pruebas de normalidad para los valores de contenido de vitamina C, se muestra en la tabla
6.1, donde se puede ver los valores de significancia para cada tratamiento.

Para el extracto de hojas de Moringa oleifera, concentracién del extracto por medio de vacio y
concentracion por horno, los valores de significancia son mayores a 0.05, llegando a la
conclusion de que estos valores se distribuyen normalmente.

Sin embargo, los datos obtenidos del método de secado por liofilizacién no se distribuyen de
una manera normal, ya que la significancia es de 0.009, y ésta es menor que 0.05.

Tabla 6.2 Prueba de homogeneidad de varianzas para los datos de vitamina C.

Vitamina C
Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
3.560 3 8 0.067

La prueba de Levene, (Tabla 6.2) es un requisito para realizar el ANOVA, ya que se necesita
saber si las varianzas son homogéneas o heterogéneas.
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Segun el valor de significancia proporcionado por la prueba, se puede suponer varianzas iguales
entre cada grupo de datos, a pesar de que los datos obtenidos del secado por liofilizacion no
muestran normalidad, al hacer el anélisis general, se puede considerar igualdad de medias, en
otras palabras, no hay diferencias significativas entre las varianzas de cada grupo de datos.

En la Figura 6.1, se muestran 4 graficos Q-Q con los valores del contenido de vitamina C vs el
correspondiente cuantil gaussiano. Se interpreta que los datos del extracto inicial, concentracién
por horno y concentracion al vacio siguen una distribucién normal ya que los puntos se
encuentran cercanos a la recta de ajuste. En el caso del secado por liofilizacion, dos de los
valores se ven alejados de la recta, corroborando con el valor de significancia mostrado en la
tabla 6.1.

En latabla 6.1y 6.2 se muestra las pruebas de normalidad y de homogeneidad de varianza, para
poder aplicar el ANOVA correcto.

Extracto de hojas Secado por lofilizacion

o

&

o

L84 / - /

-

Normal esperado
g
Normal esperado

- T - v al T T v
L r) ns s " w4 ns o " wa ns ua L F)
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Figura 6.1 Q-Q normal del contenido de vitamina C para los diferentes extractos.
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6.1.2 ANOVA para el contenido de vitamina C

La tabla 6.3, muestra una comparacion entre los datos de cada método, ya que se requiere
conocer si existe diferencia significativa entre ellos. El valor de significancia que nos
proporciona la prueba ANOVA es de 0.00 siendo este menor que 0.05, Esto significa que al
menos uno de los tratamientos tiene diferencias significativas.

Tabla 6.3 ANOVA para vitamina C.

Suma de Media .
Gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 2022.759 3 674.253 1135.723 0.000
Intra-grupos 4.749 8 0.594
Total 2027.509 11

En la tabla 6.4 se encuentran valores entregados por el andlisis post-hoc, los cuales son
necesarios para saber entre cuales tratamientos existen diferentes significativas, ya que el
ANOVA de latabla 6.3, solo nos dice que al menos uno es diferente, pero no nos da mas detalles.

En la segunda seccion se encuentra la prueba de Tamhane la cual hace las debidas
comparaciones entre cada tratamiento. Primeramente, se compara el extracto de hojas de MO
con los métodos de concentracion y secado, se puede ver que todos los valores de significancia
son menores de 0.05, indicando claras diferencias significativas.

En la segunda y tercera comparacion hecha para el secado por liofilizacion y concentracion al
vacio respectivamente, los valores de significancia son menores de 0.05 cuando se compara con
el concentrado en horno y el extracto inicial, mostrando diferencias. En cambio, cuando el
secado por liofilizacion y concentracion al vacio se comparan entre si, el valor de significancia
es de 0.084, siendo este valor mayor a 0.05, al analizar este caso, podemos decir que no existen
diferencias significativas.

Para la tercera comparacion hecha entre el método de concentracion por horno y los demas
tratamientos se toma la hipétesis alternativa que nos expresa la diferencia significativa, ya que
todos los valores de significancia son menores de 0.05.

Para una mejor explicacion de los que se plantea en las tablas, mostramos la figura 8.2 de medias
de valores de vitamina C contra los métodos de secado. Se puede notar que los valores de medias
del extracto de hojas y concentracion por horno se alejan de los dos puntos centrales, en cambio
el secado por liofilizacion y concentracion al vacio, estdn mas cercanos entre si en relacion a los
otros, aunque estos estén cercanos se ve que hay claras diferencias, pero segun la prueba de
Tamahane estas no son significativas.
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Tabla 6.4 Prueba Post-Hoc para el andlisis de vitamina C.

(1) Método de secado (J) Método de secado Diferencia de Error Sig.
medias (I-J) tipico

Secado por Liofilizacion 9.30169" .62911  0.000
Extracto de las hojas Concentracion al Vacio 14.00052" .62911  0.000
Concentracion por Horno 35.40107" .62911  0.000
Extracto de las hojas -9.30169" .62911  0.000
Secado por Liofilizacion  Concentracion al Vacio 4.69883" .62911  0.000
HSD de Concentracion por Horno 26.09938" .62911  0.000
Tukey Extracto de las hojas -14.00052"  .62911  0.000
Concentracion al Vacio Secado por Liofilizacion -4.69883" .62911  0.000
Concentracion por Horno 21.40055" .62911 0.000
Extracto de las hojas -35.40107"  .62911  0.000
Concentracion por Horno  Secado por Liofilizacién -26.09938"  .62911  0.000
Concentracion al Vacio -21.40055°  .62911 0.000
Secado por Liofilizacion 9.30169" 73327 0.024
Extracto de las hojas Concentracion al Vacio 14.00052" .29833  0.000
Concentracion por Horno 35.40107" 47446  0.000
Extracto de las hojas -9.30169" 73327 0.024
Secado por Liofilizacion  Concentracion al Vacio 4.69883 75263 0.084
Tamhane Concentracion por Horno 26.09938" .83819  0.000
Extracto de las hojas -14.00052"  .29833  0.000
Concentracion al Vacio Secado por Liofilizacion -4.69883 75263 0.084
Concentracion por Horno 21.40055" .50386 0.000
Extracto de las hojas -35.40107"  .47446  0.000
Concentracion por Horno  Secado por Liofilizacién -26.09938"  .83819  0.000
Concentracion al Vacio -21.40055°  .50386  0.000

Otro grafico importante es el mostrado en la figura 6.3, ya que este nos da una idea de la

dispersion que tienen nuestros datos.
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Para el extracto de las hojas se puede ver que los datos estdn concentrados entre el 25 y 75%,
en cambio, en el secado por liofilizacion la caja estad casi sobre el limite inferior mostrando
mayor dispersion de datos entre el limite superior y el primer cuartil, también se observa la
mediana desplazada hacia el tercer cuartil, el significado de esto es, que los datos se encuentran
concentrado en el ultimo 25%, entre el tercer cuartil y el limite inferior, este resultado concuerda
con la conclusion de que los datos de este tratamientos no siguen un comportamiento de
normalidad. Para los demaés tratamientos, se puede concretar que su dispersién muestra una baja
variabilidad en la distribucion de los datos.

6.1.3 Determinacién del contenido de vitamina C

El contenido de vitamina C (mg/mL) determinado por HPLC se muestra en la tabla 6.5. Se
calculd el porcentaje de degradacién para cada proceso de concentracion y secado en base al
lixiviado inicial.

En el caso de las pérdidas de vitamina C, el extracto secado por liofilizacion y el extracto
concentrado al vacio en rotavapor presentaron una baja degradaciéon de acido ascorbico; en

cambio, los sélidos concentrados por medio de horno convectivo sufrieron una considerable
afectacion debido al prolongado tiempo y altas temperaturas que fue expuesto.

Tabla 6.5 Resultados de la determinacion del contenido del acido ascérbico.

Acido Ascorbico  Porcentaje de

Muestra (mg/L) degradacion?
EH 59.0+0.3 -
SL 49.7+0.6 15.8 %
EV 450+0.4 23.7%
HC 23.6+0.7 60.0 %

a_os porcentajes fueron calculados en base EH.

6.2 Eficiencia antioxidante

6.2.1 Analisis estadistico de la capacidad antioxidante

El andlisis estadistico para la capacidad antioxidante de los extractos se llevd a cabo
comprobando inicialmente la normalidad de cada grupo de datos, con fin de conocer si estos
datos se distribuyen normalmente, ya que es un criterio necesario para aplicar el ANOVA.
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6.2.1.1 Pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza para cada grupo de datos

En la tabla 6.6 se muestra los parametros necesarios para conocer si los datos observados siguen
una distribucion normal. Asi mismo se muestran dos pruebas para la normalidad, Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilk. Para la primera prueba antes mencionada el valor de la significancia
no se muestra, esto se debe a que los datos que analizados son menores que los requeridos.

La prueba de Shapiro-Wilk nos da un valor de significancia de 0.929 para el extracto de las
hojas, 0.797 para el secado por liofilizacion, 0.883 para la concentracion al vacio y 0.200 para
concentracion por horno, ya que estos valores son mayores de 0.05, se considera que los datos
se distribuyen normalmente.

Tabla 6.6 Pruebas de normalidad para EA de los extractos de hojas de Moringa oleifera.

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Método de secado . . Estadistic .
Estadistico gl Sig. o gl Sig.
AE Extracto de las hojas 0.184 3.000 0.000 0.999 3.000 0.929
AE Secado por Liofilizacion 0.216 3.000 0.000 0.989 3.000 0.797
AE Concentracion al vacio 0.195 3.000 0.000 0.996 3.000 0.883
AE Concentracion por Horno 0.347 3.000 0.000 0.834 3.000 0.200

A manera de comprobacion, en la figura 6.4, se muestran 4 gréaficos Q-Q con los valores de
eficiencia antioxidante vs el correspondiente cuantil gaussiano. Esto con el objetivo de observar
cuan cerca esta la distribucion de cada conjunto de datos a la distribucién normal Gaussiana
tedrica. Se interpreta que los datos siguen una distribucion normal ya que los puntos se
encuentran cercanos a la recta de ajuste.

Unos de los requisitos para realizar el ANOVA es demostrar si las varianzas son homogéneas o
heterogéneas. Por esta razon se hizo la prueba de Levene la cual se muestra en la tabla 6.7.

Tabla 6.7 Prueba de homogeneidad de varianzas.

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
1.178 3 8 0.377

Segun los datos obtenidos de la prueba de Levene, la significancia es de 0.377, la cual es mayor
a 0.05, esto indica que aceptamos la hipdtesis de que hay igualdad entre las varianzas de cada
tratamiento.
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Figura 6.4 Q-Q normal de Eficiencia Antioxidante para los diferentes extractos a) Extracto de las hojas, b) Secado
por liofilizacion, ¢) concentracion y secado por rotavapor, d) Concentracién y secado por horno.

6.2.1.2 ANOVA para la Eficiencia Antioxidante y pruebas post hoc

En la seccion 6.2.1.1 se hicieron pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza entre los
grupos de datos obtenidos de cada tratamiento, lo que nos lleva a realizar la tabla ANOVA.

La tabla 6.8, nos arroja el estadistico F con su nivel de significancia, lo cual es necesario para
responder a las hipétesis planteadas. A como se puede observar la significancia de la prueba es
p<0.005, esto nos indica que la hipotesis nula se rechaza, y aceptamos la hipdtesis alternativa,
lo cual nos expresa que al menos uno de los métodos de secado presentd una diferencia
significativa en la eficiencia antioxidante respecto a los demas. En la prueba post hoc, se
detallara cuales son las diferencias entre cada tratamiento.
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Tabla 6.8 Tabla ANOVA para los datos obtenidos de EA de cada tratamiento.

Suma de Media .
gl . F Sig.
cuadrados quadratic
Inter-grupos 0.000 3 0.000 238.349 0.000
Intra-grupos 0.000 8 0.000
Total 0.000 11

La prueba post hoc mostrada en la tabla 6.9, se llevé a cabo para distinguir las diferencias de
EA entre cada tratamiento, ya que, primeramente, se compara el extracto de las hojas con el
secado por liofilizacion, concentracién al vacio y concentracion por horno, obteniendo un valor
de significancia de 0.974, 0.004 y 0.000, respectivamente.

La interpretacion para estos valores de significancia es la siguiente: para el secado por
liofilizacion se concluye que no hay diferencias significativas con respecto al extracto inicial,
ya que 0.794 > 0.05. Para los demés tratamientos se puede decir que existen diferencias
significativas con respecto al extracto de Moringa oleifera.

Tabla 6.9 Prueba post hoc para EA entre los distintos tratamientos.

Diferencia de

. Sig.
I) Método de secado medias (I-J
0 (J) Método de secado ()
Secado por Liofilizacion .00000034333 0.974
Extracto de las hojas Concentracion al Vacio .00000425667" 0.004
Concentracion por Horno .00001908667" 0.000
Extracto de las hojas -.00000034333 0.974
Secado por ., . .
e Concentracion al Vacio .00000391333 0.006
Liofilizacion N .
HSD de Concentracion por Horno .00001874333 0.000
Tukey . Extracto de las hojas -.00000425667" 0.004
Concentracion al e "
Vacio Secado por Liofilizacion -.00000391333 0.006
Concentracion por Horno .00001483000" 0.000
» Extracto de las hojas -.00001908667" 0.000
Concentracion por e, x
Horno Secado por Liofilizacion -.00001874333 0.000
Concentracion al Vacio -.00001483000" 0.000

Variable dependiente: Efici encia Antioxidante (AE)

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Para la segunda comparacion realizada por la prueba de Tukey entre el secado por liofilizacion
y los demas tratamientos, se puede observar que entre el extracto de las hojas y el secado por
liofilizacion no hay diferencias significativas, comprobando los resultados de la primera
comparacion. Con respecto a los demés tratamientos, los valores de significancia son menores
de 0.05, lo que nos indica que existe diferencias significativas entre el secado por liofilizacién
y concentracion por horno y rotavapor.

En el tercer recuadro se hace la comparacion de la concentracion al vacio del extracto con los
demaés tratamientos, todos los valores mostrados de significancia son menores a 0.05, esto quiere
decir que existe diferencias significativas entre los demas tratamientos y el método de
concentracion al vacio. La ultima comparacion es la del método de concentracion por horno con
lo demas tratamientos, donde podemos concluir de igual manera que la comparacion anterior,
ya que, los valores de significancia entregados por la prueba son menores a 0.05, aceptando la
hipdtesis que establece que existen diferencias significativas.

La figura 6.6, es un grafico de caja y bigotes para los valores de eficiencia antioxidante de cada
tratamiento. La distribucion de datos del extracto de hojas de Moringa y del extracto
concentrado al vacio es similar y ambas caen casi dentro del mismo rango. Los demaés
tratamientos mostraron un resultado totalmente distinto en la eficiencia antioxidante, con
menores valores de eficiencia.
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2.50000000E-5]

2.00000000E-5

Media de AE

1.50000000E-5-

1.00000000E-5

T T T T
Extracto de las hojas Secado por Concentracion al Vacio Concentracion por
Liofiizacién Horro

Método de secado

Figura 6.5 Media de las eficiencias antioxidantes versus método de secado.
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Figura 6.6 Eficiencia antioxidante vs método de secado.

Para una mejor compresion de lo que se muestra en la tabla 6.9, en la figura 6.5, se muestra el
comportamiento de los valores de las medias de EA vs cada tratamiento. Entre los valores de
EA del extracto de Moringa y el extracto secado por liofilizacion de Moringa oleifera, se
observa que las medias estan relativamente cercanas entre si, con respecto a los valores de los
demas tratamientos, y el valor de EA del extracto de Moringa concentrado al vacio, se encuentra
en un punto medio, pero lejano a los valores de los demas tratamientos, y por ultimo con el valor
mas bajo de EA se encuentra el extracto concentrado por horno, en este se puede notar lo alejado
gue se encuentra de los demas valores; cabe destacar, que todas estas conclusiones que se han
hecho a partir de lo que muestra la figura. 6.5, estan respaldadas por los valores que nos
proporciono la prueba de Tukey.

6.2.2 Eficiencia antioxidante del &cido ascorbico

Enlafigura 6.7, se muestra el comportamiento cinético del &cido ascdrbico contra DPPH. Donde
se puede ver que a mayor concentracion de acido ascorbico menor el porcentaje de remanencia
de DPPH. También se observa que cercano a los 0.2 minutos después de haber iniciado la
reaccion comienzan pequefias variaciones en la concentracién de DPPH tendiendo a la
estabilidad.
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Figura 6.7 Datos cinéticos del Acido ascorbico a diferentes concentraciones frente a DPPH con una
concentracion de 0.025 mg/mL.

Después de graficar las diferentes concentraciones de vitamina C contra DPPH se encontr6 que
se necesitan 170 mg AA/g para disminuir la concentracion inicial de DPPH al 50%, y el tiempo
necesario para que la reaccion alcance la estabilidad fue de 1 minuto. Estos valores de tiempo y
concentracion nos indican una alta eficiencia antioxidante de esta vitamina, ya que la
concentracion es relativamente baja comparada a otros antioxidantes como vitamina E. Por otro
lado, al estabilizarse en 1 minuto nos demuestra la rapida reactividad de la vitamina C contra
los radicales libre generados por DPPH. El valor de la eficiencia antioxidante se muestra en la
tabla 6.10.

6.2.3 Curva de calibracion de la concentracion de DPPH versus absorbancia.

Para calcular la concentracion de DPPH se realiz6 una curva de calibracion tomando cuatro
concentraciones entre 0 y 0,02 mg/mL las cuales se graficaron con sus respectivos valores de
absorbancias.

La ecuacién que describe la funcién lineal es:

A, =62x[DPPH"]; +0.0122 (6.1)

517 nm

Donde [DPPH"] esta expresado en g/L con r? = 0.9996.
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El porcentaje de remanencia de DPPH" (% DPPH rem] fue calculado de la siguiente manera:

%DPPH_,, =[DPPH"],/[DPPH"],_, (6.2)
14 . -
1.2} O Datos

—— Regresion lineal

Absorbacia a 517 nm (-)
©o o o
RN (o)) @® -

o
N

08 0.0025 0.005 0.0075 0,01 00125 0.015 00175 0.02
Concentracion de DPPH (g/L)

Figura 6.8 Correlacién lineal entre la concentracion de DPPH" y absorbancia a 517 nm.

6.2.4 Eficiencia antioxidante del extracto de hojas de Moringa oleifera antes y después de
los métodos de concentracién y secado

En la figura 6.9 se muestra el comportamiento de los datos experimentales de los extractos para
la determinacion de ECso y tecso, €l cual permite visualizar el porcentaje remanente de DPPH
en funcién del tiempo, cuando se estd dando la reaccion entre el radical libre DPPH y el agente
antioxidante.

En el caso de a) que es el extracto inicial, se presentan las relaciones de concentracion de 18720
mg solidos/g DPPH, 3600 mg solidos /g DPPH, 2880 mg solidos /g DPPH y 2700 mg solidos
/g DPPH. En este caso se puede observar que, de las diferentes curvas representadas en la figura,
la que alcanza el 50% de remanencia del DPPH representa la concentracion de 2880 mg solidos
/g DPPH con un tiempo tecso de 11.8 min.

La seccion (b) de la figura 6.9, pertenece al extracto secado por liofilizacion, donde se observa
cuatro curvas formadas por diferentes concentraciones del extracto, 18000 mg solidos/g DPPH,
3420 mg solidos/g DPPH, 2700 mg solidos/g DPPH y 2340 mg solidos/g DPPH. La
concentracion ECso es 3420 mg solidos/g DPPH y el tiempo observado tecso €s 10.1 minutos.
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Figura 6.9 Comportamiento de datos experimentales obtenidos de la reaccidn entre los diferentes extractos
contra DPPH (a) Extracto antes de la concentracién y secado, (b) Extracto secado por liofilizacidn, (c) Extracto
concentrado al vacio mediante rota vapor, (d) Extracto concentrado por horno convectivo.

En las secciones (c) y (d) de la figura 6.9, se observa el mismo comportamiento de los demas
datos experimentales, el cual se caracteriza por una reaccién rapida en los primeros 60 segundos
seguida de una lenta.

El valor de ECso parael extracto concentrado al vacio (c) es 3780 mg solidos/g DPPH con tiempo
tecso de 10.0 minutos vy el valor de ECso para el extracto concentrado por horno convectivo es
7200 mg solidos/g DPPH con tiempo tecso de 12.2 minutos.

La estabilidad de la reaccion se hizo tomando en cuenta que el DPPH es propenso ser reducido
por la luz y el tiempo en solucion, por lo tanto, la reaccion entre un antioxidante y el DPPH
puede llegar a alcanzar la estabilidad, aunque al medir la absorbancia se noten pequefias
variaciones. Cabe destacar que cada valor de concentracion y tiempo es producto de tres
ensayos, el valor de ECso Y tecso sSe muestra en la tabla 6.10.

Los comportamientos observados en la figura 6.9, entre los extractos con diferentes tratamientos
y DPPH a la misma concentracion presentan la misma tendencia, la diferencia entre cada
extracto es la cantidad de antioxidantes que estan presente en ellos, por lo que se necesitan
distintas concentraciones segun sea el tratamiento para alcanzar ECsp,
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Tabla 6.10 Parametros estimados del ensayo de DPPH.

: . Clasificacion EA EA
ECso (mg solido mine  EA (¢ DPPH e b o -
Muestra ot DPPH" ) ECy, (Min) mg-L solido-min-1) cinética Cla5|f|bcaC|on Degradacion
V'taé“'”a 169.38+6.4  1.0%0.1 5.903 E-3 Rapido Alto ;
EH 2902.5+14.8 11.8+0.5 2.922 E-5 Intermedio Bajo -
SL 3433.1+£85.2 10.1+0.3 2.888 E-5 Intermedio Bajo 1.2%
EV 3980.1 £37.2 10.0+0.2 2.495 E-5 Intermedio Bajo 14.6 %
HC 81235+263.3 122+038 1.014 E-5 Intermedio Bajo 65.3 %

Cada valor es la media + la desviacion estandar.
bClasificacion de acuerdo a Sankhian, N. (2013)
¢ Los porcentajes fueron calculados considerando el extracto de hojas (EH) como base.

A como se esperaba, el extracto con el valor de ECsp mas pequefio es el que no tuvo ningun
tratamiento para su concentracion o secado, logrando conservar los compuestos antioxidantes
obtenidos en la lixiviacion, seguido del extracto liofilizado, el cual se someti6 a bajas
temperaturas y presiones, logrando extraer el agua por medio de la sublimacion, su valor de
ECso aumento un 18.28%, para el extracto concentrado al vacio y el extracto concentrado por
horno convectivo los aumentos fueron de 37.12 y 179.87 % respectivamente, estos datos de
porcentajes fueron calculados en base a la concentracién ECso del extracto antes de la
concentracion o secado.

Segun la clasificacion de la cinética hecha en base a los datos obtenidos de la vitamina C y los
extractos, se deduce que la vitamina C reacciona mucho mas rapido que la mezcla de
compuestos antioxidantes contenidos en los extractos, debido a que estos contienen compuestos
con diferente reactividad.

6.3 Evaluacion de la reactividad del extracto de la hoja de Moringa oleifera frente
al radical libre DPPH, a partir de la determinacién de la constante de velocidad k:

En el extracto de las hojas de Moringa oleifera se encuentra una amplia variedad de
antioxidantes entre ellos acido ascérbico, acido deshidro-ascorbico, vitamina E, compuestos
fendlicos, taninos etc.

La reactividad de los compuestos antioxidantes contenidos en dicho extracto se evalud a partir
de la determinaciéon de la constante de velocidad k> considerando una temperatura constante de
25 °C.

Se prepararon cuatro soluciones con las siguientes concentraciones en mg/ml: 0.0462, 0.0920,
0.1370 y 0.2300. A cada concentracion de extracto que reacciond con DPPH, se le hizo un
seguimiento de absorbancia a 517 nm en funcién del tiempo, con intervalos de 30 segundos.

A continuacién, se muestra la figura 6.10 la cual es una grafica del extracto de hojas de Moringa
a diferentes concentraciones frente a DPPH.
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Figura 6.10 Comportamiento de datos experimentales para la reaccion entre la mezcla de antioxidantes contenidos
en el extracto de hojas de Moringa oleifera frente a DPPH.
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Figura 6.11 Ajuste de los datos obtenidos al monitorear la reaccion del extracto de las hojas de Moringa oleifera
contra DPPH, usando un modelo bi-exponencial. (Los puntos representan los datos y la linea el ajuste).

Como se puede observar en la figura 6.10, existe un decaimiento rapido en los primeros 100
segundos aproximadamente, seguido de uno mas lento, debido a la mezcla de diferentes
compuestos antioxidantes, ya que la velocidad con la que algunos compuestos reaccionan es
mayor que otras.
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De ahi surge la necesidad de hacer una modelacién con una funcion exponencial de dos
términos, con la cual el comportamiento de la disminucion de la concentracion de DPPH sea
adaptado.

En la figura 6.11 se muestra el modelo matematico que se usé para ajuste de los datos de
absorbancia vs tiempo obtenidos para cada concentracion.

Las curvas generadas por la reaccion entre el extracto frente a DPPH medida en absorbancia,
fueron ajustadas al modelo antes expuesto, de la cual se obtuvieron los parametros que se
muestran en las tablas 6.11, 6.12 y 6.13.

Tabla 6.11 Parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos del ensayo 1.

Concentraciones (mg/mL)

Coeficientes 0.2300 0.1370 0.0920 0.0462
a 1.0210 0.7925 0.6123 0.2438

B 0.2211 0.4537 0.6355 0.7971

Kobs1 0.04061 0.03244 0.02803 0.01984
Kobs2 0.01126 0.00841 0.00374 0.00071

C 0.5494 0.5541 0.5528 0.7641

r? 0.9999 0.9998 0.9998 0.9995

Tabla 6.12 Parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos de la primera réplica.

Concentraciones (mg/mL)

Coeficientes 0.2300 0.1370 0.0920 0.0462
a 1.011 0.7836 0.6136 0.2459

B 0.2301 0.4632 0.6338 0.8136

Kobst 0.04068 0.03277 0.02787 0.02027
Kons2 0.01158 0.00856 0.00372 0.00069

Cc 0.5490 0.5541 0.5523 0.7447

r? 0.9999 0.9998 0.9997 0.9995

Tabla 6.13 Parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos de la segunda réplica.

Concentraciones (mg/mL)
Coeficientes 0.2300 0.1370 0.0920 0.0462
a 1.038 0.7882 0.6034 0.2396
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B 0.2034 0.3575 0.6398 0.6965
KObs1 0.04007 0.03281 0.02857 0.02027
Kons2 0.01080 0.00846 0.00385 0.00087

C 0.5489 0.5546 0.5574 0.8697

r2 0.9999 0.9997 0.9999 0.9994

En la figura 6.12 se puede observar que la primera parte del decaimiento genera un valor de
Kobst1, Y la segunda parte genera el valor de Kopse.
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Figura 6.12 Comportamiento cinético de los datos experimentales en los cuales se observan los dos periodos de
decaimiento exponencial representados por kobsl y kobs2.

Dentro de los parametros obtenidos a través del modelo bi-exponencial se encuentran las
constantes Kobs1 Y Kobs2 1as cuales son las constantes que caracterizan el decaimiento de las dos
fases observadas en la figura 6.12. Por lo tanto, Kobst + Kobs2 = Kobs, la cual es la constante de
pseudo primer orden de toda la reaccion.

Los valores de kops Se graficaron con respecto a las concentraciones iniciales del extracto de las
hojas de Moringa oleifera como se ve en la figura 6.13.

En la tabla 6.14, se puede observar la ecuacion de ajuste para cada réplica, con valores de r? por
encima de 0.95, por lo cual se deduce que la constante de velocidad de pseudo-primer orden
depende de la concentracion.
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Tabla 6.14 Parametros obtenidos de la relacion entre Kobs y concentracion inicial de extractos.

Replicas  C1=0.2300 (C2=0.1370 C3=0.0920 C4=0.0462 Ecuacion de la recta r?
1 0.05187 0.040851 0.031775 0.0205590 y=0.1668x+0.01520 0.9666
2 0.05226 0.041330 0.031598 0.0209623 y=0.1679x+0.01534 0.9683
3 0.05087 0.041275 0.032393 0.0211407 y=0.1578x+0.01649 0.9532
0.06, 0.06
0.05 ) Pl : 0.0¢ v
‘ a) b)
- l'.l_r»i ® ~ 0.04 s .
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Figura 6.13 Relacion de la constante de pseudo primer orden y la concentracién inicial del extracto de la hoja de
Moringa oleifera. Donde a), b) y c) son el ensayo y sus réplicas.

La constante de velocidad de segundo orden se calcula a traves de la siguiente ecuacion:

d [DPPH ]t
——— = kobs-[DPPH ] =k, -[AH], - [DPPH | (63)
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El resultado obtenido fue 0.164 + 0.005 (mg. mL-1)-1/s. Este valor es resultado de la media de
al menos 3 valores. Villanueva-Tiburcio et al. (2010) realizaron céalculos de las contantes de
velocidad de segundo orden para extractos acuosos de cascara de camu-camu madura, pintén y
verde los cuales fueron 1.32 + 0.11 (mg. mL-1)-1/s, 4.04 + 0.18 (mg. mL-1)-1/s, 1.27+ 0.02
(mg. mL-1)-1/s, respectivamente.

Lebeau et al. (2000), Espin et al. (2000), y Ramos (2001) realizaron célculos de reactividad con
estandares puros siendo para flavonas 1,2 (L. mol™)Y/s, Vitamina E 1,87 (mg. mL%)Y/s, BHT
0,05 (mg. mL 1) /s, BHA 0,42 (mg. mL™)"Ys, té verde 2.3 (mg. mL™)Y/s, hierba luisa 0.06 (mg.
mL1) /s, lo que significa que las muestras en estudio poseen una buena actividad de secuestro
de radicales.

De acuerdo a resultados de otros investigadores y nuestro valor de la constante de velocidad
para el extracto de la hoja de Moringa oleifera, se ordena de mayor a menor en funcién de la
reactividad de los compuestos: Cascara de camu-camu pinton > té verde > vitamina E > Céscara
de camu-camu maduro > Céscara de camu-camu verde > flavonas > BHT > extracto de hoja de
Moringa oleifera > BHT.

Con respecto a las hipotesis planteadas, después de hacer un ordenamiento de las especies y
compuestos puros con sus respectivos valores de reactividad, podemos observar que el valor de
k> para el extracto de hoja de Moringa es mayor que el de BHT, por lo tanto, podemos decir que
aceptamos la hipo6tesis nula y concluimos que el valor de k2 calculado para nuestro extracto se
encuentra entre valores de antioxidantes comunes.
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VIl CONCLUSIONES

La degradacion del contenido de vitamina C se vio afectada en 2.10 veces en el concentrado y
secado por medio de horno y 1.10 veces para el concentrado y secado por rotavapor en
comparacion con el secado por liofilizacion. Tanto el secado por liofilizacién como el secado
al vacio conservaron el contenido de vitamina C en un nivel significativamente similar respecto
al contenido de vitamina C del extracto de las hojas.

De los tres procesos de concentracion y secado de las hojas de Moringa oleifera evaluados, el
que provocé la menor afectacion de la eficiencia antioxidante fue el proceso de liofilizacion
(SL), seguido de los procesos rotavapor (EV) y el horno (HC), debido a que la eficiencia
antioxidante obtenida del extracto secado por SL es 1.15 veces mayor que EV y 2.84 veces
mayor que HC.

La cinética de reaccion es de segundo orden y el valor de la constante de velocidad (k2 = 0,164
+ 0,005 mg+(mL~s)™?) determinada, ratifica que el extracto de hoja de MO tiene una reactividad
en el rango de antioxidantes comunes utilizados en la industria de los alimentos, tales como el
BHT y el BHA.

La EA obtenida en los extractos de este estudio, es 200 veces menor que la EA de la vitamina
C pura (5,903 x 10 mg solidos/g DPPH), esto se debe a que la vitamina C es uno de los
antioxidantes méas poderosos en reactividad y eficiencia y se utiliz6 como reactivo en estado
puro, el cual tiene una alta capacidad captadora de radicales libres, y tiempo tecso bajo, mientras
que los extractos necesitan un valor de tecso mayor.
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VIII RECOMENDACIONES

En base a los resultados encontrados en este estudio, se hacen las siguientes recomendaciones:

Si se desea obtener extracto seco de las hojas de Moringa oleifera, el mejor método para llevar
a cabo su secado es a través de la liofilizacidn, ya que con este proceso se conservan al maximo
las propiedades antioxidantes de dicha planta.

En caso de que resulte muy costoso la implementacion de este método de secado, se podria
acudir al método de concentracion al vacio, ya que se encontr6 que es el método después de la
liofilizacion que alcanza un alto valor en cuanto a la conservacion de la efectividad antioxidante
(85.4%) y la cantidad de vitamina C (76.3%) en las hojas de esta planta, y dichos porcentajes
son aceptables.

Los resultados indican que al concentrar en horno convectivo se reduce la eficiencia
antioxidante y degrada la vitamina C hasta un 35% y 40% del valor inicial, respectivamente,
por lo que al someter a la hoja de Moringa oleifera a elevadas temperaturas es muy notoria la
afectacion que ocurre sobre ella, debido a que los compuestos que ésta contiene, como la
vitamina C (que es uno de sus principales micronutrientes), son termosensibles; por lo tanto, no
se recomienda el método de concentracion por horno convectivo como una alternativa viable de
procesamiento si se desea obtener extracto de hojas de Moringa oleifera concentrado.

Los calculos de la constante de velocidad indican que la capacidad como antioxidante del
extracto de hojas de Moringa es comparable a la de antioxidantes comerciales, por lo que este
extracto concentrado de Moringa obtenido por liofilizacion o secado al vacio puede ser usado
de manera directa o combinado con otros alimentos como fuente alta en nutrientes y
antioxidantes.

Recomendamos que en caso que a esta area tematica se le dé seguimiento con objetivos mas
ampliados en el futuro, se considere el secado por aspersion, ya que suele ser la tecnologia méas
utilizada en procesos de secado de soluciones alimenticias.

Se recomienda que una vez se lleve a cabo uno de los métodos de concentracion y secado
recomendados, se empague el producto al vacio para evitar que vuelva a absorber humedad del
ambiente, se almacene protegido de la luz solar y se conserve a temperaturas bajas puesto que,
al ser un concentrado alto en nutrientes, el concentrado de Moringa estard mas susceptible a ser
atacado por microorganismos y las altas temperaturas favorecen la degradacién de las vitaminas
y nutrientes.
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IX NOMENCLATURA

Simbolo Definicion Unidades
MO Moringa oleifera -
EH Extracto de hojas de MO -
EV Evaporacién al vacio por rotavapor -
HC Horno convectivo -
SL Secado por liofilizacién -

ECso Concentracion de antioxidantes necesaria para mg sélidos/g DPPH
reducir la concentracion inicial de DPPH al 50%.

DPPH 1,1-difenil-2-picril-hidrazil -

EA Eficiencia antioxidante g DPPH / (mg de sdlidos
min)

HPLC  High Performance Liquid Chromatography -
AA Acido ascorbico o vitamina C -
AC Capacidad antioxidante g DPPH/mg de sélidos

Tecso Tiempo en que la reaccion entre el antioxidante
con concentracion ECsgp y DPPH alcanzan

estabilidad
Kobs Constante de velocidad de pseudo primer orden  1/min
k2 Constante de velocidad de segundo orden I/min ¢ (mg/mL)
At Absorbancia con respecto al tiempo -

a, By C Coeficientes del modelo bi-exponencial -
BHT Butil hidroxitolueno -

BHA Butil hidroxianisol -
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TABLA 1. Valores de absorbancia vs tiempo, obtenidos al monitorear la concentracion de DPPH frente al extracto de hojas de
Moringa a diferentes concentraciones.

La cantidad de gramos de sdélidos esta dada por cada 1000 mg de DPPH
Tiempo (min) 18720 mg sdlidos 3600 mg soélidos 2880 mg soélidos 2700 mg sdlidos
0.000 1.791 1.795 1.791 1.780 1.781 1.780 1.790 1.790 1.788 1.776 1.775 1.776
0.333 0.375 0.379 0.381 1.263 1.235 1.253 1.261 1.256 1.248 1.360 1.357 1.361
0.667 0.340 0.347 0.348 1.210 1.170 1.201 1.213 1.201 1.192 1.321 1.319 1.322
1.000 0.330 0.339 0.343 1.173 1.143 1.157 1.187 1.180 1.168 1.301 1.299 1.299
1.333 0.324 0.331 0.332 1.150 1.122 1.139 1.168 1.161 1.152 1.283 1.281 1.283
1.667 0.321 0.328 0.327 1.130 1.104 1.115 1.151 1.148 1.140 1.270 1.266 1.266
2.000 0.318 0.325 0.324 1.113 1.085 1.107 1.136 1.134 1.128 1.258 1.254 1.256
2.333 0.317 0.321 0.321 1.097 1.068 1.088 1.122 1.118 1.107 1.245 1.242 1.243
2.667 0.315 0.318 0.319 1.081 1.053 1.070 1.109 1.106 1.098 1.236 1.231 1.233
3.000 0.314 0.317 0.318 1.066 1.038 1.048 1.098 1.097 1.088 1.225 1.220 1.221
3.333 0.313 0.315 0.317 1.053 1.026 1.039 1.086 1.083 1.074 1.214 1.210 1.212
3.667 0.312 0.313 0.316 1.040 1.012 1.022 1.074 1.070 1.060 1.203 1.200 1.199
4.000 0.312 0.312 0.314 1.026 1.002 1.010 1.063 1.059 1.048 1.195 1.192 1.194
4.333 0.311 0.310 0.315 1.014 0.991 1.002 1.053 1.048 1.039 1.184 1.182 1.183
4.667 0.311 0.310 0.315 1.002 0.978 0.995 1.043 1.038 1.029 1.177 1.174 1.175
5.000 0.310 0.309 0.315 0.991 0.968 0.978 1.034 1.029 1.018 1.168 1.166 1.167
5.333 0.310 0.309 0.314 0.981 0.959 0.967 1.025 1.020 1.009 1.162 1.159 1.159
5.667 0.310 0.308 0.314 0.970 0.947 0.957 1.016 1.011 0.997 1.152 1.151 1.151
6.000 0.309 0.308 0.313 0.961 0.936 0.949 1.007 0.998 0.989 1.147 1.144 1.143
6.333 0.310 0.308 0.313 0.951 0.925 0.934 0.999 0.990 0.983 1.140 1.137 1.139
6.667 0.311 0.307 0.314 0.942 0.916 0.929 0.992 0.985 0.975 1.134 1.130 1.131
7.000 0.312 0.308 0.314 0.934 0.908 0.919 0.984 0.978 0.965 1.127 1.123 1.126
7.333 0.310 0.307 0.314 0.925 0.900 0.912 0.977 0.970 0.958 1.120 1.117 1.115
7.667 0.310 0.307 0.311 0.916 0.889 0.906 0.969 0.963 0.950 1.109 1.110 1.109
8.000 0.309 0.306 0.312 0.907 0.881 0.893 0.962 0.955 0.944 1.101 1.104 1.102
8.333 0.310 0.306 0.312 0.900 0.872 0.894 0.956 0.949 0.936 1.098 1.099 1.099
8.667 0.308 0.307 0.313 0.893 0.865 0.883 0.948 0.942 0.928 1.092 1.093 1.093
9.000 0.308 0.306 0.312 0.887 0.857 0.874 0.942 0.936 0.921 1.086 1.088 1.087
9.333 0.308 0.306 0.312 0.878 0.852 0.864 0.937 0.930 0.915 1.080 1.083 1.081
9.667 0.310 0.306 0.312 0.874 0.845 0.855 0.931 0.924 0.908 1.075 1.078 1.075
10.000 0.310 0.306 0.311 0.866 0.839 0.849 0.926 0.917 0.901 1.070 1.073 1.071
10.333 0.310 0.306 0.311 0.861 0.834 0.844 0.924 0.912 0.900 1.066 1.068 1.067
10.667 0.310 0.306 0.311 0.857 0.830 0.840 0.920 0.909 0.897 1.062 1.063 1.063
11.000 0.310 0.306 0.311 0.854 0.826 0.836 0.917 0.906 0.893 1.058 1.060 1.059
11.333 0.310 0.306 0.311 0.851 0.823 0.832 0.913 0.903 0.890 1.055 1.057 1.055
11.667 0.310 0.306 0.311 0.848 0.820 0.829 0.910 0.900 0.888 1.053 1.054 1.053
12.000 0.310 0.306 0.311 0.847 0.818 0.826 0.910 0.899 0.887 1.052 1.051 1.053
12.333 0.310 0.306 0.311 0.848 0.817 0.827 0.909 0.899 0.886 1.052 1.050 1.052
12.667 0.310 0.306 0.311 0.848 0.817 0.827 0.910 0.898 0.887 1.052 1.051 1.052
13.000 0.310 0.306 0.311 0.848 0.817 0.826 0.910 0.899 0.887 1.052 1.049 1.052
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TABLA 2. Valores de absorbancia vs tiempo, obtenidos al monitorear la concentracion de DPPH frente al extracto secado por
liofilizacion a diferentes concentraciones.

La cantidad de gramos de sélidos esta dada por cada 1000 mg de DPPH
Tiempo(min) 18000 mg soélidos 3420 mg soélidos 2700 mg soélidos 2340 mg soélidos
0.000 1.710 1.713 1.713 1.701 1.691 1.718 1.720 1.718 1.723 1.718 1.720 1.715
0.333 0.750 0.743 0.753 1.251 1.220 1.236 1.295 1.296 1.303 1.417 1.412 1.410
0.667 0.692 0.685 0.695 1.203 1.179 1.188 1.256 1.258 1.265 1.378 1.385 1.383
1.000 0.655 0.648 0.658 1.174 1.150 1.159 1.229 1.231 1.238 1.351 1.365 1.363
1.333 0.618 0.611 0.621 1.154 1.124 1.139 1.209 1.211 1.218 1.331 1.346 1.344
1.667 0.593 0.583 0.596 1.130 1.100 1.115 1.190 1.192 1.199 1.312 1.333 1.329
2.000 0.568 0.558 0.571 1.109 1.077 1.094 1.174 1.178 1.186 1.296 1.319 1.315
2.333 0.557 0.547 0.560 1.092 1.056 1.077 1.160 1.164 1.172 1.282 1.306 1.302
2.667 0.550 0.540 0.553 1.080 1.036 1.065 1.147 1.151 1.159 1.269 1.295 1.291
3.000 0.549 0.539 0.552 1.068 1.019 1.053 1.136 1.140 1.148 1.258 1.281 1.277
3.333 0.545 0.535 0.548 1.053 1.004 1.039 1.122 1.126 1.134 1.244 1.269 1.262
3.667 0.537 0.529 0.540 1.036 0.991 1.022 1.107 1.116 1.122 1.229 1.258 1.248
4.000 0.537 0.529 0.540 1.024 0.974 1.010 1.094 1.105 1.111 1.216 1.240 1.240
4.333 0.535 0.527 0.538 1.010 0.963 0.996 1.086 1.097 1.093 1.208 1.228 1.228
4.667 0.529 0.521 0.532 1.000 0.952 0.986 1.074 1.085 1.081 1.196 1.218 1.218
5.000 0.528 0.520 0.531 0.988 0.940 0.974 1.064 1.075 1.071 1.186 1.210 1.210
5.333 0.521 0.513 0.524 0.977 0.932 0.963 1.056 1.067 1.063 1.178 1.201 1.201
5.667 0.522 0.514 0.525 0.967 0.922 0.953 1.047 1.058 1.054 1.169 1.195 1.196
6.000 0.508 0.500 0.511 0.958 0.915 0.944 1.042 1.052 1.048 1.164 1.187 1.187
6.333 0.488 0.490 0.491 0.948 0.907 0.934 1.033 1.043 1.040 1.155 1.179 1.179
6.667 0.485 0.487 0.488 0.938 0.898 0.925 1.025 1.035 1.032 1.147 1.173 1.173
7.000 0.478 0.480 0.481 0.929 0.890 0.916 1.019 1.029 1.026 1.141 1.165 1.165
7.333 0.485 0.487 0.488 0.922 0.884 0.909 1.011 1.021 1.018 1.133 1.160 1.157
7.667 0.487 0.489 0.490 0.914 0.878 0.901 1.003 1.016 1.013 1.125 1.154 1.150
8.000 0.488 0.490 0.491 0.907 0.869 0.894 0.997 1.010 1.007 1.119 1.149 1.145
8.333 0.473 0.477 0.476 0.900 0.864 0.887 0.992 1.005 1.002 1.114 1.142 1.140
8.667 0.464 0.468 0.467 0.894 0.859 0.881 0.987 1.000 0.995 1.109 1.136 1.134
9.000 0.465 0.469 0.468 0.885 0.854 0.873 0.981 0.994 0.989 1.103 1.132 1.129
9.333 0.463 0.467 0.466 0.880 0.849 0.868 0.976 0.990 0.985 1.098 1.126 1.125
9.667 0.458 0.465 0.465 0.872 0.845 0.860 0.972 0.984 0.979 1.094 1.124 1.122
10.000 0.461 0.465 0.464 0.869 0.843 0.858 0.969 0.981 0.977 1.091 1.118 1.122
10.333 0.460 0.463 0.462 0.867 0.842 0.858 0.968 0.979 0.976 1.089 1.117 1.122
10.667 0.459 0.463 0.461 0.866 0.842 0.857 0.967 0.978 0.976 1.087 1.117 1.122
11.000 0.459 0.462 0.461 0.866 0.841 0.857 0.967 0.978 0.975 1.086 1.116 1.121
11.333 0.458 0.462 0.461 0.865 0.842 0.856 0.966 0.978 0.975 1.086 1.116 1.121
11.667 0.458 0.462 0.461 0.866 0.842 0.856 0.966 0.977 0.975 1.085 1.116 1.121
12.000 0.458 0.462 0.461 0.866 0.842 0.856 0.966 0.977 0.975 1.085 1.116 1.121
12.333 0.458 0.462 0.461 0.866 0.842 0.856 0.966 0.977 0.975 1.085 1.116 1.121
12.667 0.458 0.462 0.461 0.866 0.842 0.856 0.966 0.977 0.975 1.085 1.116 1.121
13.000 0.458 0.462 0.461 0.866 0.842 0.856 0.966 0.977 0.974 1.085 1.116 1.121
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TABLA 3. Valores de absorbancia vs tiempo, obtenidos al monitorear la concentracion de DPPH frente al extracto
concentrado al vacio a diferentes concentraciones.

La cantidad de gramos de sélidos esta dada por cada 1000 mg de DPPH

Tiempo(min|

5400 mg sdlidos

3780 mg soélidos

3420 mg sélidos

3060 mg soélidos

0.000
0.333
0.667
1.000
1.333
1.667
2.000
2.333
2.667
3.000
3.333
3.667
4.000
4.333
4.667
5.000
5.333
5.667
6.000
6.333
6.667
7.000
7.333
7.667
8.000
8.333
8.667
9.000
9.333
9.667
10.000
10.333
10.667
11.000
11.333
11.667
12.000
12.333
12.667
13.000

1.809
1.254
1.186
1.144
1.113
1.087
1.064
1.043
1.022
1.005
0.986
0.969
0.953
0.938
0.924
0.910
0.897
0.884
0.873
0.860
0.851
0.839
0.829
0.820
0.812
0.801
0.793
0.783
0.776
0.773
0.772
0.772
0.772
0.771
0.772
0.772
0.772
0.772
0.772
0.772

1.808
1.263
1.195
1.153
1.122
1.096
1.073
1.052
1.031
1.014
0.995
0.978
0.961
0.944
0.930
0.916
0.903
0.890
0.879
0.866
0.857
0.845
0.835
0.826
0.818
0.807
0.799
0.789
0.782
0.779
0.775
0.773
0.772
0.771
0.771
0.771
0.771
0.771
0.771
0.771

1.810
1.270
1.202
1.160
1.129
1.099
1.076
1.055
1.034
1.017
0.998
0.981
0.964
0.947
0.933
0.919
0.906
0.893
0.882
0.869
0.860
0.855
0.845
0.836
0.828
0.817
0.809
0.799
0.792
0.789
0.787
0.785
0.784
0.784
0.783
0.783
0.783
0.783
0.783
0.783

1.799
1.355
1.322
1.283
1.250
1.223
1.204
1.187
1.168
1.153
1.128
1.113
1.099
1.079
1.067
1.053
1.042
1.030
1.020
1.011
0.999
0.991
0.983
0.973
0.965
0.957
0.951
0.945
0.938
0.932
0.932
0.932
0.932
0.932
0.932
0.932
0.932
0.932
0.932
0.932

1.798
1.359
1.315
1.282
1.255
1.236
1.209
1.190
1.173
1.154
1.139
1.123
1.108
1.094
1.079
1.067
1.053
1.042
1.031
1.021
1.012
1.000
0.992
0.984
0.974
0.966
0.959
0.953
0.947
0.940
0.938
0.937
0.937
0.936
0.936
0.936
0.936
0.936
0.936
0.936

1.798
1.345
1.306
1.271
1.242
1.215
1.196
1.173
1.154
1.139
1.123
1.108
1.094
1.079
1.061
1.047
1.036
1.025
1.015
1.006
0.994
0.986
0.978
0.968
0.960
0.953
0.947
0.941
0.934
0.928
0.928
0.928
0.928
0.927
0.927
0.927
0.927
0.927
0.927
0.927

1.810
1.384
1.328
1.304
1.281
1.255
1.234
1.215
1.200
1.181
1.164
1.152
1.140
1.128
1.123
1.106
1.098
1.087
1.079
1.073
1.061
1.055
1.045
1.038
1.031
1.021
1.014
1.008
1.003
0.996
0.993
0.991
0.990
0.990
0.989
0.989
0.989
0.989
0.989
0.989

1.809
1.383
1.327
1.304
1.281
1.255
1.234
1.215
1.200
1.185
1.169
1.157
1.145
1.133
1.128
1.111
1.103
1.092
1.084
1.078
1.065
1.059
1.049
1.042
1.035
1.025
1.018
1.012
1.007
1.000
0.996
0.994
0.992
0.991
0.990
0.990
0.990
0.990
0.990
0.990

1.807
1.381
1.325
1.303
1.284
1.258
1.237
1.218
1.203
1.188
1.172
1.161
1.149
1.137
1.132
1.115
1.107
1.096
1.087
1.081
1.068
1.062
1.052
1.045
1.038
1.028
1.021
1.015
1.010
1.003
0.999
0.997
0.995
0.994
0.993
0.993
0.993
0.993
0.993
0.993

1.800
1.468
1.432
1.411
1.394
1.379
1.362
1.350
1.346
1.337
1.323
1.318
1.308
1.296
1.279
1.273
1.266
1.262
1.256
1.251
1.242
1.236
1.230
1.223
1.218
1.213
1.209
1.202
1.198
1.192
1.190
1.188
1.187
1.185
1.185
1.185
1.186
1.185
1.185
1.185

1.810
1.478
1.442
1.421
1.404
1.389
1.374
1.362
1.358
1.349
1.335
1.330
1.320
1.308
1.291
1.285
1.279
1.275
1.269
1.264
1.255
1.249
1.243
1.236
1.231
1.225
1.221
1.214
1.210
1.204
1.202
1.200
1.199
1.197
1.197
1.196
1.196
1.196
1.196
1.196

1.808
1.476
1.440
1.419
1.400
1.385
1.370
1.358
1.354
1.345
1.331
1.326
1.316
1.302
1.285
1.279
1.273
1.269
1.263
1.258
1.249
1.245
1.239
1.232
1.227
1.221
1.217
1.210
1.206
1.200
1.198
1.197
1.197
1.196
1.197
1.197
1.197
1.197
1.197
1.197
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TABLA 4. Valores de absorbancia vs tiempo, obtenidos al monitorear la concentracion de DPPH frente al extracto

concentrado por horno a diferentes concentraciones.

La cantidad de gramos de sdélidos esta dada por cada 1000 mg de DPPH

Tiempo(min)

18000 mg soélidos

10800 mg soélidos

7200 mg sélidos

3600 mg soélidos

0.000
0.333
0.667
1.000
1.333
1.667
2.000
2.333
2.667
3.000
3.333
3.667
4.000
4.333
4.667
5.000
5.333
5.667
6.000
6.333
6.667
7.000
7.333
7.667
8.000
8.333
8.667
9.000
9.333
9.667
10.000
10.333
10.667
11.000
11.333
11.667
12.000
12.333
12.667
13.000

1.799
1.328
1.182
1.093
1.033
0.990
0.953
0.914
0.894
0.870
0.850
0.830
0.817
0.796
0.781
0.769
0.757
0.743
0.732
0.720
0.709
0.699
0.695
0.687
0.682
0.671
0.660
0.656
0.646
0.643
0.635
0.628
0.622
0.616
0.611
0.608
0.607
0.606
0.606
0.606

1.798
1.325
1.179
1.093
1.033
0.992
0.955
0.918
0.898
0.874
0.854
0.834
0.821
0.800
0.785
0.773
0.761
0.747
0.736
0.724
0.713
0.703
0.699
0.691
0.686
0.675
0.664
0.660
0.650
0.647
0.639
0.633
0.627
0.623
0.619
0.616
0.615
0.614
0.613
0.613

1.798
1.323
1.178
1.089
1.019
0.976
0.937
0.900
0.880
0.855
0.835
0.795
0.783
0.762
0.747
0.735
0.722
0.708
0.697
0.685
0.673
0.663
0.659
0.652
0.647
0.636
0.626
0.622
0.602
0.599
0.591
0.585
0.580
0.576
0.573
0.571
0.570
0.570
0.570
0.570

1.783
1.513
1.367
1.278
1.218
1.175
1.138
1.099
1.079
1.055
1.035
1.015
1.002
0.981
0.966
0.954
0.942
0.928
0.917
0.905
0.894
0.884
0.880
0.872
0.866
0.857
0.846
0.842
0.832
0.829
0.821
0.815
0.810
0.806
0.802
0.799
0.798
0.797
0.797
0.797

1.782
1.509
1.363
1.277
1.217
1.176
1.139
1.102
1.082
1.058
1.038
1.018
1.005
0.984
0.969
0.957
0.945
0.931
0.920
0.908
0.897
0.887
0.883
0.875
0.870
0.859
0.848
0.844
0.834
0.831
0.823
0.817
0.811
0.808
0.804
0.801
0.800
0.799
0.799
0.799

1.785
1.514
1.368
1.282
1.222
1.181
1.144
1.107
1.087
1.063
1.043
1.023
1.010
0.989
0.974
0.962
0.950
0.936
0.925
0.913
0.902
0.892
0.888
0.880
0.875
0.864
0.853
0.849
0.839
0.836
0.828
0.821
0.815
0.810
0.806
0.805
0.804
0.804
0.804
0.804

1.801
1.489
1.376
1.312
1.262
1.225
1.194
1.168
1.145
1.127
1.109
1.094
1.078
1.065
1.052
1.040
1.028
1.016
1.007
0.998
0.989
0.979
0.971
0.962
0.955
0.947
0.941
0.934
0.928
0.922
0.916
0.913
0.910
0.908
0.906
0.905
0.904
0.904
0.904
0.904

1.798
1.479
1.369
1.303
1.260
1.222
1.190
1.166
1.144
1.125
1.107
1.094
1.077
1.064
1.052
1.041
1.030
1.025
1.014
1.002
0.991
0.983
0.975
0.968
0.958
0.953
0.946
0.939
0.934
0.929
0.924
0.919
0.915
0.912
0.910
0.909
0.909
0.909
0.909
0.909

1.792
1.471
1.361
1.297
1.253
1.217
1.186
1.160
1.140
1.122
1.106
1.092
1.078
1.066
1.054
1.043
1.033
1.031
1.021
1.008
0.999
0.990
0.982
0.975
0.967
0.960
0.953
0.947
0.939
0.934
0.927
0.922
0.917
0.915
0.913
0.911
0.910
0.910
0.910
0.910

1.799
1.575
1.518
1.475
1.450
1.430
1.403
1.401
1.389
1.377
1.367
1.358
1.348
1.338
1.330
1.324
1.318
1.311
1.305
1.299
1.292
1.286
1.281
1.275
1.271
1.267
1.264
1.260
1.257
1.253
1.249
1.245
1.242
1.239
1.237
1.236
1.236
1.235
1.235
1.235

1.799
1.578
1.522
1.487
1.462
1.442
1.415
1.413
1.401
1.389
1.379
1.370
1.360
1.350
1.342
1.336
1.330
1.323
1.317
1.311
1.304
1.298
1.293
1.287
1.283
1.279
1.276
1.272
1.269
1.265
1.261
1.257
1.253
1.250
1.247
1.245
1.244
1.244
1.244
1.244

1.797
1.580
1.526
1.491
1.465
1.445
1.418
1.415
1.403
1.391
1.371
1.362
1.352
1.341
1.333
1.327
1.321
1.314
1.308
1.301
1.294
1.288
1.283
1.277
1.272
1.268
1.265
1.261
1.258
1.254
1.250
1.246
1.242
1.239
1.236
1.234
1.235
1.235
1.235
1.235
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TABLA 5. Datos de eficiencia antioxidante

Parametros para el calculo de la eficiencia antioxidante con sus réplicas

ECs Tecso EA
LE 2916.55 11.30 3.03426E-05
2904.01 11.80 2.91823E-05
2887.08 12.30 2.81602E-05
3531.48 10.30 2.74920E-05
FD 3383.42 10.30 2.86950E-05
3384.26 9.70 3.04625E-05
3997.20 10.00 2.50175E-05
VE 4005.72 10.30 2.42372E-05
3937.50 9.90 2.56534E-05
7843.66 12.90 9.88306E-06
co 8160.46 12.30 9.96277E-06
8366.29 11.30 1.05776E-05

TABLA 6. Contenido de vitamina C obtenidos por HPLC

Contenido de vitamina C en los diferentes extractos
LE FD VE co
59.29 51.12 45.19 22.79
59.03 48.98 45.29 23.71
58.69 48.99 44.52 24.31
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TABLA 7. Datos cinéticos de la reaccion entre DPPH y antioxidantes contenidos en el extracto de Moringa para la

determinacion de la constante de velocidad k2

Tiempo (s)

Concentraciones expresadas en mg/mL

0.2300 0.1370 0.0920 0.0462

0 1.792 1.791 1.791 1.801 1.802 1.801 1.801 1.800 1.801 1.805 1.804 1.806
30 1.005 1.006 1.004 1.203 1.202 1.201 1.384 1.385 1.383 1.678 1.679 1.678
60 0.76 0.761 1.758 0.944 0.945 0.943 1.172 1171 1.172 1.602 1.601 1.601
90 0.653 0.652 0.65 0.813 0.814 0.812 1.060 1.059 1.058 1.555 1.553 1.556
120 0.613 0.614 0.612 0.736 0.735 0.736 0.981 0.983 0.984 1.515 1.514 1.516
150 0.587 0.586 0.588 0.687 0.686 0.688 0.925 0.924 0.925 1.487 1.489 1.488
180 0.578 0.577 0.577 0.653 0.651 0.654 0.880 0.880 0.879 1.478 1.475 1.480
210 0.571 0.57 0.571 0.629 0.630 0.628 0.843 0.842 0.844 1.451 1.450 1.449
240 0.566 0.564 0.565 0.614 0.613 0.614 0.811 0.813 0.810 1.435 1.434 1.433
270 0.562 0.563 0.561 0.599 0.600 0.598 0.772 0.771 0.774 1.424 1.425 1.424
300 0.561 0.558 0.56 0.590 0.589 0.590 0.758 0.758 0.759 1.408 1.407 1.406
330 0.557 0.558 0.557 0.582 0.581 0.583 0.744 0.743 0.740 1.394 1.393 1.395
360 0.556 0.555 0.556 0.576 0.576 0.577 0.722 0.722 0.720 1.378 1.378 1.377
390 0.553 0.553 0.554 0.584 0.584 0.585 0.702 0.703 0.701 1.368 1.366 1.367
420 0.552 0.552 0.552 0.575 0.576 0.575 0.687 0.685 0.686 1.355 1.356 1.356
450 0.551 0.55 0.551 0.570 0.569 0.570 0.672 0.673 0.671 1.335 1.333 1.334
480 0.549 0.548 0.548 0.563 0.562 0.564 0.659 0.661 0.662 1.331 1.332 1.332
510 0.547 0.548 0.548 0.558 0.560 0.560 0.648 0.649 0.651 1.318 1.319 1.319
540 0.548 0.547 0.547 0.555 0.554 0.557 0.636 0.636 0.637 1.300 1.299 1.299
570 0.548 0.547 0.548 0.553 0.552 0.551 0.626 0.626 0.627 1.295 1.295 1.295
600 0.548 0.547 0.547 0.550 0.550 0.549 0.617 0.616 0.615 1.283 1.283 1.284
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Apéndice 3

Equipos usados en los experimentos
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Equipo usado en la lixiviacion

= Shaking water bath

Equipos usados en el secado
= Horno o secador de bandejas.
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= Liofilizador.

= Sistema de secado al vacio usando rotavapor
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Equipos usados para la realizacion de los anlisis.

= Espectrofotdmetro UV

= Sjstema HPLC.
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Apéndice 4

Fotos de experimentos
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Pesado de las hojas Lixiviacion de las hojas

Extracto de las hojas después del lixiviado Destilacion del alcohol antes del liofilizado
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Pesado del DPPH DPPH concentrado a 0.025 g/l

Cambio de color de la solucion de DPPH debido a la reaccion de reduccion al entrar en
contacto con un antioxidante (Vitamina C).
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Extracto liofilizado
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