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RESUMEN

Es bien sabido que los carotenoides son compuestos que poseen un alto poder antioxidante
y su aporte en la dieta humana tiene grandes beneficios para salud. El presente trabajo de
investigacion se enfoco en la extraccion, microencapsulacion y anélisis de carotenoides
presentes en zapote mamey (Pouteria sapota) por sus propiedades antioxidantes, en base a
un disefio experimental de superficie, por lo cual se determind que las condiciones optimas
fueron de 30 minutos con una relaciéon masa vegetal-disolvente de 1:67 utilizando como
disolvente etanol al 96 % a una temperatura de 70 °C. Para preservar los carotenoides
frente a factores externos se realiz6 el proceso de microencapsulacion por el método de
secado por aspersion, con una mezcla polimérica de maltodextrina y goma arabiga en
proporciones iguales. La eficiencia del proceso de microencapsulacion fue analizada
mediante espectrofotometria infrarroja FT-IR, los espectros obtenidos demostraron la
proteccion de la mezcla polimérica a los antioxidantes. La actividad antioxidante se
determind mediante ensayo in vitro por el método DPPH obteniéndose valores equivalentes
de Trolox de 253,21 pumoll™ para el extracto concentrado y de 385,19 umoll? para el
microencapsulado. Ademas, se analizo la actividad antioxidante in vivo a través de la curva
de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae del microencapsulado a una concentracion de
50 mg/ml con absorbancias maximas de 1,259 y 1,335 para perdxido de hidrégeno 3
mmollt y 0,5 mmoll? respectivamente comparado con la vitamina C como antioxidante

modelo.

Palabras claves: Secado por aspersion, polimeros, microcapsulas.
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ABSTRACT

It is well known that carotenoids are compounds that have a high antioxidant power and
their contribution to the human diet has great health benefits. The present research work
focused on the extraction, microencapsulation and analysis of carotenoids present in
mamey zapote (Pouteria sapota) for its antioxidant properties, based on an experimental
surface design, so it was determined that the optimal conditions were 30 minutes with a
vegetable-solvent mass ratio of 1:67 using 96 % ethanol as solvent at a temperature of 70
°C. To preserve the carotenoids against external factors, the microencapsulation process
was carried out by the spray drying method, with a polymeric mixture of maltodextrin and
gum arabic in equal proportions. The efficiency of the microencapsulation process was
analyzed by FT-IR infrared spectrophotometry, the spectra obtained demonstrated the
protection of the polymer mixture to antioxidants. The antioxidant activity was determined
by an in vitro assay by the DPPH method, obtaining equivalent Trolox values of 253,21
umoll? for the concentrated extract and 385,19 pmoll?! for the microencapsulation. In
addition, the in vivo antioxidant activity was analyzed through the Saccharomyces
cerevisiae growth curve of the microencapsulate at a concentration of 50 mg / ml with
maximum absorbances of 1,259 and 1,335 for 3 mmoll* and 0,5 mmoll* hydrogen

peroxide respectively compared to vitamin C as an antioxidant model.

Keywords: Spray drying, polymers, microcapsules.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos

Las investigaciones en la medicina han demostrado la importancia de los antioxidantes para
beneficio de la salud. Estas sustancias previenen o aplazan el deterioro, dafio o destruccion
provocados por una oxidacion (Youngson, 2003). EI mecanismo de defensa antioxidante
impide que otras moléculas se unan al oxigeno. Al reaccionar—interactuar mas rapido con
los radicales libres de oxigeno y las especies reactivas del oxigeno que con el resto de las
moléculas presente. La accidn del antioxidante es de sacrificio de su propia integridad
molecular para evitar alteraciones ya que son muchos los procesos patologicos implicados
por el estrés oxidativo que trae como consecuencia alteraciones de la relacion estructura-

funcién en cualquier 6rgano (Venero, 2002).

Uno de los antioxidantes mas conocidos son los flavonoides. En su estructura quimica
contiene un namero variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades para
formar complejos con el hierro y otros metales de transicién, lo que les confiere un gran
poder antioxidante para el cuerpo (Huerta et al., 2005). Por ello, desempefian un papel
importante frente a la proteccion de dafio oxidativo. Ademas, tiene efectos terapéuticos en
un elevado nimero de enfermedades, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis

o el cancer (Martinez et al., 2002).

1.1.1 Pouteria sapota (Jacg.) H.E. Moore & Stearn

Pouteria sapota es una especie introducida-cultivada para el Ecuador, de hoy en adelante,
citado en el texto como zapote mamey, pertenece a la familia Sapotaceae (Silva et al.,
2009).

El zapote mamey es originario de la region tropical de América Central, es de gran
importancia debido al amplio uso del arbol (fruta, semilla y madera) para consumo humano
(Mercuri et al., 2016). Su forma puede ser redonda u ovalada dependiendo del cultivar, su

corteza es dura y rugosa, de color marron oscuro, la pulpa de la fruta es dulce, suave y
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anaranjada o roja cuando esta madura (Diaz et al., 2003). Segin Ramos et al. (2009), el
color de la pulpa de zapote mamey es uno de los principales factores de aceptacion por el
consumidor. Por lo general no contiene fibra, y su sabor es muy dulce con un suave y
delicado aroma. Contiene en su interior una semilla, pero en algunos casos posee hasta dos
semillas (Dominguez et al., 2010). Su maduracion se caracteriza hasta un cierto punto por
disminucion de la firmeza, incremento de azlcares y carotenoides totales (Ramos et al.,
2009).

Figura 1. Fruto del zapote mamey. (Paulin et al., 2015)

1.1.1.2 Taxonomia
Tabla 1. Taxonomia del zapote mamey

Phyllum Plantae

Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht.
Orden Ericales Bercht. & J. Presl|
Familia Sapotaceae Juss.

Genero Pouteria Aubl

Especie sapota

Nota. Fuente: www.tropicos.org

1.1.2 Antioxidantes presentes en P. sapota
La coloracion naranja de la pulpa del zapote mamey se debe a los carotenoides, los cuales
aumentan durante la maduracién (Alia et al., 2002). Algunos de los pigmentos son de color

pardo rojizo a naranja (Dominguez et al., 2010). Segun Alia et al. (2007), la fruta confiere
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un valor bioldgico, tales como: la vitamina C, Tiamina, Riboflavina y Niacina por su alta
capacidad antioxidante, y a los P-carotenos como precursores de la provitamina A.
Respecto al contenido de carotenoides totales, se encontraron valores entre 1,2 y 1,5 mg de
[-carotenos en 100 g de fruta. Esto indica que los frutos de mamey poseen carotenoides

mismos que aportan nutrientes necesarios para la dieta humada (Sauri et al., 2007).

1.1.3 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el desequilibrio bioguimico propiciado por la produccion excesiva de
especies reactivas y radicales libre, que provocan dafio oxidativo a las macromoléculas y
que no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes de defensa del cuerpo
(Ramos et al., 2006). Este dafio esta relacionado con el envejecimiento. Se presenta en
diversos estados patoldgicos en los cuales se altera la funcionalidad celular, contribuyendo
o retroalimentando el desarrollo de enfermedades degenerativas como la aterosclerosis,

cardiomiopatias, enfermedades neuroldgicas y cancer (Avello et al., 2006).

Los radicales libres o especies reactivas al oxigeno se producen continuamente en el
organismo como parte del metabolismo, siendo los antioxidantes que permiten proteger al
organismo del dafio oxidativo y mantener el balance (Coronado et al., 2015). Sin embargo,
el organismo es vulnerable al dafio que producen las radicales libres bajo ciertas
condiciones, como cuando los sistemas de defensa son ineficientes, en dietas mal
balanceadas, desnutricién o patologias que no permitan la absorcién de antioxidantes o la
adecuada sintesis de enzimas que destruyan a las radicales libres y reparen el dafio
oxidativo (Huerta et al., 2005).

1.1.4 Mecanismo antioxidante

Para Huerta et al. (2005), los antioxidantes tienen un gran poder para disminuir la carga de
radicales libres en el organismo. Ademas, juegan un rol fundamental en la prevencion de
varias enfermedades como: problemas cardiovasculares, tumorales, enfermedades
degenerativas e incluso el proceso de envejecimiento. Para comprender mejor la funcién
fisioldgica de los antioxidantes en el organismo es necesario recordar que el oxigeno actua
como carburante en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas; liberandose

diéxido de carbono, agua, energia caldrica y diversos catabolitos. No obstante, el
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incremento de los procesos metabolicos se acompafia de la produccion de radicales libres
(Zamora, 2007).

Por su parte, las moléculas antioxidantes tienen la propiedad de anular la accion de los
radicales oxidativos mediante varios mecanismos, como son su aniquilacion o la
transferencia de electrones que transforman al radical en una molécula inactiva, cortando la
cadena de reproduccion de radicales derivados. Existen varias moléculas con estas
propiedades antioxidantes como por ejemplo la vitamina C, algunas especies polifendlicas
y los flavonoides (Moss, 2006). Estudios por la Sociedad Americana contra el Cancer
(American Cancer Society) considera que lo més recomendable en el control del estrés
oxidativo por reforzamiento de los sistemas antioxidantes para la prevencién del céncer, es
incrementar el consumo de frutas y vegetales en la dieta, lo cual se ha asociado con una

reduccidn del riesgo de enfermedades crénicas. (Garcia et al., 2013).

1.1.4 Factores que influyen extraccion y estabilidad de los carotenoides

Temperatura

Las condiciones térmicas aumentan sustancialmente las concentraciones de los isbmeros cis
del a-y B caroteno mientras que los isomero trans disminuyeron en un 26 y 35 por ciento
respectivamente, lo que convierte los carotenos trans en ismeros con una menor actividad
de vitamina A (Rodriguez, 1999).

Disolvente

Los carotenoides son compuestos lipidicos, aunque existen algunas excepciones, por lo que
son insolubles en agua y solubles en disolventes orgdnicos como acetona, metanol, éter
dietilico, hexano, cloroformo y piridina, entre muchos otros (Meléndez et al 2007). Por
ellos las propiedades de los carotenoides libres o en disolventes organicos son

significativamente diferentes (Sanchez et al., 1999).
Luz

La propiedad de los carotenoides de absorber la luz se deriva de la presencia de enlaces
dobles conjugados que conforman un croméforo largo que posee la capacidad de absorber
luz en la regidn visible, por esto podemos observar colores que van del amarillo al rojo,

incluyendo el naranja. Este mismo sistema poliénico hace a la molécula extremadamente
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sensible a la degradacion oxidativa y a la isomerizacion inducida por la luz (Sanchez et al.,
1999).

1.1.6 Microencapsulacion

Una microcapsula se compone de dos fases: el nicleo y la pared. El nicleo (activo o fase
interna) se refiere al material especifico a ser recubierto y puede estar en cualquiera estado
de la materia (Villena et al., 2009). La pared de la microcdpsula esta determinada
generalmente por los requerimientos del sistema en cuestion y su aplicacion final, asi como
el método de microencapsulacion seleccionado y las condiciones ambientales a las que las
microcédpsulas seran sometidas (Nava et al., 2015). Los materiales que principalmente
forman la pared son polisacéridos, siendo los mas conocidos los alginatos, la goma gelana,

la goma arébiga y maltodextrina (Gonzalez et al., 2014).

1.1.7 Importancia de la microencapsulacion

En la actualidad uno de los métodos mas utilizados para la conservacion de las propiedades
fisicoquimicas de sustancias quimicas es la microencapsulacion asistido por la tecnologia
de secado por aspersion, que protege a los materiales encapsulados de factores como
temperatura y humedad, permitiendo su estabilidad y viabilidad, también se ha utilizado
para mejorar el sabor (Castafieta et al., 2011). En el caso de farmacos cuya liberacion se
lleva a cabo en el estbmago o en el intestino, permite una maxima absorcion de los

compuestos con un minimo de reacciones adversas (Villena et al., 2009).

1.2 Objetivos

Objetivo General

Extraer, microencapsular y evaluar la actividad antioxidante de los carotenoides del zapote

mamey.
Objetivos Especificos

e Caracterizar la fruta de P. sapota mediante anélisis fisicoquimicos.
e Determinar los pardmetros Optimos de extraccion de carotenoides de P. sapota
mediante la aplicacion de un disefio experimental de superficie de repuesta.

e Microencapsular los carotenoides extraidos de P. sapota.
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e Evaluar la actividad antioxidante in vitro e in vivo del producto final

microencapulado.

1.3 Hipotesis
La extraccion, concentracion y microencapsulacion de componentes de P. sapota influyen

en la actividad antioxidante.

1.3.1 Hipotesis Nula
La extraccion, concentracion y microencapsulacion de componentes de P. sapota no

influye en la actividad antioxidante.

1.3.2 Hipotesis Alternativa
La extraccion, concentracion y microencapsulacion de componentes de P. sapota influye la

actividad antioxidante.

1.4 Variables

1.4.1 Variables Dependiente

Propiedad antioxidante in vitro e in vivo del extracto de P. sapota

1.4.2 Variable Independiente

Disolvente de extraccidn, tiempo de extraccién, cantidad de masa.

18



CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1 Materiales

2.1.1 Materiales de laboratorio

Para realizar el proceso se requirio el uso de los siguientes materiales: matraces Erlenmeyer
de 100, 200 y 1000 ml, probetas graduadas de 25 ml y 100 ml, balones de aforo de 100 ml,
pipetas graduadas de 1, 5 y 10 ml, micropipetas de 20-200 pl, peras de succion, barra de
agitacion, espatula magnética, placas de 96 pocillos y cubetas para un espectrofotometro
UV-Vis (Microplate Spectrophotometer Fisherbrand™ accuSkan™ GO), frascos de vidrio

color &mbar de 100 ml, tubos Falcon de 50 ml, termémetro de -10 a 110 °C.

2.1.2 Equipos de laboratorio

En el proceso de secado y molinado del material vegetal se us6 una estufa (Gander MTN) y
un molino manual marca (Corona). Para la extraccion de los carotenoides del zapote ma
zapote mamey se requirio de los siguientes equipos: plancha de calentamiento (Corning
PC-620), centrifuga (Rotina 380), balanza analitica (Ohaus PA-214), balanza de humedad
(KERN MLS 50-3), rotoevaporador (IKA-RV8). En el proceso de microencapsulacion y
determinacion de la actividad antioxidante se requirié de un mini Spray Dryer (BUCHI-B
290), espectrofotometro  UV-Vis (Microplate  Spectrophotometer  Fisherbrand™
accuSkan™ GO), espectrofotometro infrarrojo FT-IR, camara de flujo laminar, incubadora,
agitador con control de las condiciones de incubacion (New Brunswick Scientific)

Todos los andlisis se realizaron con el paquete estadistico Statgraphics Centurion XVIII
(STATGRAPHICS Centurion XVIII, 2018)

2.1.3 Reactivos

En el proceso de extraccion se uso etanol al 96 % y agua destilada. Para la
microencapsulacion se usaron dos polimeros: goma arabiga y maltodextrina. En el analisis
de la actividad antioxidante in vitro se utilizé: Agua destilada, DPPH 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl y Trolox 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethyl chroman-2-carboxylic acido 97 %.
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Y para la determinacion de la actividad antioxidante in vivo se usaron: vitamina C 500

mg/ml (Bayer), perdxido de hidrégeno, medio YPD y solucién amortiguadora PBS.

2.2. Métodos
2.2.1 Trabajo de campo

Un total de 15 frutas maduras y en buen estado fueron colectados en la Parroquia Zarate
(0°19'14.2"N; 79°25'52.1"W), perteneciente al cantén Quininde, provincia de Esmeraldas.
Subsecuentemente, las frutas fueron guardadas dentro de una funda de papel a temperatura
ambiente para su trasporte seguro a los laboratorios de la Facultad de Ciencia e Ingenieria
en Alimentos y Biotecnologia (UODIDE-ICIA, FCIAB) para su respectivo procesamiento.

2.2.2. Caracterizacion de P. sapota

Tamaro y Peso

Se tomé una muestra al azar de 10 zapotes mamey, y se medi6 el ancho y altura del fruto
usando un calibrador pie de rey (Kex Germany) de 0 a 150 + 0,05 cm de precision, ademas

del peso de la fruta.
pH

Con el uso de una licuadora se obtuvo aproximadamente 100 ml de pulpa de zapote mamey
y con la ayuda de un potenciémetro digital (marca HANNA HI 2221) se medi6 el pH de la

fruta.
Grados Brix

Se uso un refractometro manual (BOECO) para determinar los sélidos solubles asociados al
contenido de azUcar, luego se dejo caer una gota del jugo en el prisma del refractometro y

se procedio a tomar la lectura.
Humedad

Se coloco aproximadamente 3 g de zapote mamey en una balanza de humedad (marca

Citizen modelo MB 200) y se obtuvo la lectura del porcentaje de humedad del fruto.
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2.2.3 Preparacion del material vegetal

Una vez en el laboratorio de la FCIAB, se procedid a descascarar la fruta para retirar la
pulpa. Subsecuentemente, la pulpa fue cortada en trozos hasta poder ubicada en el secador
de bandeja (Gander MTN) a 60 °C por un periodo de 72 horas. Esto permitié eliminar la
mayor cantidad de agua de la fruta. Finalmente, el material vegetal seco se pasd por un
molino hasta obtener un polvo fino, mismo que se guardd en un recipiente de vidrio limpio

para su conservacion.

2.2.4 Extraccion de carotenoides

Se realizé un proceso de separacion solido — liquido con etanol como disolvente organico
en combinacion con tres relaciones de masa distinta de 1:60, 1:70 y 1:80 de material
vegetal con respecto al disolvente. Para la primera relacion 1:60 se pesé 0,833 g de material
vegetal seco en una balanza analitica (Ohaus PA-214) y se afiadio 50 ml de etanol al 96 %.
Para la otra relacion 1:70 se pes6 0,714 g de material vegetal seco en una balanza analitica
(Ohaus PA-214) y se afiadié 50 ml de etanol al 96 %. Para la relacion 1:80 se pes6 0,625 g
de material vegetal seco en una balanza analitica (Ohaus PA-214) y se afiadié 50 ml de
etanol al 96 %. Las muestras fueron colocadas en matraces de 250 ml en una plancha de
calentamiento (Corning PC-620D) con agitacién magnética, a una temperatura de 70 °C, en
tres intervalos de tiempos diferentes 30, 60, y 90 minutos respectivamente. Después se
centrifugod la solucion a 5000 min™ por 5 min para precipitar el material no disuelto y
separar los restos vegetales del extracto liquido. Seguidamente se conservo en frascos de
vidrio color &mbar.

Se medié la absorbancia de las muestras con el uso de un espectrofotometro UV- Vis
(Microplate Spectrophotometer Fisherbrand™ accuSkan™ GO) a longitud de onda de
515 nm (Meléndez, 2017). A continuacién, se determin6 el mejor tiempo y relaciéon de
masa para la extraccion de carotenoides de zapote mamey en base a un disefio experimental

de superficie en el software estadistico StatGraphics Centurion XVIII.
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2.2.5 Analisis del extracto
Se determiné los sélidos totales (SST) mediante la ecuacion 1, las mediciones fueron por
triplicado y con la ayuda de una balanza de humedad (KERN MLS 50-3).
SST = 100 — % humedad
Ecuacion 1. Determinacion de solidos totales.
Se medio la absorbancia de cada extracto a una longitud de onda de 515 nm, (Meléndez,
2017), utilizando como blanco el etanol, en espectrofotometro UV-Vis (Microplate
Spectrophotometer Fisherbrand™ accuSkan™ GO.
Se realizaréa el calculo de la concentracion (C) de carotenoides, para lo cual se uso la
ecuacion 2, utilizando el valor de las absorbancias medidas por triplicado.
B A x 10*
E
Ecuacion 2. Concentracion de carotenoides.

Para calcular la masa de solidos extraidos (MSE) se uso la ecuacion 3.

MSE = M x SST
100

Ecuacion 3. Masa de sélidos extraidos.
También se determind la masa de carotenoides en 100 g de sélidos extraidos con la
ecuacion 4.

mg de Volumen final
mc en 100g = VISE * 100

Ecuacion 4. Masa de carotenoides en cien gramos de solidos extraidos.

Como final se calcul6 el porcentaje de eficiencia de extraccion (% E.Ex) con la ecuacion 5.
%E. Ex = (1) * 100
oL. = MV

Ecuacidn 5. Porcentaje de eficiencia de extraccion

2.2.6  Analisis Estadistico

Se us6 un programa de computacién estadistico Statgraphics Centurion 16.1 por sus
posibilidades de automatizacion de los complejos calculos estadisticos para el analisis de

los datos (Avello et al., 2003). Se analizd la respuesta para determinar la mejor relacion
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entre material vegetal/volumen de disolvente y su tiempo de extraccion con relacion a la
eficiencia de extraccion y masa de carotenoides por cada 100 g de solidos extraidos, con un
disefio experimental 32, es decir que intervienen dos factores con tres niveles, el factor A es
la relacion material vegetal/volumen de disolvente (ao= 1:60, a1=1:70, a»,= 1:80) y el factor
B es el tiempo de extraccion (bo=30 min, b1=60 min, b2=90 min), la variable de respuesta

correspondio a la concentracion de carotenoides.

2.2.7 Microencapsulacion del concentrado

Las muestras extraidas fueron previamente concentrada a 68 °C y con una presion reducida
para separar el etanol al 96 % y conservando los carotenoides con el uso del
Rotoevaporador. A continuacion, se realiz6 el proceso de microencapsulado con el equipo
mini Spray dryer (BUCHI-B 290), con anterioridad se prepar6 la emulsion con
maltodrextrina, goma arabiga y el extracto acuoso, en relaciones iguales respectivamente de
50:50:50 y agit6 en una plancha de calentamiento a 50 °C y 500 rpm para homogenizar la
emulsion.

Luego, se aliment6 la emulsion al mini Spray dryer (BUCHI - B290) para empezar la
microencapsulacion en la cdmara del equipo con una temperatura de entrada de 150 °C y de
salida de 90 °C, ambas con un intervalo de + 2°C, con un porcentaje de flujo de aire de
secado del 100 % y un flujo de aire de atomizacion entre 400 y 600 L/h (Figueroa et al.,
2016). Una vez terminado se colectd el microencapsulado y se almacend en una funda de

sello hermético con el fin de preservar el producto.

2.2.8 Eficiencia de la microencapsulacion

Para determinar la eficiencia de microencapsulacion, se disolvié 1 g de microencapsulado
en 10 ml de agua destilada y también en 10 ml de etanol al 96 % y se agito durante 10 min
para homogenizar la solucion. Luego se midio la absorbancia a 515 nm para obtener la

concentracion y se aplico la siguiente ecuacion (6).

Concentracion de agua — Concentraciéon en etanol al 96%

EM= —
Concentracion de agua

Ecuacion 6. Porcentaje de eficiencia de la microencapsulacion
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2.2.9 Espectrofotometria Infrarroja

Con la colaboracion de la Escuela Superior Politécnica del Chimborazo (ESPOCH),
Facultad de Ciencias, Laboratorio de Quimica Instrumental, se verificd la eficiencia de
microencapsulacion por medio de espectrofotometria infrarroja FT-IR, que se enfoca en la
identificacion de compuestos quimicos y contrastar la autenticidad de un producto
(Castorena et al., 2011).

2.2.10 Evaluacion de la actividad antioxidante del concentrado microencapsulado in
vitro

Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de alimentos y
plantas medicinales. No obstante, aquel que ha recibido una preferencial atencién es el
método que utiliza el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) el cual se usé para
determinar el potencial antioxidante in vitro del extracto microencapsulado del zapote
mamey con el analogo de la vitamina E conocido como Trolox (Bobo et al., 2015). Para la
curva de calibracion se prepararon soluciones estandar de Trolox a concentraciones de 50,
100, 200, 300, 400 y 500 pumoll?, se utiliz6 como disolvente para las diluciones una
solucidn etanol y agua 50:50.

Ademas, se preparé una solucion de 150 pmollt del radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), usando como disolvente una mezcla de metanol agua en
proporcione 80:20 de volumen. Se realizé una dilucion 1/50 del extracto concentrado de
zapote mamey, al igual que se disolvio 0,2 g del microencapsulado en 0,8 g de agua
destilada, hasta llegar a una dilucion 1/200. En una placa de 96 pocillos se colocé el blanco
(20 ul de agua destilada con 180 pul de la solucién metanol / agua), una muestra control (20
ul de agua destilada con 180 pl de la solucion DPPH), luego se agregd 20 ul de la dilucion
1/10 del concentrado previamente preparado de zapote mamey, con 180 ul de la solucién
DPPH y 20 pl del microencapsulado antes preparado con 180 pl de la solucién DPPH. Se
Ilevé la placa a una hora de incubacién en espectrofotometro y se leyé la absorbancia a una
longitud de onda de 515 nm.

Para la obtencidn de los resultados en umol trolox/g, primero se determiné el porcentaje de

DPPH inhibido por medio de la ecuacion 6, y se realiz6 la curva de calibracion con el
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porcentaje de inhibicion de DPPH vs umol Trolox, para obtener la ecuacion de regresion
lineal que permitio obtener el contenido pmol trolox/g del extracto como del concentrado
como del microencapsulado.
%DPPH = [1 - (H)] « 100

Ecuacion 6. Porcentaje de inhibicién de DPPH
Donde:
Am = Absorbancia medida de cada microencapsulado y del concentrado de P. sapota
Ab = Absorbancia del blanco

A = Absorbancia de la solucion control

2.2.11 Evaluacion de la actividad antioxidante del concentrado microencapsulado in
Vvivo

Para analizar la actividad antioxidante in vivo del microencapsulado de zapote mamey se
utilizé el protocolo propuesto por Peldez et al. (2016) y utilicé Saccharomyces cerevisiae
como microoganismo modelo. Para ello, se inocul6 una colonia aislada de S. cerevisiae en
200 ml de medio agar YPD (4 g de glucosa, 29 de levadura y 4 g de peptona) y se
extendieron sobre pacas para ser incubadas a 28 °C durante 72 h. Posteriormente se inocul6
una cepa de levadura en 5 mL de medio YPD liquido fresco y se incubd a 6 horas a 28 °C
con agitacion constante de 40 min™.,

Se realiz6 una dilucién 1/10 del cultivo y se inoculé 5 pl en 3 ml de medio liquido YPD en
el que se agregé 1 ml de microencapsulado a una concentracion 25 mg/mL (0,125 g de
microencapsulado en 5 ml de agua destilada) y 50 mg/mL (0,25 g de microencapsulado en
5 ml de agua destilada) durante 18 h a 28 °C con agitacion 100 min. El control positivo se
realiz6 en iguales condiciones para lo cual se inoculd 5 pl en 3 ml de medio YPD liquido
junto con 1 ml de vitamina C a una concentracion 25 mg/ml (1,75 ml de vitamina C en
3,5 ml de agua destilada) y 50 mg/ml (2,5 ml de vitamina C en 2,5 ml de agua destilada),
para inducir una respuesta antioxidante. En el caso del control negativo se inoculd 5 ul de
la dilucion en 3 ml de medio liquido YPD, sin ningun ingrediente antioxidante y se dejé

reposar bajo las mismas condiciones del microencapsulado y el control positivo.
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Transcurridas las 18 h se recogieron las células mediante centrifugacion a 2700 min?,
durante 10 minutos, a 20 °C y se resuspendio el precipitado en 3 ml de PBS pH 7,4 y se
determiné la absorbancia a 600 nm en un espectrofotdmetro UV-VIS (Microplate
Spectrophotometer Fisherbrand™ accuSkan™ GO), hasta llegar a una absorbancia de 0,1
en cada uno de sus tratamientos.

Para la etapa de estrés oxidativo se afiadio 1 ml perdxido de hidrégeno (H202) en dos
concentraciones de 3 mmoll* y 0,5 mmoll™ para las concentraciones de microencapsulado
y vitamina C. A continuacién, fue incubado durante 60 min a 28 °C, para luego los
oxidantes ser eliminados mediante centrifugacion a 2700 min, durante 10 min a 20 °C.

El pellet se resuspendié en 1 ml de medio liquido YPD y se sembraron 250 ul de cada
cultivo por triplicado para cada combinacion de condicion, en una placa de microtitulacién
de 96 pocillos. El crecimiento de S. cerevisiae se llevé a 30 °C en un espectofotometro UV-
VIS (Microplate Spectrophotometer Fisherbrand™ accuSkan™ GO) con lector de placas
de 96 pocillos a 600 nm durante 20 h con agitacion antes de cada lectura.
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados

3.1.1 Caracterizacion del fruto del mamey

Los resultados de la caracterizacion son presentados en la Tabla 2. El promedio de la
longitud de 10 frutos del mamey fue 10,16 + 0,73 cm, mientras el ancho fue de 7,74 + 0,44
cm. El peso fue de 322,4 + 39,4 g. El pH del jugo de mamey fue determinado triplicado
con un valor de 4,82 + 0,06, lo cual indic6 que es una fruta ligeramente acida, similar a los

reportados por Cotrina et al. (2014).

Por otro lado, la humedad del fruto completo con semilla fue de 68,91 % y por ultimo un
parametro muy relacionado con la calidad del fruto es el contenido de solidos solubles
(Diaz et al., 2000), el cual fue de 18 grados Brix, segin Gaona et al. (2008). Los valores del
zapote mamey depende de su estado de maduracién y se encuentran entre 9 y 36 grados

Brix, lo que demuestra que es una fruta con altas concentraciones de azucares.

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del zapote mamey

Variable Resultado
Longitud de la fruta 10,16 cm
Ancho de la fruta 7,74 cm
Peso de la fruta 322,49
pH de pulpa 4,82
Brix de pulpa 18
Humedad 68,91 %
Color Amarillo ambar
Olor Agradable
Sabor Ligeramente dulce
Textura Pastosa
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3.1.2 Extraccion de carotenoides
Se midié la absorbancia de todos los tratamientos (Anexo 2) a una longitud de onda de 515

nm para el célculo del contenido de carotenoides (Meléndez, 2017).

En la Tabla 3 se muestra el andlisis de varianza realizado a los resultados del disefio.

Tabla 3. Anélisis de Varianza para Carotenoides extraidos de zapote mamey

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Razon-F Valor-P
Medio

A:Relacion 0,0234722 1 0,0234722 0,15 0,7061

MV/VD

B:Tiempo 12,2513 1 12,2513 76,48 0,0000

extraccion

AA 9,11845 1 9,11845 56,92 0,0000

AB 5,45401 1 5,45401 34,05 0,0000

BB 12,2218 1 12,2218 76,29 0,0000

Bloques 0,00245185 2 0,00122593 0,01 0,9924

Error total 3,04373 19  0,160196

Total (corr.) 42,1151 26

Nota. MVVVD= Relacién de masa con disolvente

A un 95 % de confianza con la tabla ANOVA (Tabla 3) se obtuvo un valor de p=0,7061
qgue es mayor a un nivel de significancia del 0,05 % por lo que se comprueba que la
relacion de la masa vegetal / volumen de disolvente (MV/VD) no influye
significativamente en la respuesta experimental, y el valor de p=0,000 define que el factor
tiempo fue el que mas tuvo influencia en la extraccién, en base a los resultados

experimentales analizados estadisticamente reportados en la Tabla 3.
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La Tabla 4 muestra los valores de respuesta 6ptima.

Tabla 4. Respuesta Optima

Factor Bajo Alto Optimo
Relacion MV/VD 60,0 80,0 67,4
Tiempo extraccion 30,0 90,0 30,0

El tiempo de extraccion optimo fue de 30 minutos con una relacion masa-disolvente de
1:67 para extraer los carotenoides que se encontraron ligados a la muestra (Meléndez,
2017), obteniéndose un promedio de 14,70 g de carotenoides extraidos por cada 100 g de

material vegetal seco.

La Figura 2 muestra el diagrama de Pareto estandarizado. Segun Sales (2013), el uso de
este diagrama permite identificar visualmente en una sola revision tales minorias de
caracteristicas vitales a las que es importante prestar atencidén y de esta manera utilizar

todos los recursos necesarios para llevar a cabo una accién correctiva.

I -

BB

AA

AB

A:Relacion MVVD

0 2 4 6 8 10
Efecto estandarizado
Figura 2 Diagrama de Pareto estandarizado para carotenoides extraido de zapote mamey

Los factores tiempo y relacibn masa / disolvente (MV/VD) contribuyeron
significativamente en la extraccion de carotenoides. Como se muestra en la Figura 2, al
analizar el diagrama de Pareto, se determind que el tiempo de extraccion fue el que mas
influencia tuvo en la extraccion con un tiempo 6ptimo de 30 min. La relacion de la masa

vegetal / volumen de disolvente (MV/VD) para la extraccion fue de 1 parte de masa vegetal
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por 67 partes de disolvente, debido a que a mayor volumen de disolvente, permite la

extraccion de carotenoides en mayor cantidad.

El disefio experimental de superficie de respuesta 3% permite analizar la influencia de los
dos factores estudiados, teniendo en cuenta que la relacion masa vegetal / disolvente
(MV/VD) como el tiempo de extraccion tienen un efecto significativo como se muestra en

la Figura 3, donde se relacionan los efectos principales en la extraccion de carotenoides.

Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 3 Gréfica de superficie de respuesta estimada de loes efectos principales en la extraccién de
carotenoides. MV/VD= relacion de masa el material vegetal con el disolvente etanol 96 %. Los carotenoides
tienen una concentracién en mg/100 gy el tiempo en minuto.

En la Figura 3 se observa que la relacion MVVD 6&ptima fue de 1:67, permitiendo la mayor
extraccion de carotenoides durante 30 minutos como tiempo de extraccion optimo. Este
tiempo de extraccién al parecer influye directamente en la cantidad de carotenoides
extraidos del zapote mamey, permitiendo la saturacion completa del disolvente en la

extraccién de los metabolitos.

3.1.3 Anadlisis de la eficiencia de microencapsulacion
Con el uso de un mini Spray Dryer se microencapsulé mediante secado por aspersion, el

cual es un método de microencapsulacion ampliamente utilizado en la industria que
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consiste en la dispersion de la sustancia a encapsular (concentrado de zapote mamey) en el
agente encapsulante (maltodextrina y goma arébiga), seguido de una atomizacion de la
muestra en una camara a alta temperatura, el solvente se evapora instantaneamente y el
material activo queda atrapado dentro de una pelicula de material encapsulante (Figueroa et
al., 2016)

Tabla 5. Porcentaje de eficiencia de microencapsulacion (% EM)

Dilucién 1:10 Absorbancia Concentracion % E.M
mg/L
Agua 1,11 2,80 £ 0,06 94,80+0,1
Etanol 21,27 53,85+ 0,18

Por medio de una dilucién 1:10 del microencapsulado en agua y etanol al 96 %, se
obtuvieron las concentraciones de carotenoides presentes en la superficie y el interior del
microencapsulado, con lo cual en la Tabla 5 se muestra las concentraciones que se
determinaron por medio del calculo para la eficiencia del microencapsulado, el mismo que
fue del 94,80 %. Este valor obtenido de eficiencia de microencapsulacion es cercano al
porcentaje de eficiencia de 96,21 % obtenido por Fiallos (2019), en la microencapsulacion
de licopeno con el uso de maltodextrina y goma arabiga. Segin Luna et al. (2016) la
correcta eleccion del material encapsulante es muy importante, ya que influye en la

eficiencia de la encapsulacion y la estabilidad de la microcépsula.

3.1.4 Andlisis por espectrofotometria infrarroja FT-IR

En base a un rango espectral de 4360 cm™ a 760 cm™ y con un porcentaje de transmitancia
entre 40 y 110 % se analizaron las muestras del concentrado de carotenoides, el
microencapsulado y la mezcla polimérica. La espectrofotometria infrarroja tiene sus bases
fisicas en la vibracion molecular y esto ofrece muchas posibilidades en el analisis de

compuestos de origen biologico (Castorena et al., 2011).
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Figura 4. Espectrofotometria infrarrojo FT-IR para comprobar la eficiencia del microencapsulado. A)
Espectro del concentrado de carotenoides; B) Espectro del microencapsulado de carotenoides; C) Espectro
de la mezcla polimérica
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La caracteristica estructural mas notoria en los carotenoides es el sistema de dobles enlaces
conjugados, responsable de su color, reactividad y forma, asi como de su papel en procesos
de trasferencia de energia (Meléndez, 2017). Los picos méas significativos dentro del
concentrado sin microencapsular fueron a 1041,37 cm™ (Figura 4A) y corresponden a las
bandas pertenecientes a los grupos (-C-C) de carbohidratos de 1082 - 1034 cm™ (Bolio et
al., 2013). El pico 1041,37 cm™ (Figura 4B y C) se encuentran minimizados una vez que el
concentrado de mamey se microencapsulé con maltodextrina y goma arabiga, debido a que
la mezcla polimérica recubre estos grupos funcionales, al igual que los enlaces dobles (-
C=C) en 1600 y 1400 cm™* (Castafieda et al., 2013), formando una armadura para proteger a
los carotenoides, lo que demuestra la efectividad del proceso de microencapsulacion

mediante secado por aspersion.

3.1.5 Actividad antioxidante in vitro del microencapsulado

El consumo de antioxidantes en la dieta diaria tiene un aporte importante al organismo.
Bajo este contexto, los métodos de microencapsulacion de antioxidantes mediante secado
por aspersion permiten obtener microcapsulas como un producto totalmente seco y estable,
con el fin de puedan liberar su contenido de carotenoides a velocidades controladas bajo
condiciones especificas a la vez que protege al compuesto encapsulado de la luz vy el
oxigeno (Arteaga et al., 2016)

Este ensayo permiti6 evaluar la actividad antioxidante del concentrado vy el
microencapsulado del zapote mamey, en base a la reduccién del radical libre DPPH en la
presencia de compuestos antioxidantes. Segun Guija (2015), este radical libre es susceptible
a reaccionar con compuestos antioxidantes a tras de un proceso caracterizado por la cesion

de un atomo de hidrégeno proporcionado por el agente antioxidante.

Para Bobo et al. (2015), la cuantificacion de la actividad antioxidante se basa en la
decoloracion del reactivo a aproximadamente 515 nm. En la Tabla 6 se muestra el potencial

antioxidante que posee zapote mamey en equivalentes en Trolox.
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Tabla 6. Resultados de inhibicion por DPPH

Muestras Diluciones Absorbancias % de pmol

Inhibicion equivalentes

de Trolox I
Concentrado 1/200 0,410 33,84 253,21
Microencapsulado 1/200 0,347 45,34 385,19

Para calcular el porcentaje de inhibicion de DPPH se uso la ecuacion 6, detallada en la
metodologia, y se grafico frente a las umol Trolox (50 — 500 pmollt) que se muestra en el
Anexo 4. En este sentido, se obtuvo la siguiente ecuacion de recta y = 0,0871+11,788 junto
con un R?=0,99.

En base a la curva de calibracion Trolox se determind el porcentaje de inhibicion de DPPH
para las muestras diluidas de 33,84 % para el concentrado y de 45,34 % para el
microencapsulado y con una relacion a la concentracion de pmol equivalentes de Trolox se
obtuvo valores de 253,21 umoll™ y 385,19 pmoll? respectivamente (Tabla 6) y que dan

como referencia el potencial antioxidante de cada muestra.
3.1.6 Actividad antioxidante in vivo del microencapsulado

Para analizar la actividad antioxidante del microencapsulado de P. sapota se utilizd el
protocolo sugerido por Peléez et al. (2016).

Como se muestra en la Figura 5 y 6 existen diferentes curvas de crecimiento de S.
cerevisiae después de las 24 h de incubacion. Dos corresponden al microencapsulado a 50
mg/ml y 25 mg/ml, con la adicion del peréxido de hidrégeno a concentraciones de 3 mmoll
1y 0,5 mmoll? respectivamente. En adicion a esto tenemos las dos curvas con vitamina C
en concentraciones de 50 mg/ml y 25 mg/ml con la adicion del perdxido a 3 mmollty 0,5
mmoll? cada uno. Por otra parte, tenemos la curva de crecimiento de S. cerevisiae con la
adicion del perdxido al 3 mmoll* y 0,5 mmoll? y finalmente otra curva de S. cerevisiae sin
adicion de ningun tratamiento. Las absorbancias fueron medidas a una longitud de onda de
600 nm debido a que la medida de la Absorbancia es una forma rapida y facil de estimar el

crecimiento de la biomasa (Rodriguez et al. 2018).
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—@— Levadura + Per6x 3 mmoll”-1
Vitamina C 50 mg/ml - Per6x 3 mmolI*-1
Vitamina C 25 mg/ml - Perdx 3 mmoll”-1
—@— Microencapsulado 50 mg/ml - Per6x 3 mmolI~-1
—@— Microencapsulado 25 mg/ml - Peréx 3 mmoll~-1
—®— Levadura sin tratamiento oxidante ni antioxidante

Figura 5 Curva de crecimiento de S. cerevisiae frente a un estrés oxidativo inducido por H,O; 3 mmoll.

Nota: Mediciones cada 20 minutos durante 18 horas.

La curva generada por el crecimiento de S. cerevisiae con el microencapsulado a 50 mg/ml
y 25 mg/ml junto con el peréxido de hidrdégeno a concentracion de 3 mmoll™ tuvo un fase
de acondicionamiento y crecimiento buena, ya que trascurridas las 20 horas de incubacion
Ilego a una absorbancia de 1,259 y 1,185 respectivamente, comparado con la levadura sin
antioxidante y con peroxido de hidrogeno al 3 mmoll? donde su absorbancia fue 0,971,
siendo los antioxidantes microencapsulados de zapote mamey capaces de secuestrar
especies reactivas del oxigeno producidas por el peréxido de hidrégeno (Sanchez et al.
2005)

La Figura 6 a diferencia de la Figura 5, se relaciona con una concentracion de 0,5 mmoll™

de peroxido de hidrogeno con la que se comparo las curvas de crecimiento de S. cerevisiae
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con el microencapsulado, donde se puede apreciar una mayor absorbancia por parte del
microencapsulado a 50 mg/ml y 25 mg/ml de 1,335 y 1,301 respectivamente, por lo cual se
mantiene la tendencia en las curvas de crecientito de la Figura 5 y 6 con respecto al

potencial antioxidante de zapote mamey ante el peréxido de hidrdgeno de este ensayo.
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1,200 1,135
1,094
1,000 1,032
£
e
3
2 0,800
38
<
0,600
0,400
0,200
0,000
0,00 5,00 10,00 1 jempo (h) 15:00 20,00 25,00

—®— Levadura + Per6x 0,5 mmoll~-1
—®—\Vitamica C 50 mg/ml - Per6x 0,5 mmoll~-1
Vitamina C 25 mg/ml - Peréx 0,5 mmoll”*-1
—@— Microencapsulado 50 mg/ml - Per6x 0,5 mmoll~-1
—@— Microencapsulado 25 mg/ml - Peréx 0,5 mmoll~*-1
—@— L_evadura sin tratamiento oxidante ni antioxidante
Figura 6 Curva de crecimiento de S. cerevisiae frente a un estrés oxidativo inducido por H,0; 0,5 mmoll.

Nota: Mediciones cada 20 minutos durante 18 horas.

3.2 Verificacion de hipotesis
Por medio del analisis de los datos obtenidos en los diferentes ensayos realizados in vitro e

in vivo.
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Ho # 0 Se rechaza la hipotesis nula.

Ha = 0 Se acepta la hipdtesis alternativa, por lo que se considera que los factores analizados

si influyen en la actividad antioxidante.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se caracterizd la fruta de zapote mamey utilizadas para la extraccion de
carotenoides cuyo tamafio promedio fueron de 10,16 cm de alto y 7,74 cm de ancho,
con un peso promedio de la fruta de 322,4 g y con una humedad del 68,91 %;
ademas de un pH ligeramente acidé de 4,82 del jugo extraido de la pulpa con 18
grados Brix.

Se determinaron las condiciones Optimas de extraccion de carotenoides para zapote
mamey aplicando un disefio experimental de superficie de respuesta 32, del cual por
medio de un andlisis estadistico se establecio que la mejor combinacién de factores
fue una relacion de 1 parte de masa por cada 67 partes de disolvente etanol 96 %,
con un tiempo de extraccion de 30 min, lo que permitié alcanzar una concentracion
maxima de 14,70 g de carotenoides por cada 100 g de material vegetal seco
extraido.

Se microencapsuld el extracto concentrado de zapote mamey mediante secado por
aspersion, con maltodextrina y goma arabiga, obteniéndose una eficiencia de
microencapsulacion de 94,8 %, se demostrd mediante espectofotometria infrarroja
FT-IR que los carotenoides fueron protegidos por la mezcla polimérica.

Se evalu6 la actividad antioxidante in vitro mediante una prueba de DPPH
obteniéndose valores equivalentes de Trolox de 253,21 umoll™ para el extracto
concentrado y de 385,19 umoll™ para el microencapsulado. Este efecto antioxidante
fue corroborado mediante la prueba in vivo en S. cerevisiae en la que el
microorganismo tuvo un mayor crecimiento con el microencapsulado a 50 mg/ml,
alcanzandose absorbancias maximas de 1,259 y 1,335 para peroxido de hidrogeno 3
mmoll* y 0,5 mmoll* respectivamente, en comparacion con la curva de crecimiento
de la levadura sin el microencapsulado, incluso superando los valores alcanzados

por la vitamina C.
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4.2 Recomendaciones

Evaluar la extraccion usando otros disolventes como metanol o acetona.

Utilizar cepas de S. cerevisiae certificadas con el fin de evitar posibles variaciones
entre levaduras aisladas de manera tradicional.

Variar las concentraciones de vitamina C, peroxido y el microencapsulado en la
prueba in vivo para tener mas claro el efecto antioxidante en S. cerevisiae.

Realizar ensayos in vivo en animales de laboratorio para determinar el poder

antioxidante de zapote mamey.
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ANEXQOS

Anexo 1. Resumen del proceso experimental
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Anexo 2. Datos obtenidos para la determinacién de las condiciones dptimas de extraccion

de carotenoides con distintos tratamientos.

Tratamiento Material Absorbancia  Con. % Solidos  Masa de Con. de
Vegetal mg/L  Humedad  totales solido carotenoides
(9) extraido mg/100g

R: 1/60 0,833 0,2782 0,806 99,490 0,510 0,245 15,811
t: 30 min 0,833 0,2775 0,804 99,490 0,510 0,245 15,772
0,833 0,2765 0,801 99,343 0,657 0,315 12,199

R: 1/60 0,833 0,3095 0,897 99,210 0,790 0,363 11,356
t: 60 min 0,833 0,3073 0,891 99,267 0,733 0,337 12,152
0,833 0,3051 0,884 99,238 0,762 0,350 11,611

R: 1/60 0,833 0,3699 1,072 98,993 1,007 0,423 10,647
t: 90 min 0,833 0,3688 1,069 99,001 0,999 0,420 10,701
0,833 0,3671 1,064 98,993 1,007 0,423 10,567

R: 1/70 0,714 0,2500 0,725 99,478 0,522 0,251 13,882
t: 30 min 0,714 0,2561 0,742 99,514 0,486 0,233 15,274
0,714 0,2521 0,731 99,496 0,504 0,242 14,499

R: 1/70 0,714 0,2570 0,745 99,363 0,637 0,293 11,782
t: 60 min 0,714 0,2571 0,745 99,417 0,583 0,268 12,782
0,714 0,2594 0,752 99,390 0,610 0,281 12,326

R: 1/70 0,714 0,2831 0,821 99,385 0,615 0,258 13,243
t: 90 min 0,714 0,2804 0,813 99,372 0,628 0,264 12,942
0,714 0,2824 0,819 99,378 0,622 0,261 13,160

R: 1/80 0,625 0,2141 0,621 99,492 0,508 0,244 12,216
t: 30 min 0,625 0,2147 0,622 99,492 0,508 0,244 12,250
0,625 0,2175 0,630 99,551 0,449 0,216 14,041

R: 1/80 0,625 0,2215 0,642 99,376 0,624 0,287 10,289
t: 60 min 0,625 0,2214 0,642 99,417 0,583 0,268 11,008
0,625 0,2239 0,649 99,396 0,604 0,278 10,745

R: 1/80 0,625 0,2519 0,730 99,400 0,600 0,252 12,169
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t: 90 min

0,625 0,2521 0,731 99,484 0,558 0,217
0,625 0,2525 0,732 99,484 0,558 0,217

14,161
14,184

Anexo 3. Efectos principales para carotenoides extraidos.
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Anexo 4. Curva de Calibracion del Trolox

60

% de inhibicion
w
o

20

10

y=0,0871x + 11,788
R?=0,9941

100 200 300 400 500 600

u mol de Trolox LA-1

49



