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RESUMEN

La presente de investigacion tuvo como objetivo, evaluar la influencia de pulpa
liofilizada de pitahaya (Hylocereus undatus), y lactosuero dulce sobre las
caracteristicas fisicoquimicas y funcionales de una bebida lactea fermentada. Se
aplicaron dos concentraciones de lactosuero dulce (55 y 60 %) y tres porcentajes
de pitahaya liofilizada (1, 1,5y 2 %); se obtuvieron seis tratamientos con unidades
experimentales de 2Kg y fueron replicados por tres, a las bebidas formuladas se
les efectué analisis fisicoquimicos (pH, acidez, sélidos solubles totales y
viscosidad), fenoles totales (Folin-Ciocalteu) y actividad antioxidante (método
ABTS) a los 0 y 15 dias de su elaboracion, al final del almacenamiento se evalud
la aceptabilidad con 50 panelistas no entrenados, aplicando la prueba de
Friedman; estos parametros se procesaron mediante el programa libre SPSS
version 21. La pulpa liofilizada de pitahaya al 2 % demostro influencia positiva al
mejorar las caracteristicas fisicoquimicas en la bebida, el lactosuero dulce no
modificO las caracteristicas a excepciéon de los soélidos solubles; se pudo
evidenciar que la bebida con 2 % de pitahaya liofilizada presentdé el mayor
contenido de fenoles y mejor actividad antioxidantes, ademas de la minima
pérdida de estas propiedades en el transcurso del tiempo debido a la liofilizacion
de la fruta; la bebida demostrd tener una aceptacién adecuada entre los jueces no

entrenados y cumplir con los requisitos fisicoquimicos de la NTE INEN 2337:2008.

PALABRAS CLAVE

Pitahaya liofilizada, lactosuero, fenoles totales, capacidad antioxidante.
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ABSTRACT

The present research aimed to evaluate the influence of freeze-dried pitahaya pulp
(Hylocereus undatus), and sweet whey on the physicochemical and functional
characteristics of a fermented milk drink. Two concentrations of sweet whey (55
and 60%) and three percentages of lyophilized pitahaya (1, 1.5 and 2%) were
applied; six treatments were obtained with experimental units of 2Kg and they were
replicated by three, the formulated drinks underwent physicochemical analyzes
(pH, acidity, total soluble solids and viscosity), total phenols (Folin-Ciocalteu) and
antioxidant activity (ABTS method) at 0 and 15 days after preparation, at the end of
storage, acceptability was evaluated with 50 untrained panelists, applying the
Friedman test; these parameters were processed using the free program SPSS
version 21. The freeze-dried pitahaya pulp at 2% showed a positive influence by
improving the physicochemical characteristics of the drink, the sweet whey did not
modify the characteristics except for the soluble solids; It was possible to show that
the drink with 2% lyophilized pitahaya presented the highest content of phenols
and the best antioxidant activity, in addition to the minimal loss of these properties
over time due to the freeze-drying of the fruit; the drink proved to have adequate
acceptance among untrained judges and to meet the physicochemical
requirements of the NTE INEN 2337: 2008.

KEY WORDS

Lyophilized  Pitahaya, @ whey, total phenols, antioxidant capacity.
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CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

La alimentacion humana, determina la salud, el crecimiento y el desarrollo de las
personas, esta debe contener una cantidad suficiente de los nutrientes para
obtener la mayoria de las necesidades fisiologicas. La relacidén existente entre la
alimentacion, mantenimiento de la salud y el incremento de enfermedades ha
reunido una numerosa evidencia cientifica en los ultimos afios. Muchas de las
causas actuales de mortalidad estan relacionadas a factores de riesgo evitables
como alimentacion desequilibrada, obesidad, sedentarismo, tabaquismo y alcohol
(Calanas y Bellido, 2006).

Mediante la busqueda de materias primas que brinden propiedades favorables a
los alimentos, es evidente el desaprovechamiento de algunas que se encuentran
en grandes cantidades, como en el caso del lactosuero, principal subproducto
liquido de la queseria obtenido mayoritariamente después de la precipitacion de la
caseina en el proceso de elaboracion del queso, conteniendo principalmente
lactosa (95 %), proteinas (25 %) y grasas (8 %), ademas de minerales y vitaminas,

todas sustancias de importante valor nutritivo (Parra y Adolfo, 2009).

Ecuador tiene una produccion diaria de leche de 5,3 millones de litros diarios
(Bermeo y Salvatierra, 2018) de la cual destina 1,2 millones de litros diarios para la
produccion formal de queso, ya que también se hace artesanalmente. Eso genera
900000 litros de lactosuero diariamente como subproducto, pero solamente 90 000
litros se estan usando la industria lactea (EI Comercio, 2018) generando
cantidades considerables de desechos sin un aprovechamiento.

Segun el articulo 74 del Cédigo Integral Penal del Ecuador se prohibe la mezcla
de suero de leche liquido con leche pura para la elaboracion de la denominada
bebida lactea, permitiendo Unicamente la comercializacion de lactosuero en polvo

(Metro Ecuador, 2019). Contradictoriamente, Ecuador importa productos



elaborados a base lactosuero, desaprovechandose la oportunidad de industrializar

el suero de leche producido localmente (Teréan, 2019).

Contrariamente al elevado valor nutricional del suero de leche, este subproducto
industrial tradicionalmente es empleado en actividades de bajo aprovechamiento
como fertilizantes, alimento de animales de granja o simplemente desechado
(Pérez, Soazo, David, Rubiolo, y Verdini, 2012), y ademas su vertido en las aguas
residuales de la industria provoca graves problemas de contaminacién ambiental

(Acevedo, Jaimes y Espitia, 2015).

Las proteinas y lactosa se transforman en contaminantes cuando el lactosuero es
vertido al medio ambiente, a causa de que la carga de materia organica que
contiene presenta las condiciones en la cual los microorganismos proliferan,
originando alteraciones relevantes en la demanda bioquimica de oxigeno del
agua, ademas de que la cantidad de acido lactico, genera cambios significativos

en los procesos biolégicos (Brito, Santillan, Arteaga, Ramos y Rincon, 2015).

En el Ecuador el cultivo de la pitahaya es baja y sectorizada, sobre todo el
desconocimiento de sus aplicaciones industriales considerando su uso en bebidas
o incluso en la combinacién con componentes lacteos que resaltarian el sabor
(Huachi, et al., 2014). En la elaboracion de jugos, néctares, bebidas y yogures, es
necesario encontrar la mezcla 6ptima de ingredientes que permita generar un
nuevo producto cuya formulacién ofrezca caracteristicas de producto funcional con
alto valor nutricional, en las que se mantengan propiedades organolépticas de

aroma y sabor deseables (Salamanca, Osorio y Montoya, 2010).

La adicion de pulpas con alta actividad de agua reduce la vida util de las bebidas
funcionales, ademas la deshidratacion convencional por calor de algunas frutas es
dificultosa al ser sensibles a temperaturas elevadas deteriorando sus propiedades

sensoriales y nutricionales (Orjuela, 2017).

Con base a los antecedentes en consecuencia, se reporta en la literatura la

utilizacion del suero en la elaboracion de productos con valor agregado y también



la incorporacién de pulpas; sin embargo no se ha estudiado aun la incorporacion
de pulpa de pitahaya liofilizada y su influencia en las propiedades de una bebida
fermentada; por tal motivo de las problematicas expuestas se plantea la siguiente

pregunta cientifica.

¢, Como influyen los porcentajes de pulpa de pitahaya roja liofilizada y lactosuero
en las caracteristicas fisicoquimicas, antioxidantes y sensoriales de una bebida

funcional fermentada?

1.2. JUSTIFICACION

Actualmente la pitahaya es una planta ampliamente utilizada en la medicina
tradicional, que contiene varios constituyentes bioactivos de interés nutricional,
fuentes de actividad antioxidante y con efectos benéficos para la salud; en este
sentido la pitahaya puede de ser considerada una “superfruta por sus bondades

mencionadas” (Flores, 2016; Garcia 2013).

Los estudios relacionados con la pitahaya demuestran el creciente interés por
aprovechar sus beneficios; ademas, la variedad de cascara roja y pulpa de color
blanca (Hylocereus undatus) demuestra contener una cantidad apreciable de

fenoles y actividad antioxidante (Ochoa et al., 2012).

El creciente interés del estudio de compuestos antioxidantes naturales, se ha visto
acompafado por un aumento de la demanda de alimentos funcionales
nutracéuticos (Sanchez, Sepulveda y Rojano, 2013). Existe evidencia cientifica
gue varias frutas tropicales como: curuba, mango, lulo, maracuya, tomate de
arbol, guayaba, melén, pifia (Botero et al., 2007) e incluso frutas menos comunes
como: la pitahaya, uchuva y mangostino (Daza, Murillo y Mendez, 2014),

contienen cantidades significativas de compuestos antioxidantes.

Histéricamente, el suero dulce ha sido considerado un desecho por los fabricantes
de quesos, este subproducto lacteo también representa una excelente fuente de

proteinas y péptidos funcionales, lipidos, vitaminas, minerales y lactosa. Son estos



ultimos componentes del suero, especialmente las proteinas y los péptidos, y sus
propiedades las que han ayudado a transformar el suero de un material de
desecho que a menudo se ha evitado, en una valiosa amalgama lactea que
contiene una multitud de componentes disponibles para la explotacion en la
industria agroalimentaria, biotecnologia, medicina y mercados relacionados
(Sienkiewicz, 1990).

Los componentes del suero, particularmente las proteinas y péptidos, se
prefirieren cada vez mas como ingredientes para alimentos funcionales como las
bebidas fermentadas y nutracéuticos, y como agentes medicinales activos,
construidos sobre la fuerte tendencia del consumidor para la salud y el bienestar
(Smithers, 2008).

Si al lactosuero se le da un uso sostenible que aproveche sus cualidades, se
lograria disminuir su impacto contaminante para que sea mMAas provechoso,
generando asi mayores beneficios para el ambiente. Por lo tanto es necesaria la
busqueda de alternativas para disminuir el impacto causado por este tipo de
residuo, la cual busca el aprovechamiento de desechos agroindustriales como
materia prima para que microrganismos seleccionados sinteticen y posteriormente
se logre la obtencion de productos con mayor valor agregado que constituyen una
gran fuente alimenticia de alto valor proteico, que ayuden con el problema de
alimentacion humana, y de igual manera se haria un aporte para minimizar el

problema de contaminacion ambiental (Araujo, Monsalve y Quintero, 2013).

Los potenciales beneficiarios de la presente investigacién son la ESPAM debido a
que este estudio forma parte del proyecto institucional: “Desarrollo de bebidas
lacteas fermentadas con potencial agroindustrial”’, la comunidad cientifica
productores lacteos, estudiantes de carreras afines a ciencias agropecuarias y
agroindustriales, ademas de posibles consumidores que demandan alimentos con

beneficios adicionales para la salud que los alimentos tradicionales.

Por las razones el presente trabajo se enfoca en la evaluacion de las propiedades

de una bebida lactea fermentada con potenciales propiedades funcionales, con la



ventaja de someter la pulpa a la liofilizacion con el fin de mantener
significativamente las propiedades fisicoquimicas, microbioldgicas y antioxidantes;
ademas, la bebidas fueron elaboradas con base a los requisitos establecidos en la
Norma del Codex Alimentarius para leches fermentadas (CODEX STAN 243-
2003), Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO, 2003) y en la Norma Técnica Ecuatoriana para bebidas de leche
fermentada NTE INEN 2608:2012 (INEN, 2012).

1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la influencia de la pitahaya roja (Hylocereus undatus) liofilizada y
lactosuero dulce sobre las propiedades fisicoquimicas, antioxidantes y sensoriales

de una bebida lactea fermentada y funcional.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer porcentajes adecuados de pulpa liofilizada de pitahaya roja y
lactosuero dulce para potenciar las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes

de la bebida funcional fermentada.

e Estimar la aceptabilidad organoléptica de la bebida mediante panel de
catadores no entrenados.

1.4. HIPOTESIS

Los porcentajes de pulpa liofilizada de pitahaya roja y/o lactosuero influyen en las

caracteristicas fisicoquimicas, antioxidantes y sensoriales de una bebida funcional.



CAPITULO II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. BEBIDAS LACTEAS FERMENTADAS

Es un producto lacteo compuesto, de consistencia fluida resultante de la mezcla
de leche fermentada con otros derivados lacteos como el suero de leche,
pudiendo tener ingredientes no lacteos como aromatizantes y cultivos de
microorganismos viables con actividad hasta la fecha de vencimiento del producto
(FAO, 2003; INEN, 2012). La utilizacién de lactosuero destinado a la elaboracion
de bebidas lacteas empez6 en la década de 1970 (Jeli¢i¢, Bozani¢ y Tratnik,
2008).

Las bebidas fermentadas con lactosuero comprenden una gran variedad de
productos elaborados por mezcla de suero dulce, diluido con diversos aditivos
como frutas, aislados de proteinas vegetales, chocolate, entre otros, fermentados
por cultivos de microorganismos probidticos (Morales y Vivas, 2015). La
popularidad de los productos lacteos que contienen bacterias probidticas o
componentes prebidticos para estas bacterias esta intrinsecamente relacionada

con la palatabilidad y los efectos fisiologicos favorables (Yerlikaya, 2014).

2.2. BEBIDAS LACTEAS FERMENTADAS FUNCIONALES

Los consumidores conscientes de sus necesidades, buscan en el mercado
productos funcionales que contribuyan a su salud y bienestar, cuyos componentes
afectan funciones del organismo de manera especifica y positiva, promoviendo un
efecto fisioldgico o psicolégico mas alla de su valor nutritivo tradicional en especial
de aquellos alimentos que ejercen una accion beneficiosa sobre algunos procesos
fisioldgicos y/o reducen el riesgo de padecer una enfermedad. Dicho efecto puede
ser contribuir a la mantencion de la salud y bienestar, a la disminucién del riesgo

de enfermar, o ambas cosas (Olagnero, et al., 2007).

Cabe destacar que la alimentacion de las personas varia en funcion de diversos

aspectos sociales, economicos, culturales y religiosos (Contreras, 1995); de tal



manera, el mercado ofrece una serie de productos: tales como: jugos de fruta,
bebidas de leche, fibras, entre otros para la satisfaccion de las necesidades del
consumidor en lo referente a lo funcional y nutricional (Cortés, Chiralt y Puente,
2005).

Los alimentos funcionales tienen el potencial de promover la salud a través de
mecanismos que no se encuentran en la nutricion convencional, y los efectos se
limitan a promover la salud y el bienestar, maximizando asi las funciones

fisiologicas del individuo en lugar de curar enfermedades (Granato, et al., 2010).

Las bebidas fermentadas ademas de tener propiedades nutricionales poseen
beneficios funcionales que potencien la salud del consumidor, asi mismo de ser
considerados como una ayuda terapéutica sin receta con la ventaja de que

pueden usarse como alimentos convencionales (Shiby y Mishra, 2013).

Los alimentos funcionales que contienen probiéticos son parte de un nuevo nicho
de mercado que busca el reconocimiento, la satisfaccion y la aceptacion del
consumidor, han estado atrayendo el interés de la industria alimentaria por
razones economicas y debido a la evidencia cientifica relacionada con sus
beneficios para la salud (Balthazar, et al., 2017), ademas los consumidores son
mas conscientes de la nutricién y la calidad de los alimentos que comen, lo que
aumenta la demanda de alimentos saludables (Burgain, Gaiani, Linder y Scher,
2011; Rolim, 2015).

En relacién con antecedentes de investigaciones de bebidas lacteas funcionales
con adiciéon de pulpa de pitahaya en Ecuador destaca Guevara (2010) que disefi6
y caracterizé la bebida de manera fisicoquimica, microbiologica, bromatologica y
organolépticamente con porcentajes de pulpa de pitahaya del 5 % al 20 %. No
existen mas bases nacionales de investigaciones similares, lo cual abre la
posibilidad a nuevas indagaciones académicas, sobre todo lo referente a la

cuantificacion antioxidante de la bebida de pitahaya.



Se encuentran investigaciones nacionales de bebidas fermentadas, pero con otras
frutas exoticas, como guanabana (Rodriguez y Hernandez, 2016). En el contexto
internacional destacan bebidas fermentadas con frutas como curuba (Sanchez et
al., 2013), boroj6 (Salamanca et al., 2010), maracuya (De Paula, Martinez y
Nunez, 2014), e incluso con té (Silva et al., 2014).

Adicionalmente, segun investigaciones las pruebas de aceptabilidad de bebidas
fermentadas con probidticos han demostrado tener buenos resultados con las
personas empleadas en los estudios (Londofio, 2008; Sousa, 2013; Gerhardt,
2013).

2.2.1. ENRIQUECIMIENTO DE BEBIDAS LACTEAS FUNCIONALES

Los problemas de malnutricion sobre todo en paises en vias de desarrollo, se
sustentan en la falta de inclusion de nutrientes esenciales en la dieta, por tal razén
es imprescindible el consumo de alimentos de consumo masivo que aporten
mayor calidad nutricional (Astaiza, Ruiz y Elizalde, 2010). La tendencia del
mercado en alimentos ha llevado al desarrollo en la inclusion de suplementos en
productos lacteos que incluyen bacterias probidticas, acidos grasos omega-3,
carbohidratos prebioticos, fuentes de fibra soluble, pulpa de fruta, ademas de
vitaminas y minerales como el calcio, hierro y zinc (Santillan, Menéndez y Vélez,
2014).

En los paises del hemisferio occidental la historia de alimentos funcionales se
remonta a las primeras practicas de fortificacion con vitaminas y minerales, asi
como también a la practica de incluir ciertos componentes en los alimentos
procesados con el objeto de complementar alguna deficiencia de la poblacion. Se
observa una clara preocupacion en la sociedad por la posible relacion entre el
estado de salud personal y la alimentacion que se recibe (Alvidrez, Gonzales y
Jiménez, 2002).

La incorporacion de bebidas lacteas fermentadas en la alimentacion fundamenta

Ssu importancia por sus propiedades nutricionales y funcionales (Ortiz, 2019),



brindando una variedad de posibilidades de ingredientes de origen naturales para
Su enriquecimiento como son las pulpas de frutas (Andia, 2017), concentrados de
frutas (Yumisaca, 2011), pulpas liofilizadas (Castillo, 2014), aloe vera (Rodriguez,
Rodriguez y Hernandez, 2019), harina (Garcia y Pacheco, 2010), extractos
etandlicos de frutas, hojas (Lopez, 2015), flores (Ortega, 2012), cortezas

(Dominguez, 2010) y plantas (Vasquez, 2012).

2.3. PROBIOTICOS

Se definen como microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped. Los
beneficios para la salud se han demostrado principalmente para cepas probiéticas
especificas de los géneros: Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces,
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Bacillus, Escherichia
coli (Fijan, 2014).

Los probidticos son aquellos microorganismos vivos que, al ser agregados como
suplemento en la dieta, afectan en forma beneficiosa al desarrollo de la flora
microbiana en el intestino (Cagigas y Blanco, 2002). Los géneros de Lactobacillus
y Bifidobacterium son los més utilizados como probiéticos, por lo tanto, es posible
gue algunos beneficios de los probidticos surjan de muchas cepas de ciertas
especies bien estudiadas de ambos géneros Organizacion Mundial de
Gastroenterologia (OMG, 2017). Los probioticos son ejemplos exitosos de clases
funcionales de alimentos que promueven la salud y el bienestar en las personas
(Martinez, et al., 2013; Saad, et al., 2013).

La adicibn de componentes probidticos en las bebidas lacteas fermentadas
mejoran la salud del consumidor al aumentar la microbiota benéfica
gastrointestinal, adicionalmente de la prevencion y tratamientos de trastornos
gastrointestinales, tales como trastornos del transito del colon, infecciones
intestinales y cancer de colon (Picard, et al., 2005). Otro beneficio demostrado es

la estimulacion del sistema inmunitario, dado que los organismos probidticos



estimulan la resistencia del huésped a patdgenos microbianos debido a que la
microflora intestinal afecta el sistema inmune, por lo tanto, ayudan en su

erradicacion (Rabia y Nagendra, 2014).

Las bifidobacterias son un grupo importante de cultivos probidticos comunmente
utilizados en productos lacteos fermentados, este género contribuye una parte
importante en la microbiota intestinal humana en humanos sanos. Se considera
gue proporcionan muchos beneficios efectos que incluyen la mejora de la
digestibilidad de la lactosa, anticancerigeno actividad, reduccion del nivel de
colesterol, sintesis de vitaminas B y facilitacion en la absorcion de calcio

(Prasanna, Grandinso y Charalampopoulos, 2014).

Estos microorganismos se caracterizan por ser gram positivas, inmoviles, no
esporulados, anaerdbicos y catalasa negativas, su temperatura Optima de
crecimiento se encuentra entre los 37 y 41°C, su pH ideal de crecimiento esta

entre 6,5y 7,0 y no hay crecimiento bajo 5,0 o sobre 8,0 (Lovera, 2015).

La flora, particularmente las bifidobacterias, asi como algunos lactobacilos
residentes en el intestino, pueden ofrecer resistencia a la colonizacién por otros
microbios potencialmente patdégenos. Asi, la colonizacion con bacterias es
responsable de la maduracion del sistema inmune y la proteccion (Saavedra,
2011).

El cultivo de bacterias probioticas ABY-3 (especies de Bifidobacterium
animalis spp lactis BB-12, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus) es un termdfilo acido lactico que
brinda agradables propiedades organolépticas (Mocanu, et al., 2009) y un alto
recuento de bacterias probioticas en el producto elaborado (Mocanu, et al., 2011).
El Bifidobacterium animalis spp lactis BB-12 es una especie de probidtico
adecuada como microorganismo precursor en la fermentaciéon de bebidas lacteas
funcionales, debido a que ya ha sido demostrado su optimizacién en el proceso

para la obtencion de dicho producto (Cajamarca, 2017).
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2.4. PULPA DE FRUTA

La adicidn de proporciones de frutas en las bebidas lacteas ademas de enriquecer
el alimento nutricionalmente, representa mejoras en las propiedades sensoriales
de la bebida, obteniendo mejor aceptabilidad en la caracteristica del sabor
(Linares, et al., 2014). Ademas, la incorporacién de frutas en las bebidas
funcionales en forma de pulpa le otorga beneficios antioxidantes al producto final
(Morales y Vivas, 2015).

Se ha desarrollado investigaciones con la adicion de pulpas liofilizadas de frutas
en bebidas lacteas como la de polvo organico liofilizado de maqui con porcentajes
de 0,75 % al 1,5 % en su composicion (Martinez y Tinoco, 2018).

2.5. PRODUCTOS Y SUBPRODUCTOS AGROPECUARIOS EN EL
ECUADOR

En la actualidad el pais enfrenta problemas con el desaprovechamiento de la
materia prima agropecuaria, existiendo un uso limitado de la misma, que a su vez
surge por el poco conocimiento que tiene la sociedad en cuanto a la gestion
productiva, lo que ocasiona que los agricultores y productores ganaderos no
tomen iniciativas correctas para la fomentacién del crecimiento industrializado y
asi ser reconocidos internacionalmente con productos terminados de mayor valor
agregado evitando la exportaciéon de la materia prima (Zamora, Montesdeoca,
Alcivar e Hidalgo, 2018).

En Ecuador el 76,25 % de la produccion lechera corresponde a la region Sierra, la
Costa con el 19,66 % y el Oriente con el 4,05 %; teniendo una industrializacion del
43 % de toda su produccion, de los cuales 36 % es destinado a quesos, yogurt y
varios, mientras que el 64 % restante a leche liquida procesada o en polvo (Teran.
2019).

La industria nacional lactea obtendria nuevos productos elaborados al aprovechar

sus subproductos agropecuarios como son sus frutas y suero de leche, que
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mediante las investigaciones (Andia, 2017; Yumisaca, 2011) demuestran la
combinacion de un derivado del lacteo como es el yogurt y de la pitahaya en la
cual sus propiedades antioxidantes, fisicoquimicas y organolépticas son del
agrado de los consumidores, ademas de estar en los parametros establecidos de

las normativas vigentes.

Segun Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC, 2014) el promedio de
consumo de frutas y verduras diario por habitante es 183 gramos, cantidad que
cubre solamente el 45 % de la ingesta recomendada internacionalmente, realidad
que refleja la falta de consumo sobre todo de frutas ricas con propiedades
beneficiosas para el organismo como es el ejemplo de la pitahaya roja (Hylocereus
undatus) que contiene compuestos antioxidantes que protegen de los radicales
libres que son responsables de numerosas enfermedades que provocan
reacciones en cadena (Figueroa, Tamayo, Gonzales, Moreno y Vargas, 2011),
debido a que puede causar alteraciones genéticas, mutaciones, enfermedades

autoinmunes y cancer (Guerra, 2001).

2.5.1. PITAHAYA ROJA (Hylocereus undatus)

Es una fruta carnosa de cactus trepador, originada en los trépicos de América.
Produce un fruto globoso, con forma ovalada, entre 10 a 12 cm de diametro, con
una pigmentacion en la pulpa que va de la gama blanca a la violeta dependiendo
de la especie, posee numerosas semillas dispersas de color negro; la cascara
varia de rojo a rojo-purpura en funcién de la especie (Centurion, Solis, Saucedo,
Baez y Sauri, 2008).

La especie mas representativa de la pitahaya es Hylocereus undatus (con cascara
de color rojo y pulpa blanca) que ha sido cultivada a mayor escala como se puede
ver en la Tabla 1, mientras que las demas especies, como Hylocereus polyrhizus
(con céascara roja y pulpa de color rojo-violeta), Selenicereus megalanthus (con
cascara de color amarillo y pulpa blanca) e Hylocereus costaricensis (con cascara

roja y pulpa de color rojo) se cultivan en menor escala (Esquivel y Araya, 2012).
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Tabla 1. Taxonomia de Hylocereus undatus

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Dicotiledonea/Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae
Subfamilia Cactoideae
Tribu Hylocereeae
Género Hylocereus
Especie Undatus

Fuente: Integrated Taxonomic Information System (2011)

Otro punto de importancia, es el contenido de compuestos fendlicos en la
pitahaya, dado que no solamente estan contenidos en su pulpa sino también en
partes no comestibles como su cascara y semillas en varias Hylocereus spp (Daza
et al., 2014).

Se ha demostrado que es factible la comercializacion de la fruta minimamente
procesada, como también darle un valor agregado para la obtencién de jugos y la
fabricacion de polvos para utilizarlos como colorante natural, la utilizacion de la
cascara para la obtencién de pectina y adicionalmente, las semillas de pitahaya,
por su contenido de acidos grasos insaturados, tienen potencial de uso
alimentario, cosmético o farmacéutico Esquivel y Araya (2012). Asi mismo es
primordial para el estudio la incorporacion de pulpa de pitahaya que contienen
compuestos antioxidantes cuya funcién es la de descomponer los peroxidos o
impedir la formacion de complejos de radicales libres en el organismo (Santillan et
al. 2014).

2.5.2. LACTOSUERO

Es un liquido claro, de color amarillo verdoso translucido, es el subproducto mas
abundante de la industria lactea, resultado de la precipitacién y la remocién de la
caseina durante la elaboracion del queso y la fabricacion de caseina. Es de dificil
aceptacion en el mercado, debido a que sus caracteristicas no lo hacen apto para
su comercializacion directa como suero liquido (Ramirez, 2011). La produccion del

suero de leche es de nueve litros por cada kg de queso producido, por lo que se
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considera que constituye el principal subproducto de la industria quesera

(Fernandez, Martinez, Moran y Gomez, 2016).

Existen dos tipos de sueros dependiendo de su procesamiento, que son el suero
de leche dulce y el acido; el suero dulce es obtenido como subproducto de la
elaboracion de quesos duros, semiduros y ciertos quesos blandos, en los cuéles
es utilizado el cuajo como insumo; el suero acido es obtenido al precipitar la
caseina y formar el cuajo mediante la adicion de &cido lactico (Motta y Mosquera,
2015).

El lactosuero utilizado en la presente investigacion posee un alto valor nutricional,
pero mayoritariamente es desechado o utilizado generalmente como alimento para
animales de granja o abono, causando problemas de contaminacion en rios y

suelos.

El suero es un producto rico en nutrientes; 1000 litros de suero contienen mas de
9 kg de proteina de alto valor bioldgico, 50 kg de lactosa y 3 kg de grasa de leche.
Esto equivale a los requerimientos diarios de proteina de cerca de 130 personas y

los requerimientos diarios de energia de mas de 100 personas (Ramirez, 2015).

Con base a otras investigaciones como las realizadas por Sepulveda, Flores y
Pefia, (2002); Vega (2012) que establecieron porcentajes en bebidas funcionales
de lactosuero/leche del 50 %:50 % al 60 %:40 %, se tomaron como referencia

para esta investigacion.

Acerca de lo antes mencionado es posible aprovechar la alta cantidad de
nutrientes y aminoacidos presentes en el suero de leche, para transformar este
subproducto indeseable en un componente en la fabricacibn de una variedad
productos apetecibles y demandados por los consumidores entre los cuales
podemos citar: bebidas funcionales fermentadas (Miranda et al., 2014), bebida
energizante (Brito et al, 2015), productos de panaderia, postres, confiteria

(Hernandez y Vélez, 2014), helados de crema (Rodriguez y Boumba, 2011),
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suplementos proteicos (Kochi, Pretell y Ynouye, 2017), entre otros productos con

exitosa aceptacion en el mercado.

2.6. LIOFILIZACION

Existen obstaculos para la conservacion de alimentos frescos y procesados,
debido a la cantidad de agua que contienen, este es un problema que puede
resolverse mediante el uso de técnicas de conservacion, como la deshidratacion
(Oliveira, Figueirédo y Melo, 2006). El secado de alimentos es a menudo un
proceso indispensable para controlar y mantener la calidad de estos productos, su
objetivo principal es reducir la actividad del agua y el contenido de humedad a
ciertos niveles, ya que estas propiedades son factores clave para la calidad
(Oliveira, et al., 2010).

Los alimentos se secan para alargar su vida util, reducir su peso de transporte y
mejorar su enfoque sensorial, a medida que la actividad del agua se reduce
mediante el secado, la estabilidad microbiolégica se extiende, como consecuencia,
es posible distribuir los productos y almacenarlos durante mucho tiempo (Palzer,

Dubois y Gianfrancesco, 2010).

Una de las técnicas de secado disponibles es la liofilizacion, que consiste en un
proceso de deshidratacion en el que el agua del alimento es congelada y
eliminada cambiando directamente del estado sdlido a gaseoso (sublimacion) en
condiciones de baja temperatura y presiones menores a 4,58 mmg; disminuyendo

asi la pérdida del valor organoléptico y nutricional del alimento (Leynard, 2013).

En el secado por liofilizacion se diferencian tres fases: La fase conductiva donde la
velocidad de sublimacion crece rapidamente, la fase difusiva 1 donde empieza a
decrecer la velocidad de sublimaciéon por la formacion de una capa porosa en el
alimento y la fase difusiva 2 donde la velocidad de sublimacion sigue decreciendo,
pero es donde se retira el agua ligada al alimento (Orrego, 2008)
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La liofilizacion es un proceso que ha demostrado su validez en la pitahaya
Hylocereus undatus (Molina et al., 2014) conservando sus propiedades
nutriconales. Pasquel (2016) comparo distintos métodos de deshidratacion en la
especie de pitahaya Selenicereus megalanthus, denotando a la liofilizacién con

una mayor eficiencia que la osmosis.

La pitahaya posee un tipo de pulpa adecuada para el proceso de liofilizacion,
debido a que reduce su actividad de agua a 0,4; adicionalmente permitiendo una
rehidratacién muy similar a su contenido inicial de humedad, caracteristicas que le
brindan un interesante uso como pulpa liofilizada (Ayala, Serna y Mosquera,
2010).

Al contrastar con otras frutas, como fresa (Moraga, Martinez y Chiralt, 2004) Kiwi
(Moraga, et al., 2006) y pifia (Gabas. 2007), la pitahaya demostr6 una menor
capacidad de adherencia al agua, evidencidndose en una actividad de agua mas
baja, debido a la presencia de hidratos de carbono de alto peso molecular

(Mosquera, (Moraga y Martinez. 2010).

2.7. ANTIOXIDANTES

Un radical libre es un atomo o molécula que tiene un electrén desapareado en su
orbital exterior, haciéndolo inestable y muy reactivo, resultando en la induccion de
dafio celular, en un proceso llamado estrés oxidativo (Calderon, Torres y Pretel,
2020); este estado es causante de enfermedades degenerativas como el cancer,
diabetes, envejecimiento prematuro, ateroesclerosis, entre otras (Guija, et al.,
2018).

Los compuestos antioxidantes inhiben las reacciones oxidativas de los
perjudiciales radicales libres (Nathan y Cunningham, 2013) asociados a
enfermedades degenerativas (Llacuna y Mach, 2012), ademas estudios han
demostrado la relacion entre la ingesta de frutas ricas en compuestos
antioxidantes y la disminucion de sufrir diversas patologias (Araya, Clavijo y
Herrera, 2006).
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Los antioxidantes pueden ser clasificados segun su naturaleza quimica: en
antioxidantes enzimaticos como la catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPXx)
(Long, et al., 2017); en antioxidantes no enzimaticos metabdlicos como la enzima
Q10, L-arginina, y los antioxidantes no enzimaticos exdgenos obtenidos de los
nutrientes como la vitamina E, flavonoides, polifenoles, carotenoides (Sen vy
Chakraborty, 2011).

Uno de los principales cambios que se producen durante el procesamiento,
distribucion y preparacion final de la comida es la oxidacion, que se inicia con la
oxidacion de los lipidos en una reaccién en cadena dando cambios que afectan su
calidad nutricional, salubridad, seguridad, color, sabor y textura. Los antioxidantes
pueden interferir con el proceso de oxidacion al reaccionar con los radicales libres
y también al actuar como captadores de oxigeno (Shahidi, Janitha y Wanasundaa,
1992) conservando el alimento y prolongando su vida util (Gutteridge y Halliwell,
2018).

2.8. COMPUESTOS FENOLICOS

Existe una variedad de moléculas presentes en las frutas y verduras que reducen
el estrés oxidativo, evitando de los efectos dafinos de los radicales libres
(Calderon, et al., 2020) al ingerir frutas exéticas como la pitahaya (Balois, et al.,
2007), los aradndanos (Karelovic, 2012) ricos en flavonoides, vitamina C,
carotenoides y una amplia variedad de polifenoles, a los que se les ha demostrado
propiedades antioxidantes (Szeto, Chu y Benzie, 2006). Los compuestos fendlicos
son los principales antioxidantes que pueden contribuir directamente a la
capacidad antioxidante de ciertos alimentos como los cereales y frutas (Van Hung,
2016).

Los polifenoles son una clase de fitoquimicos activos que comprenden diversos
compuestos reportados en la literatura como son acidos hidroxibenzoicos, acidos
hidroxicindmicos, flavonoides (antocianinas como pelargonidina, delfinidina,
cianidina junto con sus derivados y antoxantinas como catequina, epicatequina y

guercetina), taninos (elagitaninos y derivados del 4cido elagico como punicalagina,
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punicalina y pedunculagina) y acidos fendlicos (acido clorogénico, cafeico,
siringico, sinapico, pcumarico, ferulico, elagico, galico y cinamico) vy

proantocianidinas (Singh, 2018; Xiang, et al., 2019)

Los antioxidantes fendlicos funcionan como terminadores de radicales libres y, a
veces, también como quelantes de metales en los alimentos. Los compuestos
fendlicos y algunos de sus derivados son muy eficaces para prevenir la
autooxidacion de productos comestibles (Shahidi, et al.,, 1992), ademas las
ingestas a largo plazo de los componentes fendlicos estan relacionadas con una
menor probabilidad de desarrollar enfermedades cronicas, otorgando beneficios
para la salud (Garcia, Salinas y Valle, 2012; Tewari, et al., 2018; Yeung, et al.,
2019).
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CAPITULO lIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

El desarrollo del trabajo de titulacion relacionado a la elaboracion de la bebida
lactea fermentada se realiz6 en el taller de lacteos de la Carrera de Agroindustria
de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi, ubicado en la ciudad
de Calceta en el centro norte de la provincia de Manabi, con coordenadas
geograficas de Latitud 49°35.25°S y Longitud de 80°11°10.54'"W (GeoHack, 2019).

Los analisis de fenoles totales y actividad antioxidante fueron desarrollados en el
laboratorio de alimentos de la Facultad de Agronomia de la Universidad Laica Eloy
Alfaro de Manabi, ubicado en la ciudad de Manta en el suroeste de la provincia de
Manabi con coordenadas geogréficas de Latitud 57°9.86°S y Longitud de
80°44°42.64°W (GeoHack, 2019).

3.2. DURACION

La presente investigacion se desarroll6 en el lapso de seis meses.

3.3. FACTORES EN ESTUDIO

e Factor A: Porcentajes de pulpa liofilizada de pitahaya roja (P).
e Factor B: Porcentajes de lactosuero dulce (L).

3.4. NIVELES DE LOS FACTORES

Se consideraron tres porcentajes de pulpa liofilizada de pitahaya roja al:1, a2: 1,5

y a3: 2 %. Para el de lactosuero dulce en proporciones de 55 y 60 %.



3.5. TRATAMIENTOS

Los tratamientos a desarrollarse estan descritos en la Tabla 2.

Tabla 2. Detalle de los tratamientos

TRATAMIENTOS CODIGOS DESCRIPCION
% de Pitahaya % de lactosuero
T1 a1b1 1 55
12 alb2 1 60
T3 a2b1 15 55
T4 a2b2 15 60
5 a3b1 2 55
T6 a3b2 2 60

Fuente: Elaboracién propia

3.6. DISENO EXPERIMENTAL

Para la evaluaciéon de los resultados de las caracteristicas fisicoquimicas,
antioxidantes y sensoriales de la bebida funcional se utilizd un arreglo factorial
AxB en un disefio con tres niveles para los porcentajes de pulpa de pitahaya
liofilizada y dos niveles para los porcentajes de lactosuero, con tres repeticiones.

3.7. UNIDAD EXPERIMENTAL

Cada unidad experimental constd de 2 kg de formulacion, se efectuaron seis

tratamientos con tres réplicas, totalizando 18 unidades experimentales (Tabla 3).

Tabla 3. Formulaciones de los tratamientos

Tratamientos Ingredientes (%)
Leche semidescremada  Lactosuero  Pitahaya Sacarosa Fermento  Gelatina sin sabor
T1 34,68 55 1 9 0,02 0,3
T2 29,68 60 1 9 0,02 0,3
T3 34,18 55 15 9 0,02 0,3
T4 29,18 60 1,5 9 0,02 0,3
T5 33,68 55 2 9 0,02 0,3
T6 28,68 60 2 9 0,02 0,3

Fuente: Elaboracion propia
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3.8. MANEJO DEL EXPERIMENTO

A continuacion, se detalla el proceso de elaboracion de la bebida funcional
fermentada que se realiz6 en la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de
Manabi del canton Bolivar, que se muestra en la Figura 1.

PITAHAYA

SIMBOLOGIA -

O OPERACION UNITARIA
Recepcion y seleccion \1 W Descarte

O OPERACION
V ALMACENAMIENTO Agua potable —»{2} Lavado

TRANSPORTE CON = Aguaresidual

INSPECCION

C?D Despulpado

.
LECHE Y LACTOSUERO Cascaras de desecho

-S0°C 4 Liofilizacion
I'\_’ecepugpe Pasteurizacion Inoculacion Incubacion Enfriamiento
inspeccion
5 @ //7\ @ @ 10 Mezclado
\_ N N o .

Envases — =R 9 Envasado y almacenamiento

Figura 1. Diagrama del proceso de la bebida lactea fermentada
3.8.1. ELABORACION DE PULPA LIOFILIZADA DE PITAHAYA ROJA

e Recepcion y seleccion: La fruta se obtuvo de la finca perteneciente a la
empresa PITAKAWSAY, ubicada en el sitio Cerecito del Cantdon Rocafuerte de
la Provincia de Manabi, fue transportada hasta el taller de lacteos en gavetas
plasticas, se recibié la materia prima y se seleccionaron las frutas sin signos de
deterioro (magulladuras, cortes, cambios de color anormal en la fruta) y con una
madurez completa (75 -100 % de color rojo de la cascara). Las frutas que no

cumplieron fueron descartadas.



e Lavado y desinfeccidn: Se realizdé por inmersion utilizando agua con hipoclorito
de sodio (100 ppm) por 3 minutos con el fin de desinfectar (Alimentarius, 2003;
Garmendia, 2006), con el uso de una esponja se procedié a refregar la
superficie de la fruta, con la finalidad de eliminar cualquier impureza presente

como restos de hojas, tierra y pequenas vellosidades.

e Despulpado: Manualmente con un cuchillo de acero inoxidable marca Kiwi se
cortd longitudinalmente las frutas para posteriormente retirar la corteza con
mayor facilidad, se separd la pulpa de la corteza para después cortarla en
rodajas de 3 milimetros con un cuchillo, la pulpa fue colocada en bolsas de

polietileno de baja densidad (LDPE) con cremallera hermética.

e Liofilizacion: La pulpa congelada se introdujo en un liofilizador (Marca
Labconco, Modelo AZ214) a -50°C, 0,016 mbar de presion, durante 48 horas a
una presion al vacio. De esta manera preservando las propiedades de la
pitahaya. Una vez liofilizada la pulpa, se pulverizé y almacend a -20°C por 24
horas en bolsas de polietileno de baja densidad hasta su utilizacién en la

formulacién de la bebida fermentada.

3.8.2. ELABORACION DE LA BEBIDA FUNCIONAL FERMENTADA A
BASE DE PITAHAYA

e Recepcion e inspeccion: El lactosuero dulce procedente de la elaboracién de
queso fresco pasteurizado del Taller de Procesos Lacteos de la ESPAM vy la
leche semidescremada UHT de marca NUTRILECHE (1,5 % de grasa) fueron
recibidos en recipientes metalicos esterilizados en condiciones de refrigeracion,
se verificO que el lactosuero esté libre de impurezas (cabellos, particulas

extrafias, sedimentos de queso) y con una acidez maxima de 13 grados Dornic.

e Pasteurizacion: Se procedid a mezclar la leche semidescremada con el
lactosuero en diferentes proporciones de acuerdo al disefio experimental (bl:
29,68; b2: 34,18 y b3:34,68 %) y se calentd en recipientes de acero inoxidable
de 2,5 L, al alcanzar los 50°C se agreg0 la sacarosa y la gelatina sin sabor con



una agitacion vigorosa para garantizar la homogeneidad, al llegar a los 85°C se

mantuvo esa temperatura durante 15 minutos.

Inoculacién: De inmediato se enfri6 con un bafio de agua helada (5°C) hasta
alcanzar 44°C la mezcla. Cuando la mezcla alcanz6 esta temperatura se
inocul6 con el fermento lactico ABY-3 (especies de Bifidobacterium
animalis spp lactis BB-12, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus) de la Marca Chr.

Hansen, acorde a las especificaciones del fabricante.

Incubacion: Durante el lapso de 4 horas y en una tina de acero inoxidable a una
temperada de 44°C se fermentaron los recipientes con la bebida para llevarlo al

corte del cuajo lacteo con un pH de 4,3.
Enfriamiento: Posteriormente se llevé a refrigeracion a 4°C por 12 horas.

Mezclado: Se mezclé la base lactea probidtica con la pulpa liofilizada de
pitahaya en proporciones (1 %, 1,5 % y 2 %) de acuerdo a lo establecido en la

Tabla 4 de las formulaciones de los tratamientos del experimento.

Envasado y almacenamiento: La bebida fermentada se envasé en recipientes
de tereftalato de polietileno de 1000 mL y 500 mL y almacenado a 4°C.

3.9. VARIABLES A MEDIR

% Fisicoquimicas
- pH

- Acidez titulable
- Grados Brix

- Viscosidad

o
%

% Antioxidantes
- Fenoles totales
- Actividad antioxidante

» Sensoriales

o
A5
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- Aceptabilidad de la bebida

3.9.1. FISICOQUIMICAS
e PH - INEN-ISO 1842:2013 INEN (2013)

Se utilizé la técnica descrita en la Norma del Servicio Ecuatoriano de
Normalizacién para productos vegetales y de frutas — Determinacion de pH, se
utilizé el equipo potenciometro (Marca Hanna, Modelo H 198130) para medir el pH

de la bebida funcional fermentada, se realizo el siguiente procedimiento:

- Como se trabajé con un producto liquido fermentado, se mezcl6 la muestra de
laboratorio en un vortex (Marca Neutec, Modelo ZX4ADVANCE) hasta que

estuvo homogénea.

- Se procedi6 a pesar en una balanza analitica (Marca Sartorius, Modelo AZ214),
aproximadamente 10 g de muestra preparada y coloc6 en el vaso de
precipitacion, afiadiendo 100 cm® de agua destilada, en un recipiente
esterilizado y enfriado, y agitando suavemente hasta que quede uniformemente
diluido.

- Continuando la agitacion a 25°C.

- A continuacion, se determind el pH por lectura directa, introduciendo los
electrodos del potenciometro en el vaso de precipitacion con el liquido,
cuidando que éstos no toquen las paredes del recipiente ni las particulas

soélidas.

e ACIDEZ TITULABLE - INEN 0013 INEN (2012)

Haciendo uso de la metodologia de la Norma del Servicio Ecuatoriano de
Normalizacién para Leche. Determinacion de la acidez titulable, se utilizé el equipo
Matraz Erlenmeyer, Pipetas y Bureta de material de vidrio pyrex para medir la

acidez de la bebida funcional fermentada, efectuando el siguiente procedimiento:
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La muestra se llevo a 20°C en un bafio termostatizado para su homogenizacion.

La determinacion se desarrolld6 por duplicado sobre la misma muestra

preparada.

Lavando cuidadosamente con detergente biodegradable, agua destilada y
secando el matraz Erlenmeyer en la estufa (Marca Binder, Modelo BF400) a
103°C + 2°C durante 30 min. Dejando enfriar en el desecador y pesar con

aproximacioén al 0,1 mg.

Posteriormente invirtiendo lentamente, tres o cuatro veces, la botella que
contiene la muestra preparada; inmediatamente, transfiriendo al matraz
Erlenmeyer y pesando con aproximacion al 0,1 mg, aproximadamente 20 g de

muestra.

Diluyendo el contenido del matraz con un volumen dos veces mayor de agua

destilada, y agregando 2 cm? de solucién indicadora de fenolftaleina.

Después agregando lentamente y con agitacion, la solucién 0,1 N de hidroxido
de sodio, justamente hasta haber conseguido un color rosado persistente que

desaparece lentamente.

Se continué agregando la solucién hasta que el color rosado persista durante

30 segundos.

Leyendo en la bureta el volumen de solucion empleada, con aproximacion a
0,05 cm3.

VxN
mil-m

A =0,090

x100 [1]

Datos:

A = Contenido de acidez de la muestra, en porcentaje de masa de acido lactico.
N = Normalidad de la solucion de hidroxido de sodio.

V = Volumen de la solucion de hidréxido de sodio.
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m = masa del matraz Erlenmeyer vacio, en g.

ml = masa del matraz Erlenmeyer con la leche, en g.
e °BRIX (Optronic, 2013)

Para la determinacion de solidos solubles, se emple6 el equipo refractémetro

digital (Marca Boeco, Modelo BOE 32195), se us6 el siguiente procedimiento:

La determinacién se efectud por duplicado sobre la misma muestra preparada.

- Se lavé con agua destilada el recipiente y el prisma del refractometro y se seco
suavemente con papel para lentes, este paso se lo realizé antes de efectuar

cada una de las lecturas.

- Se lleno el plato de prisma con muestra de la solucién y se tapo el plato de

prisma.

- Luego tomando la lectura, evitando el posible error de apreciacién ocasionado

por el menisco del liquido.

- Ladiferencia entre los resultados de una determinacion efectuada por duplicado

no debi6 exceder de 0,2°Bx; en caso contrario, se repitio la determinacion.
e VISCOSIDAD (Gil, 2018)

Se empled el equipo viscosimetro digital (Marca Shimadzu, Modelo EZ-LX 500N)
para medir la viscosidad de la bebida funcional fermentada, realizando el siguiente

procedimiento:

- Se colocé aproximadamente 250 mL de la bebida en un vaso de precipitado e
introduciendo el huso o spindle del texturometro en el mismo.

- Después, se encendio el equipo, fijando las revoluciones por minuto a 6 y
emprendiendo la marcha.

- Registrando la lectura indicada en el texturémetro en cP.

- La determinacion de la viscosidad se desarrollé a 25°C.



3.9.2. ANTIOXIDANTES
e PREPARACION DE LA MUESTRA (Stefanov, Vlaeminck y Fievez, 2010)

Previo a la realizacién de los andlisis antioxidantes, fue necesaria la preparacion
de la muestra con la separacion de las fases hidrofilica y lipofilica de la bebida. Se
tomaron 10 g de la bebida y se le afadieron 16 mL de una solucién de
diclorometano-etanol (2:1, v/v). La mezcla se agitdé en un vortex (Touch mini
vortexer, Fisher Scientific) durante 90 segundos y posteriormente se centrifugo
durante 8 minutos en una centrifuga (Marca Sigma, Modelo 2-16p). La fase
acuosa superior se retir6 por medio de una pipeta para después adicionar 10 mL

de la solucién de diclorometano-etanol en el tubo de ensayo.

La mezcla se agitd, y se centrifugé nuevamente durante 6 min (2500 x g a -4°C)
formandose un pequeiio precipitado y una fase superior organica que contenia la
grasa de la bebida. Esta ultima, fue filtrada a un matraz de fondo redondo
adecuado, el diclorometano fue eliminado mediante un rotavapor (Heidolph
laborota 4011 digital) y las muestras se vaporaron hasta peso constante.

e CONTENIDO DE FENOLES TOTALES (CFT) - (Singleton & Rossi, 1965)

La determinacién de fenoles se efectué por el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu. Se fundamenta en la oxidacion de compuestos fendlicos presentes en
una muestra, por la accién del polianibn molibdotungstofoférico para generar un
producto coloreado con un maximo de absorcién a 765nm, que es proporcional al

contenido de compuestos fendlicos (Diaz & Mollinedo, 2017).

En un tubo de ensayo se adicionaron 50 uL de la fase acuosa de la bebida, 425 pL
de agua destilada y 125 pL del reactivo Folin-Ciocalteu. Se agité y luego se
dejaron en reposo por 6 minutos. Posteriormente, se adicionaron 400 uL de
carbonato de sodio (Na2CO3) al 7,1 %. Después de 1 hora en la oscuridad, se
procedié a la lectura de la absorbancia a 760 nm en el espectofotometro (Marca
Yemway, Modelo 6320D).
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Para obtener la concentracion de fenoles totales se construyé una curva de
calibracion, usando como patron estandar al acido galico, los resultados se
expresan como miligramos equivalentes de &cido galico por 100 gramos de
muestra (MgeEAG/Qq).

e CURVA DE CALIBRACION (Echavarria, Franco y Martinez, 2009)

Se pesaron 1000 mg de &cido galico en una balanza analitica y se disolvié en 20—
30 mL de agua destilada a 80°C. Posteriormente se llevaron a un matraz aforado

de 100 mL y se enrasaron con agua destilada.

Luego, de ésta solucién concentrada de acido galico se tomaron alicuotas de 1, 2,
3, 4, 5 mL y se diluirhn a 100 mL con agua destilada. Estas diluciones
corresponden a las concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 mg/100 mL de acido
galico. Finalmente se dejaron reposando en matraces de erlenmeyer de vidrio por

el lapso de 2 horas.
e CAPACIDAD ANTIOXIDANTE-ABTS (Kuskoski, Asuero y Garcia, 2004)

Para la obtencion del radical ABTS+ (2,2'-azinobis (3- ethylbenzthiozoline)-acido 6-
sulfonico) fue necesario mezclar 3,3 mg de persulfato de potasio y 19,4 mg del
reactivo de ABTS junto con 5 mL de agua destilada. La mezcla fue agitada en una
centrifuga (Marca Sigma, Modelo 2-16P) y se dejo reposar en la oscuridad (16
horas) a 24-26 °C. Se realizé una mezcla del radical ABTS+ con etanol absoluto,
para obtener una absorbancia de 0,70+0,02 a 754 nm en un espectro-fotometro
UV-Visible.

Se coloco6 3920 pL de la solucion de radical ABTS etanol absoluto a una celda de
cuarzo y se registro la absorbancia inicial (Absinicial). Se adicioné 80 uL de la
muestra o extracto de la misma y 7 minutos después se registrd la lectura de la
absorbancia final (Absfinal) en el espectofotometro (Marca Yemway, Modelo
6320D). La capacidad antioxidante fue calculada utilizando la ecuacién 2 y 3y
para la cuantificacion se utiliz6 una curva estandar de Trolox (0,2 mg de

Trolox/mL).
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Abs inicial—Abs final
¢ finab) 4100

% Inhibicion = [2]

Abs inicial
AA = (% InhTi:ici()n) x100 [3]

Donde AA es la capacidad antioxidante (mg T/100 mL de muestra), b es el
intercepto y m es la pendiente (absorbancia/mg T/mL), la curva estandar fue
y=358,3 (x)+0,819 (R2 = 0,98).

3.9.3. SENSORIALES

La bebida lactea fermentada a base de pulpa liofilizada de pitahaya, se sometié a
una evaluacién sensorial de tipo afectiva con 50 catadores no entrenados a los 15
dias de su elaboracion, para considerar el atributo de grado de preferencia de la
bebida. A este grupo de panelistas se les aplicO una prueba sensorial con una

escala heddnica de 5 puntos, segun lo expuesto en la Tabla 4.

Tabla 4. Escala heddnica

Valores de la escala hedonica

1. Me disgusta mucho

Me disgusta

2

3. Me es indiferente
4. Megusta

5

Me gusta mucho

Fuente: Elaboracién propia

La evaluacién se llevé a cabo en las instalaciones de la Carrera de Agroindustria
de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi, con jueces
consumidores de ambos sexos en edades comprendidas de 18 a 45 afios de
edad. Los jueces recibieron cada una de las seis muestras en vasos plasticos (30
gramos por muestra) de manera aleatoria con un codigo Unico, se les brind6é un

vaso adicional (30 gramos) con agua para eliminar sabores entre muestras; en
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una hoja previamente entregada, transcribieron sus puntuaciones, comentarios y

sugerencias con respecto a cada cédigo de las muestras aleatorias.

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos de los analisis fisico-quimicos y de propiedades
antioxidantes se sometieron a: prueba de normalidad (Test Shapiro Wilk), y
pruebas de homogeneidad de varianzas (Test Levene). Los resultados que
cumplieron con los supuestos de ANOVA (pH dia 15, °Brix dia 15, acidez dia 0 y
15, viscosidad dia 0 y 15, fenoles totales dia 0 y 15, y actividad antioxidante dia 0

y 15), se procedio con:

- Analisis de varianza (ANOVA) para identificar si los factores de

estudio influyeron sobre la variable respuesta.

- Prueba de Tukey con un nivel de significacion de a<5 %, para encontrar

diferencias estadisticas entre medias.

Las variables que no cumplieron los supuestos del ANOVA (pH dia 0 y °Brix dia 0)

se les aplico la prueba de Kruskall Wallis.

Para los resultados de la evaluacion sensorial se aplicé la prueba de Friedman, se
tomé en consideracién el atributo de aceptabilidad. El procesamiento estadistico

de los datos se realizd6 mediante el software libre IBM SPSS Statistics version 21.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DE LA FRUTA Y
LACTOSUERO

Las propiedades evaluadas de la fruta de pitahaya (Tabla 5) fueron en estado de
madurez 3 como lo establece la Norma Técnica Colombiana NTC 3554, Frutas
frescas pitahaya amarilla (2016); el parametro acidez su acido predominante en
todos los genotipos de pitahaya es el malico en un 90 % (Glew et al., 2005)
teniendo igualdad con los valores presentados en frutos provenientes de Yucatan
con 0,6 % de acidez (Centurién et al., 2008); el pH guarda concordancia en
Hylocereus sp. debido que oscila entre 4,3 y 5 como lo reportaron Stintzing y Carle
(2006), los contenidos de solidos solubles totales guardan similitud con la
investigacién en pitahaya de Costa Rica de la variedad “Nacional” con 12,92 %

(Esquivel, Stintzing y Carle, 2007a).

Tabla 5. Caracterizacion de las propiedades del fruto de pitahaya

Anélisis Unidad Resultado
°Brix % 12,45
Acidez % 0,60

pH 4.04
Fenoles totales mgGEA/100mL 45,40
Actividad antioxidante mgTEAC/100mL 34,97

Fuente: Elaboracion propia

En base a investigaciones que evaluaron los perfiles de fenoles contenidos en
frutos de pitahaya (Hylocereus sp.) fue posible comprobar la presencia mayoritaria
de los fenoles acido gdlico, tirosina, acido elagico y betalainas en trazas
(Kammerer, Claus, Carle y Schieber, 2004), el contenido de fenoles totales del
presente trabajo guarda similitud con lotes de fruta evaluados en Taiwan con 42,4
mgGEA/100g (Wu et al.,, 2006), la actividad antioxidante de la fruta con una

madurez comercial es comparable a la encontrada en la variedad “Lisa” de Costa



Rica que presenta valores de 36,1 mgTEAC/100mL (Esquivel, Stintzing y Carle,
2007D).

El lactosuero dulce utilizado (Tabla 6) proveniente de la ganaderia de la Escuela
Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi cumplen segun lo establecido por la
norma de Suero de Leche Liquido NTE INEN 2594 (2011), ademas demuestra que
la proteina lactea y la densidad guardan similitud con la caracterizacion de
lactosuero dulce en la regién de la sierra ecuatoriana con 0,93 % y 1,025 g/mL
(Vega, 2012); el contenido de cenizas es ligeramente superior a sueros de leche
colombianos que presentaron 0,42 % (Lopez, Becerra y Borra, 2018); los sdlidos
totales son superiores a otros sueros ecuatorianos que presentaron 6,1 % (Tipan,
2015) y colombianos con 6,73 % (Sepulveda et al., 2012); el pH y acidez brindan
valores cercanos a investigaciones (Brito et al., 2015) con 6,45 y 0,178 % al

caracterizar de suero de leche dulce.

Tabla 6. Caracterizacion fisico-quimica del lactosuero dulce

Analisis Unidad Resultado
Proteina lactea % 0.94
Grasa lactea % 1.1

Ceniza % 0.45
Densidad g/mL 1.027
Solidos totales % 7.72
Acidez titulable (como 4cido lactico) % 0.13

pH 6.85

Fuente: Montesdeoca y Piloso (2020)

4.2. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DE LA BEBIDA

Previo al analisis de varianza de las propiedades fisico-quimicas, fenoles totales y
actividad antioxidante, se procedio a efectuar las pruebas de normalidad y
homogeneidad, cumpliendo tales condiciones (Anexo 1.A y 1.B); la prueba de
normalidad (p<0,05) el contenido de soélidos solubles y el pH no cumplieron el

supuesto de normalidad y homogeneidad, respectivamente por lo que fue
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necesario analizar con la estadistica no paramétrica de Kruskall Wallis; los demas

parametros registraron un comportamiento normal.

La Tabla 7 resume los resultados del andlisis de varianza por estadistica
paramétrica de pH, acidez, °Brix y viscosidad. El cuadro de ANOVA completo se

muestra en el Anexo 2.A.

Tabla 7. Resumen ANOVA paramétrico fisico-quimicos

Variable % pitahaya (A) % lactosuero (B) Interaccién % pitahaya-%lactosuero (AxB)
pH dia 15 0,795Ns 0,265 Ns 0,333 N8
Acidez dia 0 0,284 Ns 0,251 Ns 0,700 Ns
Acidez dia 15 0,008* 0,172Ns 0,506 Ns
°Brix dia 15 0,001* 0,001* 0,096 Ns
Viscosidad dia 0 0,002* 0,374 Ns 0,991 Ns
Viscosidad dia 15 0,004* 0,358 \s 0,805Ns

* Significativo al 1 %
NS=No significativo
Fuente: Elaboracién propia

La Tabla 8 condensa los resultados de las pruebas no paramétricas por el método
de Kruskal-Wallis de pH dia 0 y °Brix dia 0; como de sus respectivas pruebas de

hipotesis (Anexo 3.A, Anexo 3.B y Anexo 3.C).

Tabla 8. Resumen ANOVA no paramétrico de Kruskall Wallis para pH y °Brix dia cero

Variable % pitahaya (A) % lactosuero (B) Interaccién % pitahaya-%lactosuero (AxB)
pH dia O NP 0,031* 0,825Ns 0,082 Ns
°Brix dia 0 \P 0,016* 0,232 Ns 0,045

* = Significativo al 5 %
NP=No paramétricas que corresponden a lo estadistico de Kruskal Wallis.
NS =No significativo

Fuente: Elaboracion propia

El pH dia 0 (Tabla 8) no registra significancia en el lactosuero y en la interaccion,
el porcentaje de pitahaya liofilizada influyé significativamente (p<0,05), al afadir
esta fruta se incorporan acidos organicos (Linares et al., 2014); segun la Tabla 9 el
mejor nivel de pulpa de pitahaya liofilizada utilizado fue 2 % (5,583 para el dia Oy
4,458 para el dia 15). A pesar de no tener significancia la interaccion, presentan
valores cercanos a la norma para jugos, pulpas, concentrados, néctares, bebidas
de frutas y vegetales (NTE INEN 2337:2008) que sefiala el pH a 4,5; a los 15 dias

el pH no presento significancia en los efectos principales (Tabla 7).
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Tabla 9. Subconjuntos homogéneos segun Kruskall Wallis p<5 % para pH

% pitahaya Subconjunto pH dia 0 NP
1 2
1% 13,667
1,5% 9,250 9,250
2% 5,583
% pitahaya Subconjunto pH dia 15 P
1
1% 4,506
1,5% 4,420
2% 4,458

NP=No paramétricas que corresponden a lo estadistico de Kruskal Wallis.
P=Paramétrico segln Tukey.
Fuente: Elaboracion propia

La acidez inicial (dia 0) no registré diferencias significancias en los efectos
principales (Tabla 7); de la misma manera para el lactosuero no influyé en la
acidez dia 15, tampoco en la interaccion, el porcentaje de pitahaya liofilizada
influyé significativamente (p<0,05) debido a que la pitahaya contiene &cidos tales

como: el malico, citrico y lactico (Esquivel y Araya, 2012).

Segun la Tabla 10 el mejor nivel de pulpa de pitahaya liofilizada utilizado fue 1,5 %
(0,650 para el dia 0 y 0,633 para el dia 15) los valores estan acorde a los
sefialados por Canizares et al. (2009) que considera el rango 6ptimo entre 0,4 a
0,6 % en bebidas de frutas, ademas la Norma del Codex Alimentarius para leches
fermentadas indica que el valor de acidez deseado en una bebida a base de
yogurt es de 0,6% (CODEX STAN 243-2003).

Tabla 10. Subconjuntos homogéneos segun Tukey p<5 % para acidez (% acido lactico)

% pitahaya

Subconjunto acidez dia 0
1

1% 0,6233
1,5% 0,6500
2% 0,6283
% pitahaya Subconjunto acidez dia 15
1 2
1% 0,595
1,5% 0,633
2% 0,585

Fuente: Elaboracion propia

34



La variable grados Brix dia 0 mostrada en la Tabla 8, presentd diferencias
significativas (p<0,05) debido al efecto de la pulpa de pitahaya liofilizada, esto se
debe al aporte de los azlUcares provenientes de la fruta influenciados por su grado
de madurez (De Paula et al., 2014), el lactosuero no influyd en los °Brix dia O
(Tabla 8).

Los °Brix a los 15 dias (Tabla 7) muestran efectos a la inclusion de pitahaya
liofilizada y lactosuero debido a que el suero conserva parte de los azlcares de la
leche (Inda, 2000); considerando la Tabla 11, el 2 % (18,533) de pitahaya y 60 %
de lactosuero (18,312) la mejor categoria estadistica en la interacciéon, lo que
resaltan resultados similares (Coltro, 2002) con 17,2 °Brix al usar leche y

lactosuero en su compaosicion.

El incremento de los °Brix en el transcurso del tiempo manifestaria una posible
descomposicion de los hidratos de carbono mas complejos en azucares simples,
caracteristica de las pulpas en proceso de maduracion (Morales y Vivas, 2015). La
norma (NTE INEN 2337:2008) no especifica los °Brix para la fruta pitahaya, pero la
bebida elaborada esta sobre el promedio de sélidos solubles de las frutas en el
listado.

Tabla 11. Subconjuntos homogéneos p<5 % para °Brix

% pitahaya Subconjunto °Brix dia 0 NP

1 2
1% 5,167
1,5 % 9,333 9,333
2% 14,000
% pitahaya Subconjunto °Brix dia 15

1 2
1% 17,098
1,5% 17,833
2% 18,533
% lactosuero Subconjunto °Brix dia 15

1 2
55 % 17,331
60 % 18,312

NP=No paramétricas que corresponden a lo estadistico de Kruskal Wallis.
P=Paramétrico segln Tukey.
Fuente: Elaboracién propia
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Respecto a la viscosidad dia 0 y dia 15 (Tabla 7) el ANOVA paramétrica presento
una diferencia significativa (p<0,05) para la pulpa de pitahaya liofilizada, que
probablemente se debié a la hidratacion de las pectinas abundantes en las
paredes celulares de las frutas al enlazar moléculas de agua libre segun lo
manifiestan Rojas, Chacén y Pineda (2007), ademas los primeros dias de
almacenamiento en refrigeracion produce una mejora en la viscosidad de la
bebida fermentada vinculada con la solidificacién en la estructura del gel durante
el enfriamiento que se pierde al transcurrir el tiempo (Rasic y Kurmann, 1978); el

lactosuero estadisticamente no fue significativo en la viscosidad.

Segun la Tabla 12 en la separacion de medias segun Tukey al 95 % de confianza
se observa que el mejor tratamiento para viscosidad fue 2 % de pulpa liofilizada de
pitahaya (27,411 cP dia 0 y 25,975 cP dia 15), puesto que la pectina aumenta con
la concentracién de fruta como se demuestran en ensayos con jalea de pifia
(Pons, Garcia, Contreras y Acevedo, 2009) y harina de guayaba (Ramirez y Ruiz,
2014).

Tabla 12. Subconjuntos homogéneos segun Tukey p<5 % viscosidad (cP)

% pitahaya Subconjunto viscosidad dia 0
1 2
1% 24,310
1,5% 25,393
2% 27411
% pitahaya Subconjunto viscosidad dia 15
1 2
1% 22,950
1,5% 24,255 24,255
2% 25,975

Fuente: Elaboracién propia

4.3. POLIFENOLES TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE
LA BEBIDA

La Tabla 13 resume los resultados del andlisis de varianza por estadistica
paramétrica de fenoles y capacidad antioxidante; el cuadro de ANOVA completo

se muestra en el Anexo 2.B.
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Tabla 13. Resumen ANOVA paramétrico de fenoles y capacidad antioxidante

37

Variable % pitahaya % Interaccién % pitahaya-%lactosuero
Significancia Significancia

Fenoles dia 0 0,000* 0,729 NS 0,179 NS

Fenoles dia 15 0,000* 0,713 NS 0,186 NS

Cap. Antioxidante dia 0 0,000* 0,913 N8 0,098 NS

Cap. Antioxidante dia 15 0,000* 0,346 NS 0,105 NS

* = Significativo al 1 %
NS=No significativo

Fuente: Elaboracion propia

Se reporta que en el contenido de fenoles y capacidad antioxidante (Tabla 13) de

la bebida funcional fermentada el porcentaje de pitahaya liofilizada son factores

determinantes en la presencia de fenoles y capacidad antioxidante de la bebida,

puesto que el fruto es el Unico aportante de ese tipo de componentes en las

bebidas fermentadas (Morales y Vivas, 2015); ademas existe una correlacion entre

el contenido fendlico y efecto antioxidante (Kim et al., 2011) dado que la actividad

antioxidante es dependiente de los compuestos que incluyen a los fenoles (Tarin,

2015).

El lactosuero no influye sobre el contenido de fenoles totales y su capacidad

antioxidante en bebidas funcionales (Tabla 4.9).

Tabla 14. Subconjuntos segun Tukey p<5 % fenoles (mgGEA/100mL) y capacidad antioxidante (mgTEAC/100mL)

% pitahaya

Subconjunto fenoles dia 0

3
1% 1,783
1,5%
2% 3,240
% pitahaya Subconjunto fenoles dia 15
3
1% 1,758
1,5%
2% 3,190
% pitahaya Subconjunto capacidad antioxidante dia 0
3
1% 0,388
1,5%
2% 0,706
% pitahaya Subconjunto capacidad antioxidante dia 15
3
1% 0,323
1,5%
2% 0,583

Fuente: Elaboracién propia



El contenido de fenoles (3,240 y 3,190 mgGAE/100mL) y la capacidad
antioxidante (0,706 y 0,583 mgTEAC/100mL) a los 0 y 15 dias al utilizar 2 % de
pitahaya liofilizada registran los mejores resultados (Tabla 14), esto se infiere
debido a que al incrementarse el porcentaje de una fruta en una bebida se obtiene
una mayor cantidad de compuestos fendlicos y actividad antioxidante tal como lo
corroboran los trabajos de Sanchez et al. (2013) y Salamanca et al. (2010)

quienes utilizaron curuba y borojé como ingredientes de bebidas fermentadas.

El decremento en fenoles y actividad antioxidante se relaciona a factores como la
temperatura de almacenamiento, pH, la luz a la que es expuesta, actividad de
agua, degradacion por actividad enzimatica (Sanchez, Cortez, Solano y Vidaurre,
2015) y oxidacion (Alcantara y Ruiz, 2015)

En la bebida fermentada de pitahaya liofilizada se obtuvieron valores de hasta
3,26 mgGAE/100mL (Anexo 6.B) menores en comparacion a otras bebidas con
maqui liofilizado (1,5 %) donde encontraron valores promedio 85 mgGAE/100mL
(Martinez y Tinoco, 2018), curuba (0,8 %) con resultados de 15 mgGAE/100mL
(Sanchez et al., 2013) y mora chilena 49,74 mgGAE/100g (Genskowsky, 2015);
los menores valores en la presente investigacion se deben posiblemente a las

dosis bajas empleadas, dado que la fruta empleada poseia 45,4 mgGAE/100mL.

Colina et al. (2012) menciona que se podrian considerar como potenciales
funcionales a los productos que contengan polifenoles de valores entre 6,52 y
10,54 (mgGAE/100q). Los resultados del presente estudio estan por debajo de los
citados en una investigacién con 50 frutas, vegetales y bebidas consumidas en los
Estados Unidos que mostraron valores de polifenoles comprendidos entre 14,7 a
476,6 mgGAE/100mL (Floegel, et al., 2011).

Asi mismo, se recalca que existe una disminucion del contenido fendlico y
capacidad antioxidante en bebidas fermentadas al transcurrir el tiempo de
almacenamiento (Alfaro, 2019), aunque al incorporar pulpa de fruta liofilizada se
protege a los compuestos bioactivos de oxidacion y degradacion, en comparacion

a su adicion como frutas frescas que deterioran sus biocomponentes con mayor
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rapidez como se demuestra en las investigaciones con fresa y mora liofilizada
(Tarin, 2015); y (Wu, Frei, Kennedy y Zhao, 2010). Se evidencia en el Anexo 6.B y
6.C que la disminucion del contenido de fenoles y actividad antioxidantes es

minima en el transcurso de los 15 dias del estudio.

4.4. VARIABLES SENSORIALES DE LA BEBIDA

En la tabla 15 muestra la prueba de aceptabilidad sensorial segun Friedman en la

bebida funcional fermentada de pitahaya liofilizada.

Tabla 15. Prueba de Friedman p<5 % para aceptabilidad sensorial

Parametro estadistico Valor
N 50
Chi-cuadrado 44,16
gl 5
Significancia asintotica 0,000

Fuente: Elaboracién propia

La hipdtesis nula es rechazada en base a que el valor del modelo estadistico T
(44,16) fue mayor que el valor del X2 (11,17) obtenido en las tablas de distribucion
de Chi-cuadrada (Kuehl, 2001) por consiguiente, no existe similitud entre los

tratamientos.

Se presentan en la tabla 16 los valores de los subconjuntos homogéneos del

analisis de aceptabilidad sensorial segun Friedman.

Tabla 16. Subconjuntos homogéneos segtn Friedman p<5 % para la prueba de aceptabilidad

Tratamientos Subconjunto
1 2

T2 (60 % lactosuero y 1 % pitahaya) 2,600

T5 (55 % lactosuero y 2 % pitahaya) 3,060

T3 (55 % lactosuero y 1,5 % pitahaya) 3,220

T4 (

T6 (

60 % lactosuero y 1,5 % pitahaya) 3,380
60 % lactosuero y 2 % pitahaya) 4,250
T1 (55 % lactosuero y 1 % pitahaya) 4,490

Fuente: Elaboracion propia
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La aceptabilidad de la bebida (Tabla 16) mostré que los tratamientos 1 y 6 estan
en el subconjunto 2 (55 % de lactosuero con 1 % de pitahaya liofilizada y 60 % de
lactosuero y 2 % de pitahaya liofilizada) determinandose que estos fueron mas
aceptados por los jueces no entrenados. Los demas tratamientos registraron una

menor aceptabilidad de la bebida.

Los andlisis estadisticos para la aceptabilidad sensorial determinaron diferencias
significativas para la interaccion de los factores en estudio (% lactosuero y %
pulpa liofilizada de pitahaya). El tratamiento 1 (55 % de lactosuero y 1 % de pulpa
liofilizada de pitahaya) representa una aceptabilidad significativa que corrobora
investigaciones menores porcentajes de lactosuero en bebidas fermentadas es de
mayor aceptacion (Romero y Fajardo, 2015) con la particularidad del sabor del
suero que interfiere con aromas e ingredientes (Chavan, Shraddha, Kumar y
Nalawade, 2016); el tratamiento 6 (60 % de lactosuero y 2 % de pulpa liofilizada
de pitahaya) corrobora el incremento de pulpa liofilizada de una fruta mejora el

sabor y su aceptacion (Martinez y Tinoco, 2018).

La polaridad en los valores de aceptabilidad se debe a que todos los tratamientos
evaluados tienen formulaciones notablemente diferentes en cuanto a los niveles
de los factores en estudio y, ademas el hecho de evaluar con catadores no
entrenados presenta una menor estabilidad en los resultados sensoriales como lo
manifiesta Sanz (2018), contrastados al efectuar una evaluacion con catadores
entrenados que son mas discriminatorios, consistentes y capaces de describir de

manera mas precisa y concreta sus resultados (Chollet y Valentin, 2001).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

5.2.

La aplicacion del 2 % de pulpa liofilizada de pitahaya mejoré las
caracteristicas fisico-quimicas, contenido de fenoles y capacidad
antioxidante de la bebida fermentada; el lactosuero no influyé en las
propiedades estudiadas, excepto sobre los sélidos solubles.

Se obtuvo un producto potencial para una bebida funcional con la pulpa de
pitahaya liofilizada debido a que el contenido de fenoles y capacidad
antioxidante son inferiores en comparacion a otras bebidas funcionales
fermentadas.

Se demostré que la incorporacion de pulpa liofilizada de pitahaya a la
bebida lactea fermentada incrementa levemente los fenoles totales y
capacidad antioxidante.

Los tratamientos 1 y 6 resultaron sensorialmente los mas agradables, a
pesar que incluyeron los niveles mas bajos y mas altos de las dosis de
pulpa liofilizada de pitahaya y lactosuero dulce respectivamente;
probablemente este comportamiento de deba a que se utilizaron catadores

no entrenados

RECOMENDACIONES

El 2 % de pulpa liofilizada de pitahaya demostré brindar las mejores
caracteristicas funcionales en la bebida, por lo que futuras investigaciones

podrian trabajar con porcentajes mayores de pulpa liofilizada de pitahaya.



El presente trabajo abre las posibilidades al estudio de la bebida con
estabilizantes y aditivos estipulados en la Norma Técnica Ecuatoriana y el
Codex Alimentarius.

Realizar pruebas sensoriales con catadores entrenados con la finalidad de
evitar la variabilidad de los resultados.

Los valores obtenidos en la viscosidad del presente trabajo, pueden ser
tomados a consideracion para ser incluidos como parametros en la Norma
para bebidas de leche fermentada (NTE INEN 2608:2012).
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ANEXO 1

Anexo 1.A. Prueba de normalidad

Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig.
pH_dia0 0,913 18 0,099
pH_dia15 0,938 18 0,267
Acidez_dia0 0,915 18 0,104
Acidez_dia15 0,956 18 0,522
Brix_dia0 0,875 18 0,021*
Brix_dia15 0,936 18 0,252
Viscosidad_dia0 0,968 18 0,763
Viscosidad_dia15 0,972 18 0,829
Fenoles_dia0 0,918 18 0,118
Fenoles_dia15 0,913 18 0,099
Capacidad_antioxidante_dia0 0,971 18 0,809
Capacidad_antioxidante_dia15 0,953 18 0,470
*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Anexo 1.B. Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico  gl1 gl2 Sig.

de Levene
pH_dia0 5813 5 112 | 0,006*
pH_dia15 1,394 5 112 | 0,29
Acidez_dia0 1,799 5 112 | 0,188
Acidez_dia15 1,228 5 | 12 | 0,354
Brix_dia0 - 5 112 -
Brix_dia15 1,254 5 112 | 0,345
Viscosidad_dia0 1,594 5 112 | 0,235
Viscosidad_dia15 1,231 5 |12 | 0,354
Fenoles_dia0 2,555 5 |12 | 0,085
Fenoles_dia15 3,137 5 |12 | 0,050
Capacidad_antioxidante_dia0 2,310 5 |12 0,109
Capacidad_antioxidante_dia15 1,863 5 112 | 0,175
*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors




ANEXO 2
Anexo 2.A. Anova parametros fisico-quimicos
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig
pH dia 15
% pitahaya (A) 0,023 2 0,011 0,234 0,795
% lactosuero (B) 0,066 1 0,066 1,364 0,265
AxB 0,117 2 0,058 1,206 0,333
Acidez dia 0
% pitahaya (A) 0,002 2 0,001 1,400 0,284
% lactosuero (B) 0,001 1 0,001 1,452 0,251
AxB 0,001 2 0,000 0,368 0,700
Acidez dia 15
% pitahaya (A) 0,08 2 0,004 7,559 0,08*
% lactosuero (B) 0,01 1 0,001 2,108 0,172
AxB 0,01 2 0,000 0,720 0,506
Brix dia 15
% pitahaya (A) 6,179 2 3,089 13,724 0,01*
% lactosuero (B) 4,332 1 4,332 19,242 0,01*
AxB 1,293 2 0,646 2,871 0,096
Viscosidad dia 0
% pitahaya (A) 29,735 2 14,868 11,209 0,02
% lactosuero (B) 1,130 1 1,130 0,852 0,374
AxB 0,24 2 0,012 0,009 0,991
Viscosidad dia 15
% pitahaya (A) 27,624 2 13,812 9,089 0,004*
% lactosuero (B) 1,389 1 1,389 0,914 0,358
AxB 0,673 2 0,336 0,221 0,805

* Significancia
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Anexo 2.B. Anova parametros de fenoles totales y capacidad antioxidantes

Suma de cuadrados | gl Media cuadratica F Sig
Fenoles dia 0
% pitahaya (A) 6,484 2 3,242 93,707 0,000¢
% lactosuero (B) 0,004 1 0,004 0,126 0,729
AxB 0,138 2 0,009 1,989 0,179
Fenoles dia 015
% pitahaya (A) 6,273 2 3,136 101,792 0,000*
% lactosuero (B) 0,004 1 0,004 0,141 0,713
AxB 0,120 2 0,060 1,942 0,186
Act. Antioxidante dia 0
% pitahaya (A) 0,306 2 0,0005 38,325 0,000*
% lactosuero (B) 0,0005 1 0,011 0,93 0,913
AxB 0,23 2 0,004 2,837 0,098
Actividad Antioxidante dia 15
% pitahaya (A) 0,203 2 0,101 36,390 0,000*
% lactosuero (B) 0,003 1 0,003 0,964 0,346
AxB 0,015 2 0,008 2,733 0,105

* Significancia
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ANEXO 3

RESUMEN DE PRUEBA DE HIPOTESIS

Anexo 3.A. Pruebas no paramétricas categoria porcentaje de pitahaya

Hipbtesis nula Test Sig Decision
1 | La distribucion de pH_dia 0 es la misma | Prueba Kruskal-Wallis de | 0,031* Rechazar la
entre las categorias de muestras independientes hipétesis nula.
porcentaje_pitahaya
2 La distribucién de °Brix_dia 0 es la Prueba Kruskal-Wallis de | 0,016* Rechazar la

misma entre las categorias de
porcentaje_pitahaya

muestras independientes

hipédtesis nula.

Se muestran las significancias asintoticas. El nivel de significancia es 0,05.

Anexo 3.B. Pruebas no paramétricas categoria porcentaje de lactosuero

Hipbtesis nula Test Sig Decision
1 | La distribucion de pH_dia 0 es la misma | Prueba Kruskal-Wallis de | 0,825 | Retener la hipétesis
entre las categorias de muestras independientes nula.
porcentaje_lactosuero
2 La distribucion de °Brix_dia 0 es la Prueba Kruskal-Wallis de | 0,232 | Retener la hipdtesis

misma entre las categorias de
porcentaje_lactosuero

muestras independientes

nula.

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es 0,05.

Anexo 3.C. Pruebas no paramétricas categoria tratamientos

Hipdtesis nula Test Sig Decisién
1 | La distribucion de pH_dia 0 es la misma | Prueba Kruskal-Wallis de | 0,082 | Retener la hipétesis
entre las categorias de tratamientos | muestras independientes nula.
2 La distribucion de °Brix_dia 0 es la Prueba Kruskal-Wallis de | 0,045* Rechazar la

misma entre las categorias de
tratamientos

muestras independientes

hipétesis nula.

Se muestran las significancias asintoticas. El nivel de significancia es 0,05.




ANEXO 4

SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS

Anexo 4.A. Subconjuntos homogéneos basados en pH_dia 0 categoria

porcentaje de pitahaya

Subconjunto
1 2

2% 5,583
Muestra’ 1,5% 9,250 | 9,250

1% 13,667
Probar estadistica 2,857 | 3,718
Sig. (prueba de 2 caras) 0,091 0,054
Sig. ajustada (prueba de 2 caras) 0,091 0,054

Los subconjuntos homogéneos se basan en significancias asintéticas. El nivel
de significancia es 0,05.

Cada casilla muestra el rango de media de muestras de pH_dia 0.

Anexo 4.B. Subconjuntos homogéneos basados en Brix_dia O categoria

porcentaje de pitahaya

Subconjunto
1 2

1% 5,167
Muestra’ 1,5% 9,333 | 9,333

2% 14,000
Probar estadistica 2,847 | 3,415
Sig. (prueba de 2 caras) 0,092 0,065
Sig. ajustada (prueba de 2 caras) 0,092 0,065

Los subconjuntos homogéneos se basan en significancias asintoticas. El nivel
de significancia es 0,05.

Cada casilla muestra el rango de media de muestras de Brix_dia 0.
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Anexo 4.C. Subconjuntos homogéneos basados en Brix_dia 0 interaccién

AxB

™
T3
T2
T4
T6
T5

Muestra’

Probar estadistica
Sig. (prueba de 2 caras)
Sig. ajustada (prueba de 2 caras)

Subconjunto
1 2
2,000
7,333 7,333
8,333 | 8,333
11,333 | 11,333
13,333
14,667
7,527 | 5,987
0,057 | 0,200
0,084 | 0,200

Los subconjuntos homogéneos se basan en significancias asintoticas. El nivel

de significancia es 0,05.

Cada casilla muestra el rango de media de muestras de Brix_dia 0.
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ANEXO 5

ESPAM

TEST DE EVALUACION SENSORIAL DE BEBIDA FERMENTADA

Frente a usted tiene 6 muestras diferentes de bebidas fermentadas a base de
pitahaya, con un cédigo de tres digitos. La escala a utilizar es de 1 a 5 puntos (1 =
no me gusta; 2 = me gusta poco; 3= me es indiferente; 4= me gusta; 5 = me gusta
mucho), para medir la caracteristica sensorial marque con una X, segun lo

considere usted mejor.

PUNTUACION
Cddigo No me Me gusta Me es Me gusta Me gusta
gusta poco indiferente mucho

535
426
758
947
862
213

COMENTARIOS Y SUGERENCIAS
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ANEXO 6

Anexo 6.A. Certificacion de analisis de laboratorio “Pulpa de pitahaya”
Lab. De Aniilisis

.l l ELOY ALFARO DE MANASI Facultad Ciencias Agropecuarias

Manta 26 de febrero del 2020

A Quien Corresponda

Ciudad. -

CERTIFICO: Que los andlisis presentados en este informe corresponden al Ing. Diaz Campozano
Edison Geovanny C.I. 131283182-7, Estudiante de Posgrado de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi (ESPAM MFL.). Los analisis fueron realizados en el Lab. De Investigacion
de Alimentos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la (ULEAM), siendo estos los siguientes:
(Acidez titulable, ° Brix, pH, Fenoles Totales y Capacidad Antioxidante en muestras de
pitahaya), dichos analisis corresponden al proyecto “INFLUENCIA DE LA PITAHAYA ROJA
(Hylocereus undatus) LIOFILIZADA Y LACTOSUERO EN LAS PROPIEDADES
FISICOQUIMICAS, ANTIOXIDANTES Y SENSORIALES DE UNA BEBIDA

FERMENTADA”.
Acidez titulable (%) |
Muestra | Repeticiones Método de ensayo
Pulpa Grado 3 | R1 R2 R3
al | 0,62 0,51 0,66 16.267 AOAC 2000
Pulpa Grado 4 R1 R2 R3 |
22  losa | 040 049 ] @ 16267A0AC2000 |
°Brix
. Muestra [ _Repeticiones Método de ensayo
Pulpa Grado3 °~ | RL R2 R3 | ]
al i 111,55 12,78 | 13,03 |  AOAC22.024(1990) |
_ Pulpa Grado 4 Rl | R2 RS | |
A s | 14,09 13,88 | 12,77 AOAC 22.024 (1990) |
pH
| Muestra \ Repeticiones Método de ensayo
Pulpa Grado 3 R1 R2 R3
al 4,01 4,13 3,98 973.41 AOAC 2005
Pulpa Grado 4 ' R1 R2 R3
a2 [ 533 5,89 5,01 973.41 AOAC 2005

www.uleam.edu.ec




Uleam

= ELOY ALFARO DE MANABI

Lab. De Andlisis

Facultad Ciencias Agropecuarias

Fenoles Totales (ngGEA/100mL)

_Muestra Repeticiones Meétodo de ensayo

Pulpa Grado 3 Rl | R2 R3 S

al 47,70 43,01 | 45,89 _ Singleton et al. (1999)
_Pulpa Grado 4 R1 R2 R3 —

a2 3891 42,08 | 40,15 Singleton et al. (1999) |

Capacidad Antioxidante (mgTEAC/100mL) |

| Muestra ~_ Repeticiones Método de ensayo |
| Pulpa Grado 3 R1 R2 R3

al 32,11 3480 | 37,99 Re et al. (1999)
| Pulpa Grado 4 R1 R2 R3 e —
| a2 29,87 33,10 | 3433 Re et al. (1999)

77/

g. Marlon Castro Gar

Téc. Responsable de Lab. BN
Téc. Responsable de Lab. D&}

www.uleam.edu.ec
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Anexo 6.B. Certificacion de analisis de laboratorio “Bebida dia 0”

(@|Uleam

ELOY ALFARO DE MANASI Facultad Ciencias Agropecuarias

Lab. De Analisis

Manta 26 de febrero del 2020

A Quien Corresponda

Ciudad. -

CERTIFICO: Que los analisis presentados en este informe corresponden al Ing. Diaz Campozano
Edison Geovanny C.I. 131283182-7, Estudiante de Posgrado de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi (ESPAM MFL.). Los analisis fueron realizados en el Lab. De Investigacion
de Alimentos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la (ULEAM), siendo estos los siguientes:
(Acidez titulable, ° Brix, pH, Viscosidad, Fenoles Totales y Capacidad Antioxidante en muestras
de una bebida fermentada), dichos analisis corresponden al proyecto “INFLUENCIA DE LA
PITAHAYA ROJA (Hylocereus undatus) LIOFILIZADA Y LACTOSUERO EN LAS
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS, ANTIOXIDANTES Y SENSORIALES DE UNA

BEBIDA FERMENTADA”.

‘ Dia 0 Acidez titulable (%)

. Muestra ’ R1 R2 R3 Método de ensayo

| T1 | 0,64 0,63 | 0,60 16.267 AOAC 2000
T2 | 061 0,65 | 061 16.267 AOAC 2000
T3 0,62 0,60 | 0,69 16.267 AOAC 2000
T4 0,68 0,66 | 0,65 16.267 AOAC 2000
TS 0,60 0,64 | 061 16.267 AOAC 2000

6 e 06T 068 060 16.267 AOAC 2000

1 Dia 0 pH

| Muestra R1 R2 R3 Método de ensayo

| Tl 424 426 | 410 973.41 AOAC 2005

| T2 427 400 A8 973.41 AOAC 2005

LT3 4,20 4,18 | 4,15 973.41 AOAC 2005

| T4 4,15 4,14 | 416 973.41 AOAC 2005
T5 4,10 417 | 416 973.41 AOAC 2005
T6 4,11 410 | 413 97341 AOAC 2005

Téc. Responsable de Lab. De Investigacion de Alimentos
www.uleam.edu.ec
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Uleam

ELOY ALFARO DE MANABI Facultad Ciencias Agropecuarias
| Dia 0 °Brix |
| Muestra R1 R2 R3 Método de ensayo |
| T1 o 16,30 1544 | 16,70 AOAC 22.024 (1990)

T2 17,01 17,50 | 16,80 AOAC 22.024 (1990)
T3 17,47 17,00 | 17,00 |  AOAC 22.024 (1990)
T4 17,20 17,48 | 17,50 AOAC 22.024 (1990)
T5 | 17,80 17,98 | 17,33 AOAC 22.024 (1990)
Té6 | 17,50 17,40 | 17,61 AOAC 22.024 (1990)
Dia 0 Viscosidad (cP
Muestra R1 R2 R3 Método de ensayo
T1 25,] 1 23,08 24, 14 Lab. Investigacion de Alimentos ULEAM
T2 22,18 24,96 26,39 Lab. Investigacién de Alimentos ULEAM |
T3 24.17 26.05 2511 Lab. Investigacion de Alimentos ULEAM ;
T4 25:74 26:3 1 24:98 Lab. Investigacion de Alimentos ULEAM f
TS 27,18 26,33 27,92 Lab. Investigacién de Alimentos ULEAM
' T6 2821 27.83 27,00 Lab. Investigacion de Alimentos ULEAM ,
Dia 0 Fenoles Totales (mgGEA/100mL)
| Muestra R1 R2 R3 Método de ensayo |
'T1 1,78 2,08 1,90 Singleton et al. (1999) |
T2 1,85 1,77 1,32 Singleton et al. (1999)
T3 | 2,44 2,01 237 Singleton et al. (1999)
| T4 228 2,61 233 Singleton et al. (1999)
| TS 3,26 3,17 322 Singleton et al. (1999)
| T6 3,20 341 | 3,18 Singleton et al. (1999)
Dia 0 Capacidad Antioxidante (mgTEAC/100mL.) "
Muestra | RI1 R2 R3 Método de ensayo
T1 | 0,38 0,49 0,44 Re et al. (1999)
T2 0,33 0,39 0,30 Re et al. (1999)
T3 0,55 0,50 | 046 Re et al. (1999)
T4 0,55 0,59 0,51 Re et al. (1999)
| TS 0,60 0,81 0,62 Re et al. (1999)
| T6 0,75 0,69 0,77 Reetal. (1999)

www.uleam.edu.ec



Anexo 6.C. Certificacion de analisis de laboratorio “Bebida dia 15

@ ',Jleam Lab. De Anilisis

ELOY ALFARO DE MANASBI Facultad Ciencias Agropecuarias

Manta 26 de febrero del 2020

A Quien Corresponda

Ciudad. -

CERTIFICO: Que los analisis presentados en este informe corresponden al Ing. Diaz Campozano
Edison Geovanny C.I. 131283182-7, Estudiante de Posgrado de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi (ESPAM MFL.). Los analisis fueron realizados en el Lab. De Investigacion
de Alimentos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la (ULEAM), siendo estos los siguientes:
(Acidez titulable, ° Brix, pH, Viscosidad, Fenoles Totales y Capacidad Antioxidante en muestras
de una bebida fermentada), dichos analisis corresponden al proyecto “INFLUENCIA DE LA
PITAHAYA ROJA (Hylocereus undatus) LIOFILIZADA Y LACTOSUERO EN LAS
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS, ANTIOXIDANTES Y SENSORIALES DE UNA

BEBIDA FERMENTADA”.

Dia 15 Acidez titulable (%) ;

| Muestra | R1 R2 R3 Método de ensayo

' TL | 0,60 0,58 | 0,60 16.267 AOAC 2000

| T2 [ 061 0,57 | 0,61 16.267 AOAC 2000

T3 0,58 0,63 0,64 16.267 AOAC 2000

| T4 0,65 0,66 | 0,64 16.267 AOAC 2000

' T5 0,56 0,58 | 0,60 16.267 AOAC 2000
| T6 0356 . 055 | 06> 16267 AOAC2000

Dia 15 pH

Muestra ' R1 R2 R3 Meétodo de ensayo

| T1 | 433 425 | 464 973.41 AOAC 2005

| T2 | 433 499 | 450 973.41 AOAC 2005

| T3 4,41 430 | 415 973.41 AOAC 2005

| T4 4,70 455 | 441 973.41 AOAC 2005

| T5 | 435 480 | 438 973.41 AOAC 2005

| T6 {408 4,57 4,42 973.41 AOAC 2005

Téc. Responsable de Lab. De Investigacion de Alimentos
www.uleam.edu.ec
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Dia 15 °Brix

| Muestra R1 R2 R3 Método de ensayo

T1 15,60 16,33 | 17,01 AOAC 22.024 (1990)

T2 18,00 1793 1102 AOAC 22.024 (1990)
| T3 17,60 17,00 | 17,25 AOAC 22.024 (1990)
| T4 18,93 18,00 | 18,22 AOAC 22.024 (1990)
| TS | 18,11 19,08 | 18,00 AOAC 22.024 (1990)
| T6 s 19,00 | 18,77 AOAC 22.024 (1990) |

Dia 15 Viscosidad (cP)

Muestra | Rl R2 R3 Método de ensayo
T3 } 23.11 2200 22.45 Lab. Investigacion de Alimentos ULEAM

4 S 21 : 18 23:46 25: 50 Lab. Investigacién de Alimentos ULEAM

T3 22.88 2351 2518 Lab. Investigacion de Alimentos ULEAM |

T4 o 5:1 1 23:87 24:98 Lab. Investigacién de Alimentos ULEAM ;

Ts 26,08 25,10 26,73 Lab. Investigacion de Alimentos ULEAM |

T6 27,40 25,54 | 25,00 | Lab.Investigacion de Alimentos ULEAM 1|

Dia 15 Fenoles Totales (mgGEA/100mL)

Muestra | Rl R2 R3 Método de ensayo |

T1 . 1,76 2,00 1,90 Singleton et al. (1999) ‘

T2 [ 184 1,74 | 131 Singleton et al. (1999)

T3 | 237 1,99 | 235 Singleton et al. (1999)

' T4 2,24 285 ] 299 Singleton etal. (1999) |

| T5 3,20 3,15 3,16 Singleton et al. (1999) |

| T6 3,14 336 | 3,13 Singleton et al. (1999) |
Dia 15 Capacidad Antioxidante (mgTEAC/100mL) |

| Muestra R1 R2 R3 Método de ensayo ?

| T1 0,35 0,41 0,37 Re et al. (1999)

T2 0,20 0,33 0,28 Re et al. (1999)

T3 | 047 0,50 0,34 Re et al. (1999)

T4 | 050 047 | 040 Reetal. (1999) A
TS 0,55 0,61 | 057 Re et al. (1999) }
' Té I 058 0,57 | 062 Re etal. (1999) |

cteo
Alimentos

www.uleam.edu.ec



