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RESUMEN

Los nutraceuticos son compuestos funcionales con actividad fisiologica que ofrecen
una excelente oportunidad para mejorar la salud, por lo que se planteo la elaboracion
de un producto nutracéutico a base de pitahaya (Selenicereus megalanthus),
evaluando su efecto sobre la regulacion de hipercolesterolemia. El estudio fue de tipo
experimental con pre y post-prueba. EI proceso metodoldgico se dividio en tres fases:
Fase | elaboracion del producto nutracéutico, utilizando una proporcion 1:1 de
pulpa/extracto de céscara de pitahaya, adicionando gelatina sin sabor, logrando un
postre de textura firme. Fase Il: Andlisis proximal obteniendo 86,74% de Humedad,
0,64% de Cenizas, 6,22% para proteinas, 0,15% de grasa, 6,24% para carbohidratos,
para un aporte calorico de 51,22 Kcal/100g. Fase Il Determinacion del efecto del
producto nutracéutico sobre la regulacion de los niveles de colesterol; utilizando 20
ratones (Mus musculus) machos de la linea BIOU:NMRI de cuatro semanas de edad,
divididos en 4 grupos experimentales de 5 animales c/u. Tuvo una duracién de 15
dias para la induccion de la patologia por medio de una dieta hiperlipidica y 15 dias
para la administracion del producto nutracéutico en dos grupos experimentales (T1 y
T2 con y sin cambio de dieta, respectivamente). Las muestras de sangre se tomaron
por medio de la técnica del seno venoso retroorbital, para realizar el analisis de
colesterol total (Colestat Wienes Lab.). Los datos se analizaron mediante SPSS 20.0
aplicando estadistica descriptica, prueba de Kruskal-Wallis y prueba post-hoc. Se
concluye que el nutracéutico contiene un efecto hipolipemiante, observando una
diferencia estadisticamente significativa (p<0,01) entre el grupo T2 y el grupo sano.

Palabras Clave: nutracéutico, hipercolesterolemia, pitahaya amarilla.
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INTRODUCCION

La presente investigacion tuvo como proposito fundamental el elaborar un producto
nutracéutico a partir de la pitahaya, el evaluar su efecto sobre la salud
especificamente sobre la regulacion de los niveles de hipercolesterolemia, asi como el
analizar su composicion proximal. Ante este escenario es importante destacar que los
productos nutracéuticos en ocasiones son confundidos con los alimentos funcionales;
en el fondo del concepto de nutracéutico, yace la idea de que el alimento que lo
contiene es “bueno para la salud”, aunque el responsable directo de ese efecto no sea

todo el alimento sino una sustancia determinada.

Al introducir el concepto de dieta mediterranea con Ancel Keys en el Estudio
de los Siete Paises, o la paradoja francesa, en el &mbito de la medicina, comenzo a
observarse un progresivo interés cientifico por analizar cuales sustancias de nuestra
alimentacion podrian ser beneficiosas para la salud, mas alla de su propia capacidad
nutricional. Fue en 1989-90 cuando el Dr. Stephen Defelice define los nutracéuticos
como productos elaborados a base de un alimento o de alguna de sus partes, que
proporciona beneficios médicos o para la salud, incluyendo la prevencion y/o el
tratamiento de enfermedades y que pueden utilizarse como complemento de
medicinas (Valenzuela et al., 2014). La industria alimentaria irrumpe en este
escenario introduciendo esas sustancias beneficiosas, los nutracéuticos, procedentes

de los alimentos que elabora y que frecuentemente se presentan en el mercado con



conservantes, colorantes y otros aditivos que los hacen poco confiables a los ojos del

consumidor (Sociedad Espafiola de Cardiologia, 2007).

Este término y este tipo de productos en Venezuela no son un concepto
vanguardista, aunque si son pocos los articulos de investigaciones al respecto; tanto
asi, que en la mayoria de publicaciones se resefia que no se dispone de una definicién
unificada o legal puesto que ain es un tema en estudio. Adicionalmente, muchos de
los nutracéuticos o productos similares que se consiguen actualmente en el pais son
provenientes de materias primas importadas, por lo que se considera importante
desarrollar productos a partir de materias primas nacionales ya que Venezuela es un
pais rico en frutas y hortalizas que pudieran tener potencial uso como nutraceuticos,
pero no se conocen bien sus propiedades o posibles aprovechamientos en la industria

pues han sido poco estudiados.

Venezuela cuenta con una variedad de frutas que aportan mucho valor
nutricional, siendo una de ellas la pitahaya. La pitahaya es un cultivo que esta
adquiriendo gran importancia en algunos paises de occidente, por ser no tradicional y
tener gran potencial de exportacion. De acuerdo a su coloracion, pueden distinguirse
dos tipos de pitahaya la roja y la amarilla, entre las rojas estdn las especies
Hylocereus undatus, H. costaricensis, H. polyrhizus, H. purpussi e H. ocamponis,
mientras que, entre las amarillas la mas cultivadas es H. megalanthus sinGnimo de
Selenicereus megalanthus, la cual tiene una superficie cultivada de 1083 hectareas a
nivel mundial. Siendo originaria de Colombia, Peru, Bolivia, Ecuador y Venezuela,

se cultiva principalmente en Colombia, Israel y Ecuador (Lim, 2012).



La pitahaya amarilla es una fruta poco conocida a nivel nacional, sin embargo,
a nivel mundial tiene mayor renombre e incluso es catalogada como fruta gourmet o
delicatessen (Mosquera et al., 2011). Se le atribuye propiedades nutracéuticas, ya que
se ha evidenciado que ademas de ser rica en minerales, vitaminas y fibra, contiene
fitoalblminas que son muy valorados por sus propiedades antioxidantes y sustancias
fitoquimicas que pueden ser utilizadas como colorantes. El origen de esta fruta se
atribuye a las regiones boscosas del tropico y subtrOpico, era recolectado
silvestremente para su alimentacion y medicina por las culturas pre-colombinas; sin
embargo, toma realce a mediados de la década de 1990 (Verona, Urcia y Paucar,

2020).

Su nombre en lengua antillana significa “fruta escamosa” y pertenece a la
familia de las cactaceas (Verona, Urcia y Paucar, 2020). La dltima clasificacion de
cactaceas aceptada por la International Cactaceae Systematics Group es la propuesta
por Hunt (2006), donde reporta que Bauer en 2003, reviso su taxonomia y la especie
Selenicereus megalanthus se la reclasificé en el género Hylocereus y fue renombrado
como H. megalanthus. Sin embargo, en las referencias bibliograficas recientes, aun se

resefia de ambas formas.

Finalmente, la reciente utilizacion de la pitahaya amarilla para elaborar una
diversidad de productos, incluye su empleo como materia prima para elementos de
cosmética, farmacéutica y como alimento funcional gracias a sus caracteristicas que
mejoran la salud. Asi mismo, el desarrollo de los productos asociados a la pitahaya

amarilla corresponde principalmente a productos alimenticios funcionales. En esta



tendencia se encuentra la mayor diversidad de los productos procesados derivados de
la fruta, aunque su principal forma de consumo sigue siendo en fresco (95% segun la
Corporacion Colombia Internacional, CCI, 2006), por sus caracteristicas
organolépticas y sus propiedades fisicoquimicas, nutricionales, terapéuticas,

medicinales y funcionales que promueven una buena salud (CCI, 2006).

En consecuencia a lo anteriormente expuesto, se propuso la elaboracion de un
producto nutracéutico a base de pitahaya (H. megalanthus sinbnimo Selenicereus
megalanthus), midiendo su efecto sobre la regulacion de los niveles de
hipercolesterolemia. Para ello se realizaron varias pruebas hasta lograr la consistencia
y textura deseada para la obtencion de gomitas (presentacion final del producto
nutracéutico) a base de pitahaya. En vista de la carencia de informacidn en relacion a
dicho tema, fue necesario inicialmente realizar una prueba piloto con el fin de
considerar las posibilidades del desarrollo posterior del proyecto. Por su parte, para
evidenciar la eficacia del producto nutracéutico sobre los niveles de colesterol, fue
necesario el uso de animales de laboratorio de la especie Mus musculus, los cuales
fueron separados por grupos (sano y experimental). En el caso de los grupos
experimentales se les indujo la hipercolesterolemia mediante una dieta alta en grasas,
elaborada a base de perrarina y manteca de cerdo. Realizando anélisis bioquimicos
para corroborar los niveles de colesterol inicial, durante y al finalizar la prueba. Al
mismo tiempo, se realizé el analisis proximal del producto nutracéutico (gomitas)

determinando asi su aporte nutricional.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La nutricion es una parte imprescindible para la salud fisica y mental de todo ser
vivo, e indispensable para su actividad diaria y su productividad; hoy se sabe con
certeza que los alimentos en su mayoria pueden prevenir o contribuir en el
tratamiento de enfermedades. En afios recientes, los nutracéuticos han ido cobrando
un papel importante en materia de prevencion y tratamiento de enfermedades, ya que
son sustancias biologias activas extraidas de fuentes naturales que mediante procesos
biotecnologicos antidesnaturalizantes logran conservar sus propiedades y mantener
una vida util durante un periodo corto de tiempo mediante la manipulacion quimica

(Guzman et al., 2009).

En virtud de sus propiedades bioldgicas, algunos de estos bioderivados acttan
como medicamentos potenciales y pueden prescribirse como coadyuvantes
terapéuticos con fines preventivos o curativos. Es bien conocido desde albores del
siglo XX, de la necesidad del organismo para ingerir cantidades razonables y
proporcionales de macronutrientes (proteinas, hidratos de carbono y lipidos) y de

micronutrientes (vitaminas y minerales) para prevenir 0 recuperar a personar



enfermas por deficiencias especificas de estos nutrientes. Es por ello que, se registra
en los dltimos afios diversos proyectos basados en la elaboracion de productos
nutracéuticos con la capacidad de prevenir, combatir e incluso darse a conocer en un

mercado bajo el nombre de complementos alimenticios (Guzman et al., 2009).

En la actualidad, paises como Jap6n o Estados Unidos, son pioneros en el
tema de los productos nutracéuticos, e incluso ya cuentan con una categoria
especifica, normativa legal y abarcan hasta el 35% del mercado en el &mbito de los
productos para la salud (Pérez, 2006). Ahora bien, en Venezuela este tema aun es de
escaso y confuso conocimiento, pues en ausencia de un marco legal vigente, en
ocasiones se suele comercializar productos nutracéuticos como “productos naturales”
pero con un alto contenido de preservantes y otras sustancias quimicas que desvirtian
el principio activo del alimento o su actividad terapéutica, pudiendo tener efectos
secundarios tipicos de un farmaco habitual o bien ser toxico para el consumidor

(Céccaro, 2010, p.12).

Es por ello que, se planted la necesidad de elaborar un producto nutracéutico
que fuese capaz de controlar, regular o mantener los niveles normales de colesterol en
sangre en pacientes con hipercolesterolemia o niveles altos de LDL, en un periodo
relativamente corto de tiempo. Por esta razon, surgié la inquietud de crear el producto
nutracéutico a partir de una fruta nacional poco conocida y por lo tanto poco
comercializada. Entre las frutas estudiadas, destacé la pitahaya amarilla (H.
megalanthus sinénimo Selenicereus megalanthus), a la cual se le han atribuido

propiedades coadyuvantes en la disminucion de los niveles de colesterol.



Adicionalmente, se plante6 que el producto nutracéutico desarrollado fuese
evaluado tanto en términos de macronutrientes, como en su efecto sobre el
tratamiento de hipercolesterolemia, para corroborar que el producto contenga la
cantidad necesaria de principios activos para reaccionar positivamente a nivel
terapéutico y que se logre conservar de manera adecuada las propiedades biol6gicas
activas presentes para que sea considerado un producto funcional, capaz de regular

los niveles de colesterol en sangre.

Formulacion del Problema

¢Como sera el esquema tecnologico para elaborar el nutracéutico, partiendo

de la fruta fresca?

¢Cudl sera la composicion proximal del producto nutracéutico elaborado?

¢Se podréa regular los niveles de hipercolesterolemia con una dosis diaria del

nutracéutico a base de pitahaya?

¢Tendra el nutracéutico a base de pitahaya los principios activos suficientes

para controlar los niveles de hipercolesterolemia?



Obijetivos de la investigacion

Objetivo General

Elaborar un producto nutracéutico a base de pitahaya (Selenicereus
megalanthus), que sea capaz de incidir sobre los niveles de colesterol en sangre,

regulando o controlando sus valores.

Obijetivos Especificos

Elaborar el esquema tecnolégico de obtencion del producto nutraceutico.

Evaluar el aporte de macronutrientes del producto nutracéutico a traves del

analisis proximal.

Valorar el efecto del producto elaborado sobre los niveles séricos de colesterol

a través de andlisis bioquimicos.

Justificacion del Problema

En vista de los grandes cambios realizados en el procesamiento o preparacion de los
alimentos, un producto nutracéutico podria ser considerado como el precursor de lo
que seran los alimentos mas alla del siglo XXI (Boucher, 1999), convirtiendo asi a la
industria de alimentos en una industria de ensamblaje en donde se busca obtener un
suplemento dietético presentado en una matriz no alimenticia (bien sea una capsula,

una mezcla en polvo para bebida, una golosina, etc.) a partir de una sustancia



bioactiva concentrada presente en un alimento, y que al ser suministrada en una dosis
superior, tendra un efecto favorable sobre la salud cuyos resultados podria observarse

mas rapidamente que al consumir el alimento original (Pérez, 2006).

Ahora bien, existe una gran confusion en cuanto al tema o al conocimiento del
término “‘nutracéutico” ya que suele asociarse con el concepto de alimento funcional
o alimento fortificado. A pesar de estar fuertemente relacionados entre si; tanto
cientifica, industrial como econdémicamente, estos difieren en su composicion e
implementacion; ya que un producto nutracéutico es un suplemento no alimenticio
que contiene una sustancia natural bioactiva y se diferencia de un medicamento, en
que este Ultimo no es de origen bioldgico natural. Asi también, difiere de un extracto;
en que este no tiene la capacidad de accion terapéutica que posee un nutracéutico

(Pérez, 2006).

Por otra parte, segun el Centro de Informacion Internacional de Alimentos
(IFIC por sus siglas en Inglés: International Food Information Council), los alimentos
funcionales son aquellos productos a los cuales intencionalmente y en forma
controlada se les adiciona un compuesto especifico para incrementar sus propiedades
saludables (Valenzuela et al., 2014, p. 200). Por ejemplo, el contenido de omega-3
presente en ciertos pescados, es capaz de reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares; este un modelo explicito de un alimento funcional. Mientras que un
alimento fortificado es aquel producto al cual se le adiciona intencionalmente uno o
algunos componentes beneficiosos para la salud segun el requerimiento de una

poblacion en especifico, bajo el sustento de un estudio previo que determine la



carencia de dicho componente (CODEX, 2015), es el caso, por citar algin ejemplo
nacional, el de la avena en hojuelas que es fortificada con vitaminas A y C, Calcio y

Zinc.

Asi mismo, con el transcurso del tiempo y la evolucion de la ciencia basada en
la tecnologia de alimentos, la atencion se fue centrando en los componentes que
tenian alguna funcionalidad para la salud; por ejemplo, aquellos que probaron ser
efectivos aun en pequefias cantidades en enfermedades crdnicas como osteoporosis,
anemia, estrefiimiento e incluso aquellos capaces de reducir el riesgo de desarrollar

algun tipo de cancer (Perez, 2006).

Fue la comunidad cientifica japonesa interesada en el area de la salud, la
precursora en este tema ya que comenzo a realizar estudios basados en el efecto
fisiologico de estos componentes en el sistema de liberacion de celulas en animales.
Aquellos componentes de alimentos o sus derivados que ocasionaron algun efecto
fisiologico en quienes los consumieron fueron refinados y purificados y se
convirtieron en medicinas, sin embargo, sus estudios dieron pie al conocimiento
sobre alimentos funcionales, mas no de los nutracéuticos. De hecho, Japdn es el Unico
pais que ha formulado un proceso regulatorio especifico para la aprobacién de
alimentos funcionales. Conocidos como Food For Specified Health Use (FOSHU),
estos alimentos son elegibles para llevar un sello de aprobacion del Ministerio de
Salud y Bienestar. Cabe destacar, que para 1993, se aprob6 en Japdn, el primer
producto capaz de solucionar el problema de salud que mas incidia en su poblacion;

desde entonces se han desarrollado un nimero importante de productos (Pérez, 2006).

10



Es de suma relevancia la interaccion entre alimento — farmaco — medicina, en
donde la elaboracion de un producto sea capaz de involucrar los tres aspectos
mediante la prevalencia y conservacion idonea de sustancias bioldgicas activas junto
con elementos no nutricionales, los cuales puedan contribuir a la prevencion o retardo
de alguna patologia en especifico. Es por ello que la finalidad de este proyecto es
destacar la oportunidad y la necesidad de elaborar o desarrollar nuevos productos
naturales que permitan un futuro méas saludable para la humanidad, formulando asi
productos o alimentos capaces de prevenir enfermedades o mejorar las funciones
fisiologicas del organismo beneficiando tanto al consumidor como a las grandes

compafiias de alimentos.

Por otro lado, el aporte principal estimado para el producto a desarrollar es el
proveer un beneficio fisiologico para el control o regulacion de los niveles de
colesterol en sangre. En Venezuela las enfermedades cardiovasculares, el cancer y la
diabetes constituyen las principales causas de morbilidad y mortalidad, por lo cual se
hace necesario desarrollar planes de accion al respecto (Hernandez et al., 2017, p.4).
Se estima que en el pais, el 30,2% del aporte promedio de energia suministrada por
los macronutrientes proviene de la ingesta de grasas (Hernandez et al., 2017, p. 16), y
aungue este valor apenas supera el establecido en los valores de referencia de energia
y nutrientes por el Instituto Nacional de Nutricion (INN, 2012a), es importante
considerar que el consumo excesivo de grasas, especialmente si son saturadas,
ocasiona dislipidemias, representando un factor de riesgo para trombosis cerebral y

cardiopatia isquémica (Davila Alcala et al., 2018).

11



Debido a que la hipercolesterolemia es una patologia hereditaria, se puede
mutar el gen receptor de LDL en un individuo asegurando asi un grupo estudio
positivo en su totalidad para dicha patologia, aunque son pocos los centros
especializados donde se analizan estas celulas cultivadas o linfocitos de sangre
circulante (Bilheimer, 1991). Ahora bien, existe otro método mas viable que consta
en inducir la alteracion del nivel de colesterol a través de la dieta, bien sea
combinando colesterol y grasas saturadas o con proteinas como la caseina (Gonzalez
et al., 2010). Considerando lo anterior, el metabolismo de un roedor en especial la
especie Mus musculus, es muy elevado en comparacion con el del ser humano;
ademas de ser un organismo genético excelente, pequefio, prolifico y facil de
mantener, con un tiempo de generacion corto y sobre todo, su estrecha relacion
evolutiva con los seres humanos, lo cual lo convierte desde el punto de vista genético,
conductual y fisiologico en un espécimen idoneo a la hora de trabajar en estudios de

genética humana y medica (Pierce, 2010).

Finalmente, el aprovechamiento de recursos locales que generen nuevos
aportes a la ciencia, a la economia y a la sociedad son los pilares de un
empoderamiento econémico nacional. Es por ello, que en Venezuela debe estudiarse
méas las ventajas de este producto local en lugar de solo exportarlo, y deberia
aprovecharse también para el consumo interno, abriendo espacios para los
productores de materia prima, que podrian ademas identificar y promocionar los
elementos de interés de la fruta por sus caracteristicas nutricionales o medicinales.

Tal es el caso de la Pitahaya, fruta cosechada nacionalmente en los estados Falcon y
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Nueva Esparta pero que es exportada directamente, por lo que surge la idea de crear
un producto innovador para el pais y en especial, elaborado con una fruta local que
sea capaz de influir en la prevencion de enfermedades, o servir como coadyuvante en

el tratamiento de una patologia en especifico.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Antecedentes de la Investigacion

Dado que la presente investigacion se centré en la elaboracion de un producto
nutracéutico y su efecto sobre la regulacion de la hipercolesterolemia, resultd
fundamental dar cuenta de algunas definiciones y procesos necesarios para la
obtencion final del producto, aportando datos de utilidad para el desarrollo del
proyecto; esto mediante trabajos de investigacion ya realizados que estuviesen

relacionados con los objetivos de estudio presentes en la investigacion.

En un estudio de tipo explicativo desarrollado por Valenzuela y Ronco (2004),
se analizaron los fitoesteroles y fitoestanoles como aliados naturales para la
proteccion de la salud cardiovascular. Basado en antecedentes recientes del
Ministerio de Salud en una muestra representativa en mayores de 17 afios, sefialé que
un 35,4% presenta algin nivel de hipercolesterolemia (200 mg/dL) concentrandose la
gran mayoria en el rango de la hipercolesterolemia moderada; por lo cual un manejo
racional de la dieta puede disminuir estos niveles e incluso llevarlos a los niveles

considerados como deseables (menos de 200 mg/dL). Dentro de los componentes de



la dieta que pueden actuar como aliados en el control del colesterol plasmético estan

los fitoesteroles y los fitoestanoles.

Estos son esteroles de origen vegetal y cuya estructura quimica es muy similar
a la del colesterol. Sin embargo, los fitoesteroles difieren estructuralmente del
colesterol (que posee 27 carbonos) por la presencia de sustituyentes de tipo metilo o
etilo en la cadena lateral de la molécula. Los fitoesteroles son particularmente
abundantes en el reino vegetal y estan presentes en los frutos, semillas, hojas y tallos
de préacticamente todos los vegetales conocidos. La literatura cientifico-médica
describe para los fitoesteroles y fitoestanoles una gran variedad de efectos
fisiologicos, atribuyéndoles propiedades antiinflamatorias, antitumorales, bactericidas
y fungicidas. Sin embargo, el efecto mejor caracterizado y cientificamente
demostrado, es el efecto hipocolesterolémico, tanto a nivel del colesterol total como

del colesterol-LDL

Finalmente el particular efecto hipocolesterolémico observado para los
fitoesteroles y sus derivados hidrogenados ha motivado a diferentes empresas el
desarrollo de productos enriquecidos con estos esteroles vegetales. En 1995 una
empresa finlandesa desarroll6 una margarina liviana enriquecida con sitostanol y que
fue un impacto primero en Finlandia y posteriormente en toda Europa. El sitostanol
se obtiene a partir de la hidrogenacién controlada de la oleorresina obtenida de pulpa
de pino. En este producto, el sitostanol esta esterificado con &cidos grasos con el
propésito de aumentar su liposolubilidad y de disminuir su absorcion a nivel

intestinal. Los diferentes estudios nutricionales realizados con la margarina
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adicionada de sitostanol han demostrado su eficacia para disminuir el colesterol
sanguineo en individuos levemente hipercolesterolémicos sin alterar el nivel de

colesterol-HDL y de los triglicéridos.

De igual manera, en un estudio de tipo descriptivo, cuyo objetivo principal fue
presentar una revision de algunos estudios epidemioldgicos acerca de los beneficios
del licopeno en la salud humana. Basadndose en la teoria de que el licopeno al ser
consumido, es incorporado dentro de las micelas de los lipidos dietarios y sistema
linfatico para ser transportado al higado y que debido a su naturaleza lipofilica,
también se encuentra en las fracciones de las lipoproteinas LDL y VLDL y no en las
HDL en el suero. De los datos descritos de algunos estudios citados se pudo concluir
que; en un estudio de cultivo celular se investigaron las propiedades de anti
proliferacion de licopeno en comparacion con o- y B- caroteno, empleando células

cancerosas de endometrio, glandula mamaria y de pulmon.

Los resultados mostraron que el licopeno inhibio el crecimiento de las células
cancerosas en endometrio, mama y pulmoén, y que la a- y - caroteno fueron menos
efectivos como inhibidores de crecimiento de cancer que el licopeno. Ademas de este
efecto inhibitorio sobre las células cancerosas del endometrio, el licopeno también
suprimi6 el factor de crecimiento de tipo insulina-l1. Finalmente algunos
investigadores no reconocen la importancia del licopeno en la salud humana debido a
la falta de actividad de provitamina A, por lo que actualmente no es considerado un
nutriente esencial. Sin embargo, con el reconocimiento del papel que el licopeno

desempefia en la salud humana hay un considerable interés por parte de los
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nutricionistas y otros profesionales de la salud que sugieren niveles de ingesta diarios

basados en conocimientos cientificos (Waliszewski y Blasco, 2010).

Por otra parte, es conveniente mencionar que en un estudio de tipo
experimental, llevado a cabo en la Universiti Putra Malaysia (UPM) por el
departamento de Ingenieria de Procesos y Alimentos de la Facultad de Ingenieria, se
analiz6 las propiedades fisicoquimicas del polvo de fruta de pitahaya entera
influenciadas por dos concentraciones diferentes de maltodextrina (20 y 30%) vy
cuatro temperaturas de entrada diferentes (145, 155, 165 y 175 °C). Las frutas de
pitahaya se mantuvieron en el laboratorio dentro de un frigorifico a una temperatura
de 10° C antes de iniciar el experimento. Los frutos de pitahaya roja se lavaron, se
cortaron en trozos y se extrajo el zumo utilizando un extractor (CLOO3AP; Jack
Lalanne’s Power Juicer, Taiwan); el jugo se filtré primero con un tamiz de 500um
seguido de un segundo filtrado usando un filtro de café (para eliminar la pegajosidad
y reducir a viscosidad del jugo de fruta para facilitar el proceso de secado). Este

proceso se repitio cinco veces.

A medida que aumentaba la temperatura de entrada el contenido de humedad
y la actividad del agua disminuian, y este cambio era evidente con una alta
concentracion de maltodextrina. La mejor condicion de secado por pulverizacion en
relacion con el contenido de betacianina fue una temperatura de entrada de 155 °C y
una concentracion de maltodextrina del 20%. Con respecto a la fluidez, todos los

factores y sus niveles dieron como resultado un polvo que fluia deficiente. Desde el
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punto de vista nutricional la fruta de pitahaya en polvo se encontro rica en proteinas,

grasas, cenizas, fibra y antioxidantes (Tze et al., 2012).

Asi mismo, otra investigacion experimental de tipo Transversal realizada en
los laboratorios de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional de
Chimborazo (UNACH), en el Departamento de Nutricion y Calidad del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) en los laboratorios de la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH)
y financiada por la Secretaria Nacional de Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e
Innovacion (SENESCYT) e INIAP; tuvo el objetivo de evaluar un producto
nutracéutico elaborado a base de los extractos lipidicos del chocho (Lupinus mutabilis
Sweet) y hojuelas de frutas deshidratadas sobre los niveles del perfil lipidico y
glicemia en ratones (Mus musculus). La metodologia experimental, se baso en el
empleo de 35 ratones (Mus musculus), 5 grupos de 7 animales cada uno bien
identificados, a los cuales se les proporciond un alimento hipercalorico y
progesterona (10 mL/Kg) por un periodo de 30 dias con el proposito de inducir a los

animales a un estado hipoglicémico.

El tratamiento propuesto consistié en agua destilada, aceite de oliva, extracto
lipidico de las dos variedades de chocho (450 y criolla) y atorvastatina, los cuales
fueron administrados via oral con un canula gastrica por un periodo de 30 dias,
durante este proceso a los animales se les extrajo muestras de sangre en tres periodos;
iniciales, intermedios y finales para su respectivo analisis. Una vez procesados los

datos y analizados los cuadros de ADEVA se determind que el mejor tratamiento es
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con el chocho 450, existiendo una variacion significativa con respecto a los demas

tratamientos en la disminucion de la glucosa, colesterol y triglicéridos.

Por lo que se obtuvo un alimento nutracéutico elaborado a base de hojuelas de
frutas deshidratadas y extracto lipidico de chocho que posee propiedades capaces de
modificar favorablemente el perfil lipidico en animales de experimentacién gracias al
contenido de acidos grasos que posee el chocho, con porcentaje bajo de acidos grasos
saturados, y un 80% de acidos grasos insaturados, nivel proximo al aceite de soya
(81%). En definitiva el modelo experimental en animales reproduce de una forma u
otra los mecanismos patogénicos de la enfermedad humana. Se concluye que la
administracion del extracto lipidico de chocho 450 y criolla reduce significativamente
los niveles de perfil lipidico en los animales de experimentacion para lo cual se aplicd

el test TUKEY HSD al 95% (Ricafuerte y Lema, 2015).

Por otra parte, en un trabajo publicado por la Revista Cubana de Cardiologia y
Cirugia Cardiovascular acerca del papel de la nutrigenémica y los nutracéuticos en la
prevencion de las enfermedades cardiovasculares llevada a cabo por la Universidad
de Las Ameéricas (Puebla, México), se describen algunos nutracéuticos de facil acceso
a la poblacion mexicana, de los cuales se ha demostrado su efectividad en la
prevencion de complicaciones en las enfermedades cardiovasculares, sobre todo en el
control de dislipidemias, tanto para su conocimiento como para la implementacion de
estos datos en la dieta de cada individuo con el fin de mejorar la calidad de vida del

individuo y disminuir el riesgo de presentar la patologia cardiovascular.
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Dicho trabajo estuvo constituido a partir de la evidencia documental publicada
en los Gltimos 15 afios sobre el tema, siguiendo los principios propuestos por la
declaracion PRISMA y llevada a cabo en dos fases: la primera incluyo el proceso de
seleccion de los estudios mediante la lectura del titulo, resumen y palabras clave para
identificar la pertinencia del tema, el contexto de este y la elegibilidad de los
articulos, descalificando estudios de casos clinicos y textos incompletos. La fase dos
incluyo la revision de los textos completos de los articulos preseleccionados y

posteriormente se aplicaron los criterios de inclusion y exclusion.

Se recabd informacion tanto de nutracéuticos mas estudiados conforme a su
relacion desinflamatoria y los efectos de disminucion de dislipidemia tanto en
sindrome metabolico como en la enfermedad cardiovascular, asi como los genes
investigados y relacionados a la obesidad y patologia cardiovascular. Es entonces
que, gracias a la literatura se puede evidenciar que existen diversos nutraceuticos
estudiados que tienen efectos positivos directos en las vias patoldgicas de la
enfermedad cardiovascular. En conclusion, los avances en la nutrigendmica han
ayudado a determinar la relacion enfermedad-alimentacidn, considerando la
interaccién de genes con los nutrimentos y como la falta o el exceso de algln
nutriente o sustancia puede provocar tanto la predisposicion, aceleracion de

presentacion de la enfermedad o, la enfermedad como tal (Vera et al., 2019).

Asi mismo, en un trabajo de investigacion de tipo transversal se tuvo como
objetivo principal determinar si existe diferencia en las propiedades organolépticas

(olor, aroma, sabor y apariencia) entre la pulpa de pitahaya sin hierro y la pulpa de
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pitahaya con hierro (a concentracion de 15 mg y 20 mg). Asi mismo determinar los
analisis fisicoquimicos (grados brix totales, pH, densidad y acidez expresada en acido
citrico) y andlisis microbioldgicos (aerobios mesofilos, coliformes, coliformes
fecales, mohos y levaduras) de los tres tratamientos de la pulpa pitahaya amarilla

(Hylocereus triangularis).

Se disefid tres tratamientos (Tratamiento 1: grupo control, tratamiento 2 y
tratamiento 3, a estos dos ultimos fueron fortificados con hierro. Sulfato ferroso en
polvo) con la finalidad de evaluar, comparar e identificar el mejor tratamiento en
cuanto a sus propiedades organolépticas. La metodologia aplicada fue experimental,
dividiendo la pulpa de pitahaya en 12 Kg para cada tratamiento, para lo cual se
afiadio 15 mg de hierro en 100 ml de pulpa de pitahaya para el tratamiento T2 y 20

mg. de hierro en 100 mL de pulpa de pitahaya para el tratamiento T3.

De los resultados obtenidos se determind que los analisis fisicoquimicos de la
pulpa de pitahaya para los tres tratamientos fueron los esperados cumpliendo con los
parametros establecidos por la Norma Teécnica de Ecuador. INEN 2003:2005. Con
respecto a los analisis microbiolégicos de los tratamientos 2 y 3 se cumplieron con
los parametros establecidos por la Norma técnica peruana NTP 203.110. 2009. En
relacion al grupo control (T1) los aerobios mesofilos resultaron 33x102 UFC/g y los
mohos 50 estimado de UFC/g no cumpliendo con los parametros de la Norma técnica
peruana NTP 203.110. 2009, debido que fue un tratamiento testigo y no se le
adiciond ningln aditivo como conservantes, preservantes, al igual tampoco se le

adiciond el hierro para la fortificacion. EI mejor resultado de andlisis sensorial fue el
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tratamiento 2 (T2) con respecto al tratamiento 3 (T3) porque con la prueba estadistica
de U Mann Whitney, se corrobord que existe diferencia significativa en cuanto a las
propiedades organolépticas del sabor y apariencia, ya que son los 25 panelistas los
que emitieron su veredicto y brindaron mayor puntaje con una escala tipo Likert al

tratamiento 2 (T2) (Enciso, 2019).

Por su parte, con referencia a las propiedades nutracéuticas de
microencapsulados de jugo de pitahaya (Stenocereus pruinosus) durante la vida de
anaquel, se realizd un estudio de tipo cuantitativo, en la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Autonoma “Benito Juarez” de Oaxaca (UABJO) y el
Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional-
Instituto Politécnico Nacional Unidad Oaxaca. Se evaluo la actividad antioxidante en
microencapsulados de jugo de pitahaya, se obtuvo el polvo a partir del jugo utilizando
la técnica de secado por aspersion y maltodextrina/pectina (60/40%) como aditivos,
se almacend en bolsas de polietileno y en capsulas de gelatina dura a temperatura

ambiente durante 120 dias.

El estudio sobre la estabilidad de los polvos de pitahaya roja (PR) y pitahaya
guinda (PG) almacenados en diferentes condiciones ha brindado la oportunidad de
medir el comportamiento de sus propiedades nutracéuticas ante distintas variables,
como la forma farmacéutica y la exposicién a la luz. El tratamiento con capsulas de
color para PG fue el que mas protegid la degradacion de los compuestos fendlicos
totales, al presentar los valores mas bajos estadisticamente significativos respecto de

los demaés tratamientos; el mismo efecto se registré con las bolsas de polietileno con
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la PR. Respecto de la cuantificacién de betacianinas, el tipo de empaque no produjo
efectos significativos para los polvos de PG pero si para la PR, con la que las bolsas
de polietileno presentaron los valores de degradacion mas bajos estadisticamente
significativos. EI mismo resultado se observo para las betaxantinas en ambos tipos de

pitahaya al término de los 120 dias.

Finalmente el tipo de empaque tuvo un efecto considerable al preservar la
actividad antioxidante y favorecer a la capsula transparente; sin embargo, al término
de los 120 dias en todos los tratamientos realizados se llegd a conservar mas de 50%
de la capacidad antioxidante inicial, obteniendo mejores resultados con las capsulas
de gelatina dura en comparacion con las bolsas de polietileno, lo que confirma la
hipdtesis de que las capsulas de gelatina dura son formas farmacéuticas viables para
mantener las propiedades nutracéuticas de los microencapsulados de jugo de pitahaya

(Sandoval, 2019).

Entre tanto, en un estudio de tipo no experimental llevado a cabo en la
Universidad Auténoma Chapingo de México, por el Departamento de Fitotecnia del
Instituto de Horticultura y el Departamento de Ingenieria Agroindustrial del Instituto
de Alimentos. Se realiz6 una evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas, los
componentes nutricionales 'y los antioxidantes de los frutos de H.
ocamponis (mesocarpio o pulpa roja) y H. undatus (pulpa blanca), especies de gran
importancia comercial. La pulpa de los frutos present6 diferencias nutricionales y
nutracéuticas entre ambas especies. La pulpa roja de H. ocamponis present6 el mayor

contenido de betalainas (15,94 mg/100g), &cido ascorbico (10,13 AAE mg/100 g) y
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actividad antioxidante (2009,58 um TE/ 100 g) en comparacion con H. undatus. Las
semillas de ambas especies tenian un mayor contenido de acido linoleico (®-6) en
comparacion con otros acidos grasos. La piel infrautilizada (epicarpio) de la pitahaya
de pulpa blanca present6 un mayor contenido de betalainas (19,83 mg/ 100 g) que el
encontrado en la pulpa y la piel roja de las otras especies (13,21 mg/ 100 g). La
pitahaya roja de consumo regional presenté mejor calidad funcional. La piel de ambas
especies podria ser fuente de pigmentos en la industria alimentaria (Hernandez et al.,

2020).

Para concluir, en un estudio de tipo experimental llevado a cabo por la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas en
Lima, Perl; tuvo como objetivo evaluar el potencial nutracéutico de la céascara y
pulpa de los ecotipos pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) y amarilla (Hylocereus
megalanthus), con fines de formulacién nutricional. Se analizaron dichos ecotipos de
pitahaya, obteniéndose un extracto metanolico de la cascara y parte comestible de
ambos ecotipos a fin de realizar el analisis quimico proximal, la marcha fitoquimica,

y determinar actividad antioxidante por los métodos DPPH, ABTS e IC.

Se identificaron flavonoides, taninos, quinonas, entre otros compuestos
bioactivos. La pitahaya amarilla present6 mayor contenido de polifenoles y mayor
actividad antioxidante por el método ABTS, mientras que el porcentaje de inhibicion
promedio para ambos ecotipos fue del 93% por el método DPPH. EI IC fue mayor
para la pulpa de pitahaya roja con 1,68 mg/mL. Ambos ecotipos presentan un alto

contenido de polifenoles y una alta capacidad antioxidante, los cuales concuerdan con
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los encontrados en distintos estudios como los de Colombia, Brasil y Corea, siendo
tan alta o incluso superior a la de la mayoria de las variedades de citricos en Peru.
Futuros estudios deberian considerar incluir a otros metabolitos y sustancias
bioactivas como las betalainas debido a su actividad antioxidante. Ambos ecotipos de
pitahaya son ricos en antioxidantes, compuestos bioactivos, y de bajo aporte calorico,
recomendandose su uso en prescripciones alimentarias y en la industria de alimentos

como ingrediente funcional (Quispe et al., 2021).

Bases Tedricas

La Nutricidn se define como la ingesta de alimentos en relacion con las necesidades
dietéticas del organismo. Una buena nutricion (una dieta suficiente y equilibrada
combinada con el ejercicio fisico regular), es un elemento fundamental de la buena

salud (OMS, 2017).

Por su parte, como se menciond anteriormente, los nutracéuticos son
sustancias quimicas o bioldgicas activas que pueden encontrarse como componentes
naturales de los alimentos o adicionarse a los mismos, y se presentan en una matriz
no alimenticia (pildoras, capsulas, polvo, etc.), y que administradas en dosis superior
a la existente en los alimentos, presume un efecto favorable sobre la salud, mayor al
que posee el alimento normal (FIM, 2006). Asimismo, Valenzuela et al. (2014),
explica que los nutracéuticos no son alimentos, sino componentes de estos que se

pueden consumir en mayores concentraciones que las encontradas habitualmente en
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un alimento, y que tampoco son considerados medicamentos ya que no se les atribuye

propiedades terapéuticas pero si potencialmente preventivas.

Colesterol

El colesterol (3-hidroxi-5,6 colesteno) es una molécula indispensable para la
vida, desempefia funciones estructurales y metabdlicas que son vitales para el ser
humano. Se encuentra anclado estratégicamente en las membranas de cada célula
donde modula la fluidez, permeabilidad y en consecuencia su funcion. Esta
regulacion implica que el contenido en colesterol de las membranas modifica la
actividad de las enzimas ancladas en ellas, asi como la de algunas proteinas
transportadoras y de receptores de membrana. El colesterol proviene de la dieta o es
sintetizado por las células (principalmente en los hepatocitos); es precursor de otras
biomoléculas fisiologicamente importantes tales como, las hormonas esteroideas
(andrégenos, estrogenos, progestagenos, gluco y mineralcorticoides), acidos biliares y
la vitamina D (Maldonado et al., 2012).

El colesterol presente en el organismo humano, se obtiene principalmente de
dos fuentes: de la dieta (colesterol exdgeno) y la sintesis enddgena (colesterol
enddgeno). Practicamente todos los tejidos que contienen células nucleadas son
capaces de sintetizar colesterol. La fraccidon microsémica (reticulo endoplasmico) del
citosol es responsable de su sintesis. La tasa de sintesis de colesterol es regulada por
la HMG-CoA, cuya actividad es controlada por el flujo de colesterol intestinal hacia
el higado. La acetil-CoA proporciona todos los atomos de carbono para la sintesis del

colesterol, la cual puede dividirse en cinco etapas:
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1. Sintesis de mevalonato, un compuesto de seis carbonos, a partir de acetil-CoA.

2. Formacion de unidades isoprenoides por pérdida de CO2 del mevalonato.

3. Condensacién de seis unidades isoprenoides para formar el intermediario,
escualeno.

4. Cierre del escualeno para la formacion ciclica del esteroideprecursor, conocido
como lanosterol.

5. El colesterol se forma del lanosterol después de varios pasos posteriores que

incluyen la pérdida de tres grupos metilo (Maldonado et al., 2012).

Hipercolesterolemia

Se define como aquella situacion en la que la concentracion plasmatica de
colesterol y triglicéridos transportados por las lipoproteinas exceden los limites de la
normalidad (por encima de 200 mg/dL). Los aumentos patologicos de colesterol
aumentan el riesgo de enfermedad cardiaca, como la aparicion de placas de lipidos
(ateromas) que impermeabilizan las paredes de los vasos sanguineos (Meri, 2005).
Por el contrario, la Hipocolesterolemia es el descenso anormal de la concentracion de

colesterol en la sangre (Clinica Universidad de Navarra, 2015).

Del mismo modo, las lipoproteinas son un grupo concreto de complejos
moleculares que se encuentran en el plasma sanguineo de los mamiferos; estan
formadas por lipidos asociados de forma no covalente con proteinas (apolipoproteinas
0 apoproteinas), pero también incluyen moléculas antioxidantes liposolubles. Su

funcion es transportar moléculas lipidicas de unos érganos a otros en el medio acuoso

27



del plasma. En el estado de ayuno normal, el plasma humano tiene cuatro clases de
lipoproteinas y en el periodo post-absortivo aparece una quinta clase, los

quilomicrones (Carrero y Herraez, 2016).

En Venezuela, la morbimortalidad por enfermedades cardiovasculares y
metabdlicas aumenta cada dia, haciéndose imperativo continuar los estudios de los
factores de riesgo para tales condiciones, pues se ha demostrado una clara relacion
entre niveles elevados de colesterol LDL, niveles bajos de colesterol HDL y
enfermedad cardiovascular (Martinez, 2012). Davila Alcala (2018) reporta que sélo
en la region capital venezolana el 17,1% de la poblacion padece de
hipercolesterolemia y que la quinta parte de la poblacién posee el colesterol LDL

elevado.

Y es que al respecto, Hernandez et al. (2017), determinG que en Venezuela el
consumo de acidos grasos fue en su mayoria del tipo saturados y en consecuencia, el
aporte de las grasas saturadas al gasto energetico total del dia es del 12,6%, siendo
superior a la recomendacion internacional de 10%. Esta situacion pudiera estar
determinada por el alto consumo de proteina animal (p. 19). Por su parte, la ingesta
estimada de colesterol en el pais fue de 250 mg, siendo menor a la recomendacion del
INN (2012a) de 300 mg/dia. Sin embargo, en los hombres se detectaron factores de
riesgos asociados en la dieta, tales como, mayor consumo de acidos grasos saturados

y colesterol, que se acentua entre los 35 y 50 afios (Hernandez et al., 2017, p. 38).
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Pitahaya

La pitahaya, pitaya o Dragon fruit es un fruto de la especie H. megalanthus,
también clasificada por algunos autores como Selenicereus megalanthus y como
Hylocereus undatus. Es un fruto del genero Hylocereus y de la familia Cactaceae
(Geilfus, 1994), no climatérico, y cuya planta se cultiva en zonas tropicales de climas
templados, subtropicales y semiaridos, pues requiere mucho sol y riego frecuente
(Ledn, 2000; Chik et al., 2011; Temak et al., 2018). En Venezuela, es cosechada
entre los meses de enero y marzo (Castro, 2017). Existen algunas resefias historicas
que relatan que a mediados del siglo XVI, para la llegada de los espafioles, la
pitahaya ya era conocida por los indigenas (Patifio, 2002), por lo que se puede inferir
que estos, sabian que al consumirla con cierta frecuencia generaba una reaccion
positiva a algun malestar, y que al ser descubierta por los colonizadores comenzé a
exportarse, perdiéndose asi poco a poco su consumo local. En algunos paises es
comercializada bajo ¢l nombre de “Fruta del Dragén” o Dragon fruit por la forma de
su cascara. A nivel mundial, se consumen principalmente tres especies de pitaya,
facilmente diferenciables por su forma, color de la cascara y de la pulpa: Hylocereus

polyrhizus, H. undatus y H. megalanthus.

La variedad H. polyrhizus, también conocida como la pitahaya roja tiene la
pulpa y la cascara de color rojo. Por su parte, la H. undatus o pitaya blanca, tiene la
cascara de color rojo y la pulpa es blanca; y finalmente, la variedad utilizada en el
presente estudio, la H. megalanthus (Pitaya amarilla), con pulpa de color blanco y

cascara amarilla (Choo et al., 2016; Temak et al., 2018). La pitaya tiene alta demanda
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en paises europeos Yy asiaticos por ser considerada como un fruto exético y
afrodisiaco, ademéas de sus mdaltiples aportes nutritivos, su excelente sabor y suave

textura.

Perteneciente a la familia Cactaceae, esta planta epifita y trepadora tiene la
particularidad de que su antesis o floracion ocurra durante la noche; sus flores
hermafroditas alcanzan unos 30 a 40 cm para maximizar el atractivo de los
polinizadores y permanecen abiertas durante una sola noche, ya que este proceso hace
que la planta gaste mucha maés energia, por lo cual reduce su tiempo de vida. Esto
también tiene que ver con una estrategia para perder menos agua, considerando que

los cactus en general provienen de regiones aridas (Borini, 2017).

En cuanto a su propagacion esta se puede multiplicar por semillas
(sexualmente) o mediante esquejes (asexualmente), siendo este Gltimo sistema el mas
usado por los cultivadores por ser el mas sencillo, mas econémico y porque los
resultados de produccion son mayores, permitiendo que el area de cultivo se esté
expandiendo rapidamente en muchos paises debido a su potencial econémico y su

beneficio nutricional (Borini, 2017).

Todas las variedades de pitahaya son apreciadas por su contenido de
compuestos bioactivos presentes, tanto en la pulpa como en la cascara, entre los
cuales resaltan las sustancias antioxidantes como por ejemplo las betalainas y
compuestos polifendlicos como los hidroxicinamatos; de oligosacaridos con

funciones prebidticas, y de mucilago (fibra soluble). Los compuestos bioactivos y la
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capacidad antioxidante de las diferentes partes del fruto han sido més estudiadas en
las variedades de cascara roja que en la amarilla (Choo et al., 2016). Sin embargo, se
ha descubierto recientemente que las semillas de esta variedad, contienen mayor
cantidad de &cidos grasos poliinsaturados (PUFA por sus siglas en Inglés),
especificamente acido linoleico (65,4% de los acidos grasos), en comparacién con las
variedades de cascara roja (H. polyrhizus y H. undatus). La ingesta frecuente de jugo
de pitahaya ha sido relacionada con la regulacion del azucar en la sangre y la mejora
del metabolismo del colesterol (Choo et al., 2016; Shahidi y Alasalvar, 2016). En lo
que respecta a la composicion proximal de la fruta, Lim (2012), reporta que la pulpa
de pitahaya contiene 1,1 % de proteinas; 11,34 % de fibra; 85,3 % de humedad y 0,57
% de grasa. De igual forma, indica que por cada 100 g de pulpa aporta 10,2 mg de

calcio, 38,9 mg de magnesio y 27,5 mg de fésforo (p. 652).

La cascara de pitahaya ha demostrado propiedades nutracéuticas importantes.
Se ha reportado que la cascara de la fruta del dragdn es una fuente ideal de pectina
(Chua, Ng Yee & Amena, 2018). EI consumo regular de pectina otorga un efecto
benéfico a la salud ya que disminuye los niveles séricos de lipidos y glucosa,
ayudando a prevenir enfermedades como diabetes y dislipidemias. Estas propiedades
hacen a la pectina idonea para enriquecer en fibra soluble a alimentos de alto
consumo (Ortiz y Anzola, 2018). En un estudio, la cromatografia liquida de alta
resolucion revelo que la pectina de la fruta del dragon esta constituida
predominantemente por acido galacturénico (39,11%), seguido por concentraciones

moderadas de manosa, ramnosa, galactosa, glucosa y cantidades menores de xilosa y
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arabinosa (Muhammad et al., 2014). En trabajos posteriores, se demostré que
aplicando la extraccion asistida por microondas se puede dar lugar a una pectina de
cascara de pitahaya de alta calidad con un rendimiento maximo del 18,53%. La
pectina extraida reportd una alta cantidad de propiedades, incluyendo el 67,5% de
acido galacturénico contenido (GA) y 49,84% de grado de esterificacion (DE), que

fueron comparables a la pectina citrica (53,62%) (Rahmati et al., 2015).

Con respecto a la pulpa de pitahaya, se le atribuyen propiedades nutracéuticas
importantes, ademas de ser muy versatil; por ejemplo, su extracto se puede usar en la
elaboracion de bebidas fermentadas (donde la fermentacién aumenta los compuestos
fendlicos, pero disminuye la actividad antioxidante y la carga microbiana) y la harina

de pitahaya para nuevos productos de panificacion (Verona, Urcia y Paucar, 2020).

De igual forma, se ha reportado en la pulpa de la fruta la presencia de
compuestos fitoquimicos como carotenos y licopenos, asi como también de vitamina
C (Revista Alimentaria, 2020). Asimismo, de acuerdo a una investigacion del World
Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences en 2018, se determind que las
semillas contienen &cidos grasos, incluidos los acidos grasos omega-3 y omega-9,
coadyuvantes en la reduccion de los niveles de colesterol LDL y el aumento del
colesterol HDL (Revista Alimentaria, 2020); asi como aceites naturales considerados
como beneficiosos para la salud cardiaca de un individuo, por lo cual, el consumo

regular de pitahaya amarilla puede mejorar la salud humana (Altuna et al., 2018).
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Particularmente, en la especie Hylocereus megalanthus, se ha encontrado que
el aceite de su semilla presenta alto contenido de acidos grasos poliinsaturados. Los
cinco principales acidos grasos encontrados fueron: acido palmitico (11,52%), acido
estearico (4,26%), acido oleico (11,09%), acido vaccénico (3,08%) y &cido linoleico
(69,98%) (Altuna et al., 2018). Siendo el mas importante el &cido linoleico, ya que
este funciona en el organismo como buffer capturando el colesterol generando un
efecto cardiotdnico. Cada fruta tiene aproximadamente 650 semillas de color negro o
café, la longitud de la semilla varia entre 2 a 4 mm (Huachi et al., 2015). Por su
composicion de acidos grasos, las semillas de pitahaya amarilla podrian ser utilizadas

en la industria de alimentos para diferentes propdsitos.

Clasificacion de las sustancias pécticas

Protopectina: Llamada pectosa o pectina insoluble, se denomina asi porque
es la precursora de la pectina. En mayor parte se localizan en las capas intercelulares
primarias. En la Protopectina se retinen todos los compuestos pécticos no solubles
que facilmente se desintegran. Al tratarla por hidrolisis mediante varios
procedimientos que son: tratamiento con acidos, agentes de intercambio de iones o
enzimas, se obtiene pectinas o &cidos pécticos. La protopectina insoluble que posee
un 100% de grado de esterificacion, se transforma en pectina soluble al perder
metoxilos, lo que conlleva a la perdida de firmeza de los frutos; por esto la mayor
cantidad de protopectina se halla en los tejidos de frutos no maduros. Todos los

carboxilos de las protopectinas estan esterificados (Ledn y Riveros, 2014).
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Acidos pécticos o poligalacturonicos: Son cadenas formadas por la union de
acidos galacturdnicos cuyos grupos carboxilicos no se encuentran esterificados por el
grupo metilo (COOCHS3); debido a esto, su grado de esterificacién es de 0% vy
contienen alrededor de 100 — 200 unidades de acido galacturénico (Sista & Qin,

2018).

Acidos pectinicos o pectinas: Se generan a partir de la protopectina cuando
esta ha perdido los grupos metdxilos que estan unidos al acido galacturdnico; es
decir; son &acidos poligacturonicos que presentan algun grado de esterificacion (Ledn

y Riveros, 2014).

Sin embargo, también se puede clasificar a las pectinas de acuerdo a su

proceso de extraccion de la pared celular en:

Pectinas solubles en agua: Son extraibles en agua o soluciones salinas. Estan
conformadas primordialmente por homogalacturano y el &cido galacturdnico

(Gamboa, 2009).

Pectinas solubles en quelantes: Extraibles mediante soluciones de agentes
quelantes de calcio como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
hexametafosfato de sodio o acido ciclohexanodiaminotetraacético (CDTA). Su
composicion es muy similar a las pectinas solubles en agua, sin embargo; se
diferencian en que pueden presentar un 2% de ramnosa, sustituyendo principalmente
al &cido galacturonico en la cadena principal y de 10 a 20% de otros azucares en las

cadenas laterales (Gamboa, 2009).
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Reacciones de las pectinas

Lo que diferencia a las pectinas entre si, es su contenido en metdxilos
Ilamados esteres metilicos (COOCH?3) que es definido como el nimero de residuos de
acido D-galacturonico esterificado o metoxilados por el alcohol, sobre el total de
ellos, expresado en tanto por ciento y se divide de acuerdo al grado de esterificacion
(Hartel, von Elbe & Hofberger, 2017). La funcién principal del grupo metoxilico, es
la formacion del gel mediante su interaccion con los otros componentes del medio en
el cual se encuentre. Si existe carencia de este componente en la estructura del acido

galacturonico dificilmente puede gelificar (Ledn y Riveros, 2014).

Desde el punto de vista de la tecnologia alimentaria la propiedad mas
importante de las pectinas es su aptitud para formar geles. Por lo que el grado de
metoxilacion, es definido como la relacion entre los grupos metoxilos y aquellos
acidos libres presentes en la cadena molecular de la pectina, por lo que el grado de
metoxilacion influye en las propiedades de la pectina, en particular de Ila
gelatinizacién (Sosa Ingredientes, 2021). Por otra parte, el ritmo de gelificacion
disminuye cuando disminuye el grado de esterificacion, los geles de pectina de alto
metoxilo son mas rapidos en alcanzarse que los de bajo metdxilo (Alfonso, 2010).
Asi, cuando mas de la mitad de los grupos carboxilo estan en la forma de éster
metilico (COOCH?3), las pectinas se clasifican como pectinas con un alto grado de
esterificacion y las pectinas con menos de la mitad de los grupos carboxilo en la
forma de éster metilico se denominan pectinas de bajo grado de esterificacion (Hartel,

von Elbe & Hofberger, 2017).
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Pectinas con alto grado de esterificacion: La primera condicion para obtener
geles de pectina de alto metdxilo, es que el pH sea bajo para que los grupos acidos,
minoritarios, se encuentren fundamentalmente en forma no ionizada, y no exista
repulsion entre cargas. A pH 3,5 aproximadamente la mitad de los grupos carboxilo
del &cido galacturénico se encuentran ionizados, pero por debajo de pH 2 el
porcentaje es muy pequefio (Calvo, 2000). Las pectinas con alto indice de metéxilo,
que determinan el grado de esterificacion con radicales metilicos, contienen entre el
50 — 80 % de unidades del &cido poligalacturonico esterificadas y por lo tanto no
reaccionan con iones de calcio. El poder de gelacién depende, entre otros, del
contenido de &cido, del tipo de pectina y de la cantidad de sélidos solubles que
generalmente es mas del 55 %. Tienen la capacidad de formar geles en pH acido (2,0-
4,5) en presencia de solidos solubles (60 — 65 %) e incluso a temperaturas elevadas;
sufren répidas degradaciones en medios alcalinos. Estas pectinas producen geles mas

rigidos y sélidos que los de menor esterificacion (Leon y Riveros, 2014).

Pectinas de bajo grado de esterificacion: En el caso de las pectinas de bajo
metoxilo, el mecanismo de formacidn de geles es totalmente distinto, ya que la union
entre cadenas se produce a través de iones de calcio, que forman puentes entre las
cargas negativas (Calvo, 2000). Las pectinas con bajo indice de metoxilo, son las que
tienen menos del 50% de unidades esterificadas del acido poligalacturénico y por lo
tanto forman geles con sélidos solubles que contienen iones calcio (Leon y Riveros,
2014). La concentracion de calcio es importante hasta llegar a una cierta cantidad,

que depende de cada tipo concreto de pectina, y que se conoce como saturacion de
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calcio; suele estar en torno a las 500 ppm (Calvo, 2000). El poder de gelacion
depende del pH (2,8 - 6,5) y de la concentracién de iones calcio, lo cual influye en la

estructura bésica del gel (Leon y Riveros, 2014).

Bases Legales

Comision Venezolana de Normas Industriales (COVENIN)

La norma venezolana que rige la declaracion de propiedades nutricionales y
de salud en el rotulado de los alimentos envasados (COVENIN, 1997), no hace
alusion alguna a los nutracéuticos. De acuerdo a Caldera (2017), esto es debido a dos
razones, la primera es que al ser considerados alimentos, estos deberian regirse a la
normativa COVENIN antes mencionada; la segunda es que estas normas e

instrumentos legales no estan actualizados (p. 13).

En los diferentes instrumentos legales que regulan esta materia en el mercado
venezolano no existe uniformidad en la denominacion de productos con vitaminas u
otros factores esenciales de la nutricion, es decir, pueden ser comercializados bajo el
nombre de complemento alimenticio o suplementos dietéticos (Caldera, 2017, p. 13).
Solo se identifica una norma técnica que alude directamente a los complementos y es
especifica s6lo para complementos alimenticios de vitaminas y minerales (Norma
COVENIN 10:12-001), aungue también existe la norma 2729-90 que establece los
principios para el uso de productos proteinicos vegetales en la suplementacién y

complementacion de alimentos.

37



Dietary Supplements Health and Education Act (DSHEA)

Reglamenta los suplementos nutricionales y sus ingredientes. Acepta
alegaciones generales, estructurales y de funcion fisiolégica. Determina el uso
obligatorio de frases alertando que un producto no se destina a tratar, curar o prevenir

enfermedades (NIH, 1994a).

FOSHU

En las Gltimas decadas del siglo pasado, Japdn concluyd que para controlar
sus crecientes gastos en salud puablica, era necesario proporcionar también una mejor
calidad de vida a la poblacidn, por lo cual dispuso de una legislacion especifica desde
1991 que permite la comercializacion y el etiquetado de lo que denominan
“Alimentos para uso especifico en la salud” (Food for Specified Health Use, FOSHU
por su siglas en inglés). Esta denominacion se refiere a aquellos alimentos procesados
que contienen ingredientes que desempefian una funcion especifica en las funciones
fisiologicas del organismo humano, mas alla de su contenido nutritivo (Shimizu,

2003). De acuerdo a Yamada et al. cit. en Valenzuela et al., (2014):

Los FOSHU se caracterizan por tener efectos benéficos especificos
en la salud del consumidor como resultado de sus ingredientes
(prebidticos, probioticos, antioxidantes, acidos grasos omega-3,
acido folico, fitoesteroles, fitoestrdgenos, entre otros), o porque se le
han removido aquellos componentes del alimento que pueden tener
un efecto perjudicial en la salud, como por ejemplo la remocion de
alérgenos, irritantes, hipercaléricos, entre otros. (p. 200)
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Food and Drug Administration (FDA)

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA,
por sus siglas en Inglés), anteriormente exigia estudios y pruebas cientificas rigurosas
que documentaran la eficacia y seguridad del producto antes de su distribucién y
comercializacion al consumidor final. Actualmente solo controla el mercadeo de los
productos; evalla los efectos secundarios de un alimento, ingrediente, aditivo o
compuesto, siempre y cuando se reporten reacciones adversas por parte de los
consumidores, para lo cual esta entidad tiene determinados protocolos para la

realizacion de dichos reportes (Rojas et al., 2015).

Functional Food Science in Europe (FUFOSE)

Creado por la Union Europea y coordinado por el International Life Science
Institute (ILSI) Europe, su objetivo es desarrollar y establecer un enfoque cientifico
sobre las pruebas que se necesitan para respaldar el desarrollo de productos
alimenticios que puedan tener un efecto beneficioso sobre una funcién fisiologica del
cuerpo y mejorar el estado de salud o bienestar de un individuo y/o reducir el riesgo

de que desarrolle enfermedades (Ashwell, 2002).

Nutritional Labelling and Education Act (NLEA)

Data del afio 1990 y establece criterios para la rotulacion de alimentos.
Autoriza indicaciones para alimentos solamente en una condicion de relacion
nutriente - disfuncion y cuando esté cientificamente comprobado. Posee en la

actualidad nueve alegaciones aprobadas (NIH, 1994b).
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Process for the Assessment of Scientific Support for Claims on Food

(PASSCLAIM)

Tiene como objetivo resolver los temas relativos a la validacion y verificacion
cientifica de alegaciones y la informacion al consumidor. EI PASSCLAIM pretende
establecer criterios comunes para evaluar la confirmacion cientifica de las
alegaciones de salud y proporcionar la base para la preparacion de informes
cientificos que respalden dichas alegaciones (Sociedad Espafiola de Cardiologia,

2007).

Definicion de Términos Basicos

Analisis proximal: Determina la calidad de los alimentos por los componentes
nutricionales que forman parte la dieta alimenticia tales como: proteinas,
carbohidratos, lipidos, fibra, humedad y cenizas, mediante una evaluacion quimica de

la materia que compone a los nutrientes (Quintin, 2012).

Capacidad antioxidante: Es la capacidad que tiene un determinado alimento de
reducir significativamente los efectos adversos de los radicales libres tanto
oxigenados como nitrogenados, durante el funcionamiento fisiologico normal del
cuerpo humano. Se debe a una, o a la sinergia de varias de las sustancias existentes en

los alimentos y puede medirse por diferentes técnicas analiticas (Castillo, 2012).
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Colesterol: Lipido presente en la sangre y en todos los tejidos del cuerpo humano y
de los animales. Esta virtualmente ausente en los alimentos de origen vegetal. Es
sintetizado en el higado y en la pared intestinal. Su excrecién se hace por la bilis,
donde se encuentra en micelas formadas por sales biliares y lecitina y también es

oxidado en el higado a los acidos biliares primarios (Patifio, 2006).

Compuestos fitoquimicos: Son sustancias quimicas presentes de forma natural en las
plantas, donde ejercen funciones de proteccion contra insectos y microorganismos. Si
bien no son considerados nutrientes pues no son indispensables para el
funcionamiento normal del cuerpo, se ha comprobado que su ingesta ejerce un efecto
beneficioso para la salud y juega un papel activo en la mejora y la proteccion contra
ciertas enfermedades. Entre los principales fitoquimicos presentes en los alimentos se
encuentran los carotenoides y los compuestos fendlicos como los flavonoides y los

taninos (Garcia, 2007, p. 22)

Dislipidemias: Son un conjunto de trastornos causados por alteracion del perfil
lipidico (Davila Alcala et al., 2018, p.124). Las dislipidemias se definen de acuerdo al
consenso del Colegio Americano de Endocrindlogos Clinicos y el Colegio Americano

de Endocrinologia (Jellinger et al. cit. en Davila Alcala et al., 2018, p. 125), en:

a) Hipoalfalipoproteinemia: colesterol de lipoproteinas de alta densidad (c-HDLc) <
40 mg/dL.
b) Hipertrigliceridemia: triglicéridos > 150 mg/dL.

c) Hipercolesterolemia: colesterol total > 200 mg/dL.
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d) Colesterol de lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) elevado: c-LDL >130
mg/dL.
e) Dislipidemia aterogenica: hipertrigliceridemia mas disminucién de c-HDL (< 50

mg/dL en hombres y < 40 mg/dL en mujeres).

High Density Lipoproteins (HDL): Sintetizadas por el higado e intestino, contiene
muy pocas grasas, y de ahi que son menos ligeras; en la superficie de estas particulas
tiene lugar la esterificacion del colesterol con la lecitina por la accion de la enzima
LCTA (Lecitin Colesterol Acil Transferasa), y asi sera conducido hacia el higado,
donde se transformara en acidos biliares o sera expulsado su exceso con la bilis hacia

el intestino (Lajusticia, 2002).

Low Density Lipoproteins (LDL): Formadas a partir de las VLDL, estan
compuestas fundamentalmente por ésteres de colesterol y en su parte externa por 3-
proteinas y fosfolipidos. Su funcidn es la sintesis de hormonas y membranas celulares

(Lajusticia, 2002).

Meétodo terminal Seno venoso retroorbitario: El animal es anestesiado antes de
comenzar el procedimiento (falta de reflejos al pinchar la almohadilla plantar,
relajacion y respiracion regular). EI animal se dispone en decubito prono con la
cabeza hacia el operador. Se utiliza el indice y pulgar para retraer la piel de la cara y
protruir el globo ocular. Posteriormente se inserta un capilar de microhematocrito
heparinizado por la parte superior del globo ocular en direccion medial hasta romper

el seno orbitario y obtener la muestra deseada (Dyce, Sack & Wensing, 2012).
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Pectina: Son polisacaridos estructurales de la pared celular vegetal, compuestos
principalmente de unidades de &cido galacturonico con variaciones en su
composicidn, estructura y peso molecular. Este polisacarido se asocia a menudo con
otros componentes de la pared celular, como la celulosa, hemicelulosa y lignina (Lara

et al., 2018; Calvo, 2000).

Sustancia bioactiva: Estas sustancias intervienen en el metabolismo secundario de
los vegetales; son pigmentos, sustancias aromaticas, reguladores del crecimiento,
protectores naturales frente a parasitos y otros, que no tienen una funcion nutricional
clasicamente definida, o no son considerados esenciales para la salud humana, pero
que pueden tener un impacto significativo en el curso de alguna enfermedad

(Palencia, 2011).

Very Low Density Lipoproteins (VLDL): Formadas en el higado, conducen hacia
las células fosfolipidos, colesterol y los triglicéridos sintetizados en el higado a partir

de los hidratos de carbono, para almacenarlos en el tejido adiposo (Lajusticia, 2002).

Hipotesis

El consumo del producto nutracéutico a base de pitahaya (Selenicereus megalanthus)

actla efectivamente sobre la regulacion de los niveles de colesterol.
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Sistema de Variables

Variable independiente: Producto nutracéutico (Dosificacion administrada en

gramos del producto).

Variable dependiente: Hipercolesterolemia (Niveles de colesterol mg/dL).

Variables intervinientes: Dieta del animal, género del animal, consumo del producto

nutracéutico, dias de estudio.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo y Disefio de la Investigacion

La presente investigacion fue de tipo explicativa, ya que se busco el porqué de los
hechos mediante el establecimiento de relaciones causa-efecto (Arias, 2016, p. 26).
De acuerdo con el tipo de disefio de la investigacion, fue experimental con pre prueba
y post prueba, ya que se controld el ambiente del fendmeno a estudiar (Hernandez,
2014, p. 143). Segun la naturaleza de la informacién que se recolectd fue un estudio
cuantitativo, ya que comprendio el registro, analisis e interpretacion del efecto que
produjo el producto nutracéutico a base de pitahaya sobre la regulacion de los niveles

de hipercolesterolemia (Hernandez, 2014, p. 4).

Poblacién y Muestra

En este sentido, una investigacion puede tener como propdsito el estudio de un
conjunto numeroso de objetos, individuos, e incluso documentos. A dicho conjunto se
le denomina poblacion. La poblacion, o en términos mas precisos poblacién objetivo,

es un conjunto finito o infinito de elementos con caracteristicas comunes para los



cuales seran extensivas las conclusiones de la investigacion. Esta queda delimitada
por el problema y por los objetivos del estudio (Arias, 2016, p. 81).

Por tanto, para la elaboracion del producto nutracéutico, se utilizd pitahaya
(Selenicereus megalanthus) y gelatina sin sabor. Para dicho proceso se empled 5 Kg
del fruto (usando tanto la pulpa como la céscara), la cual fue adquirida por medio de
produccion local, en la Finca Paraguachoa, en el Caracueyal ubicado en Santa Ana
del Norte, municipio Gomez, Isla de Margarita, en el estado Nueva Esparta; asi
mismo se emplearon 150 g de gelatina sin sabor, marca “Yelight”, de Alfonso Rivas
& CIA, siendo adquirida en un mercado local del municipio Libertador, en la ciudad

de Mérida, estado Mérida.

Por su parte, para evaluar los efectos del nutracéutico sobre la
hipercolesterolemia, se utilizaron en total 26 animales de laboratorio de la especie
Mus musculus; en funcién de ello, se distribuyeron de la siguiente manera: 6 animales
se emplearon para la realizacion de la prueba piloto y 20 animales para llevar a cabo
el proyecto; finalmente fueron manipulados en el Bioterio de la Universidad de Los

Andes, Sector Santa Rosa, de la ciudad de Mérida, estado Mérida.

Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos

El desarrollo de la investigacion se llevd a cabo en tres fases: fase | ensayos
preliminares y elaboracion del producto nutracéutico, fase Il analisis proximal del

producto elaborado, y por dltimo la fase Il determinacion del efecto del producto
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nutracéutico sobre la regulacién de los niveles de colesterol. A continuacién se

describen cada una de las fases:

Fase I: Ensayos preliminares para la elaboracion del nutracéutico

Inicialmente se realizaron una serie de ensayos previos para determinar la
formula final que permitiera obtener un producto con caracteristicas deseables en
relacién a consistencia y textura, similar a una gomita. Dichos ensayos son expuestos

a continuacion:

1.1 Obtencidn del extracto de pectina

Para la obtencion del extracto de pectina a partir de la cascara de pitahaya
(Selenicereus megalanthus), se utilizd un tratamiento de extraccion artesanal. De
acuerdo con Leon y Riveros (2014), la extraccion se basa en una hidrolisis,
separacion y recuperacion de la pectina; la protopectina se hidroliza, preferiblemente
en medio acido diluido en caliente, removiendo asi, no solo la pectina sino también
otros productos tales como polisacaridos neutros y gomas. También afirma, que el
grado de esterificacion final depende de la temperatura, del pH y de la duracién del
tratamiento, consiguiendo obtener pectinas de alto y bajo metoxilo. Segun estudios, la
pectina en la fruta del dragdn tiene condiciones dptimas de extraccion; temperatura:

73 °C, tiempo: 67 min; pH 2,03 (Muhammad et al., 2014).

Los ensayos se realizaron con la finalidad de observar, describir y cuantificar
el rendimiento del producto, definiendo el producto permitiendo establecer el

esquema tecnoldgico de la gomita. Dichos resultados son descritos en la Tabla 1.
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Tabla 1

Ensayos Preliminares para la Obtencion del Extracto de Pectina de Pitahaya

(Selenicereus megalanthus).

o Ingredientes 'Il'otal deo: |
g cascara  aqua vorumen ce Caracterfsticas Observaciones
< de extracto de
pitahaya pectina
Mezcla homogénea  Poco rendimiento
de consistencia del producto.
1 579 300 mL 114 mL o _ o
liquida y textura tipo Apariencia
almibar. liquida.
Mezcla homogénea Mayor
de consistencia rendimiento.
2 262 g 1,3L 630 mL liquida, textura Apariencia
ligeramente espesa ligeramente
tipo néctar. espesa.

Inicialmente se seleccionaron frutas de pitahaya madura, esto siguiendo las
especificaciones de la tabla de color de la Norma Técnica Colombiana (ICONTEC,
1996). Se procedid a cortar la fruta a la mitad (transversalmente) separando la cascara

de la pulpa (Anexo 1).

1- En primer lugar, en una olla se agregé 57 g de céscara de pitahaya madura,
adicionando 100 mL de agua a 20 °C, luego en una cocina eléctrica marca

Chambers, fue sometida a calentamiento constante en alta intensidad, hasta
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alcanzar el primer hervor donde se incorpor6 100 mL de agua, mezclando
constantemente hasta el siguiente hervor donde finalmente se adiciond los Gltimos
100 mL de agua y se mantuvo la agitacion hasta alcanzar el siguiente hervor.
Luego, se retird la olla de la hornilla y se procedié a filtrar (colar). De este
proceso se obtuvo 114 mL de extracto de pectina como producto final. Se
descart6 este ensayo ya que el rendimiento del producto era minimo y la textura
muy liquida, por lo que se decide realizar una segunda prueba buscando mayor
concentracion y rendimiento.

Considerando aumentar el rendimiento del extracto, se realizd ajustes en la
distribucién del volumen total del agua, concretando su adicion en cuatro partes,
iniciando con el 60 % del volumen total. Luego, fueron incorporados
progresivamente durante el proceso de coccion el 20 %, el 10 % y finalmente el
volumen restante (10 %). Asi también, se decidié incrementar el nimero de
extracciones utilizando el residuo.

Entonces, utilizando una proporcion de 60 g de cascara por cada 100 mL de
agua, se empled 276 g de cascara de pitahaya madura y 460 mL de agua.
Mediante un proceso de coccion (Anexo 2), con agitacion continua fueron
incorporandose los porcentajes antes mencionados de agua, en el momento que
iniciaba el hervor de la mezcla. Al alcanzar el Gltimo hervor se retird de la
hornilla y se procedié a filtrar el liquido. Obteniendo un total de 253 mL de

extracto de pectina, de color oscuro y de consistencia espesa.
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Extraccion de pectina a partir del residuo de céscara

a. El residuo de la céscara remanente de la extraccion de la pectina (240 g) fue
sometido nuevamente a una extraccion junto con 400 mL de agua como volumen
total, manteniendo la proporcion y el protocolo anterior. Obteniendo un total de
197 mL de extracto de pectina. Este segundo extracto fue un poco mas fluido y
de aspecto turbio.

b. Por dltimo, se realizd un tercer extracto; usando el residuo de la extraccion
anterior (237 g) junto con 395 mL de agua, conservando la proporcion y el
protocolo establecido. De este modo, se obtuvo un total de 180 mL de extracto de

pectina. Este extracto fue menos concentrado, méas claro y mucho mas fluido.

Finalmente cumpliendo con las normas de higiene y manipulacion de alimentos,
se procedio a unificar los tres ultimos extractos de pectina (Anexo 2), obteniendo un
volumen total de 630 mL (Anexo 3); en un envase de plastico (previamente rotulado)
para su posterior refrigeracion. A partir de ello se describe el esquema tecnologico del

extracto de pectina a partir de la cascara de pitahaya en la Figura 1.

1.2 Obtencidn del producto nutracéutico

Para la obtencién del producto nutracéutico, se realizaron multiples ensayos
preliminares con la finalidad de buscar las caracteristicas deseadas en base a
consistencia y textura. Los resultados de estas pruebas preliminares son expuestos en

la Tabla 2.
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El ensayo para la obtencién del producto nutracéutico, inici6 con el proposito

de obtenerlo a expensas netamente de la fruta de pitahaya (Sin aditivos), partiendo

con una proporcion mayor de pulpa en relacion al extracto de pectina, ya que la

evidencia cientifica reporta que la pulpa posee mas efectos beneficiosos para la salud.

Figura 1

Esquema Tecnoldgico del Extracto de Pectina de Pitahaya (Selenicereus

megalanthus).
Pitahaya
Pelado

Parte Céscara

comestible |
Coccion

I
Colado

Primer extracto

Extracto final de
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Tabla 2

Ensayos Preliminares para la Obtencion Final del Producto Nutracéutico.

Ingredientes

Caracteristicas

Observaciones

Pulpa de Extracto Gelatina
pitahaya de Pectina  sin sabor
, No se logro la
Mezcla homogénea e,
1 219¢g 50 mL -- 2 . g . gelificacion del
de textura tipo puré.
producto.
Mezcl :
zcla ho_moge_nea Buen sabor,
de consistencia ligeramente més
2 3459 57 mL liquida, textura g ,
dulce. No logré
moderadamente .
. . gelificar por
espesa tipo miel.
completo.
Mezcla homogénea
3 69 g 50 mL 3 . de.z con§|stenCIa No logro gelificar
liquida, ligeramente por completo.
espesa.
Mezcla homogénea  Sabor desagradable.
de consistencia Textura aglutinada
34,5 40 mL 2 o .
4 g m g liquida y textura muy  en el producto final
espesa (tipo miel). (gomita).
Mezcla homogénea Buen sabor.
de consistencia Consistencia
5 69 g 50 mL 2,50 liquida textura (gomosa) y textura

moderadamente
espesa (tipo miel).

(elastica) deseada de
la gomita.

1. Para el primer ensayo, se utilizé una proporcién de 4,38:1 es decir, por cada 4,38

g de la pulpa se afiadi6 1 mL de extracto de pectina de pitahaya. Estos
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ingredientes (219 g de pulpa y 50 mL de pectina) fueron procesados en una
licuadora Oster® modelo 0465 de dos velocidades, a 12.000 rpm, por noventa
(90) segundos; con el fin de conservar algunas semillas enteras, que puedan ser
visibles en el producto final. Se obtuvo un total de 230 mL de esta preparacion.
Sin embargo; la férmula fue rechazada ya que el producto luego de la
refrigeracion no logro gelificar, manteniendo la textura inicial tipo puré.

Se realizd un segundo ensayo manteniendo el proceso de elaboracion, pero
utilizando una proporcion 0,60:1 es decir, por cada 0,60 g de pulpa de pitahaya se
agregd 1 mL de extracto de pectina de pitahaya. Se us6 34,5 g de pulpa de
pitahaya y 57 mL de pectina, se produjo un total de 70 mL de esta preparacion.
Sin embargo, el producto final tampoco logro gelificar por completo luego de la
refrigeracion, aunque la consistencia era mas firme que la anterior y el sabor
mejoro considerablemente.

En el tercer ensayo se mantuvo el proceso de elaboracion; no obstante, se realizd
un ajuste en la proporcion usando una relacién 1,38:1. Es decir por cada 1,38 g
de la parte comestible de pitahaya se afiadi6 un mL de extracto de pectina. Se
utiliz6 69 g de la parte comestible y 50 mL de extracto de pectina, generando un
volumen final 100 mL de esta mezcla. El producto, luego de la refrigeracién, no
logré gelificar por completo, pero la textura final se acercaba a la deseada. Por lo
que se decide realizar mas ensayos incorporando un aditivo gelificante hasta
conseguir la consistencia deseada.

Se realizé una cuarta prueba, empleando una proporcién 0,86:1 es decir, por cada

0,86 g de pulpa de pitahaya se agreg6 1 mL de extracto de pectina, ademas se
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agregd un agente gelificante de origen animal (Gelatina sin sabor). Se usaron
34,5 g de pulpa, 40 mL de extracto de pectina de pitahaya y se afiadié 2 g de
gelatina sin sabor en polvo; la cual fue diluida en bafio de Maria en una parte (15
mL) del extracto de pectina que iba a ser utilizado (37,5 % del volumen total),
para evitar adicionar mayor cantidad de agua al proceso. El extracto de pectina
con la gelatina se agregd a los 50 mL de mezcla (pulpa + pectina) y se licu6
nuevamente a una velocidad de 19.000 rpm. Esta formula fue descartada por
presentar una consistencia muy dura, similar a un caramelo de regaliz, y un sabor
desagradable.

5. Por ultimo, se decidio establecer una proporcién 1:1 para evitar un posible sesgo
de alguno de los componentes de la pitahaya. Se aumento la cantidad de gelatina,
diluyéndola en la mitad de la porcion de la mezcla (2,5 g de gelatina sin sabor en
25 mL) manteniendo el mismo método de preparacion. Una vez diluida la
gelatina, esta fue incorporada a formar parte del total y se procedio a licuar una
vez mas para alcanzar una mezcla de aspecto uniforme. Despueés, se vertio la
mezcla en un molde rectangular de acero inoxidable de 2 cm de alto x 50 cm de
largo x 30 cm de ancho y se llevo a refrigeracion por 15 horas. Una vez
gelificado el producto, éste se cortd en pequefias porciones cuadradas de dos

gramos cada una (forma deseada del producto final) (Anexo 4).

En consecuencia a lo anteriormente expuesto, se decidié que con las
proporciones del ensayo nimero 5 se obtenia un producto con las caracteristicas

anheladas y acordes a la de una gomita, con propiedades organolépticas agradables.
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Una vez determinada la formula final, se describe a continuacién el esquema

tecnoldgico de la elaboracion del producto nutracéutico en la Figura 2.
Figura 2

Esquema Tecnoldgico para la Elaboracién del Producto Nutracéutico (Gomitas).

Pitahaya

Pelado

Parte Extracto de
comestible pectina

Mezclado

Baitio de Maria a 35 °C Adidé_n de
gelatina

Mezclado
Refrigeracion 4°C

Moldeado

Gomitas
(Producto Nutracéutico)
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Evaluacion de las condiciones 6ptimas de almacenamiento

Una vez establecido el esquema tecnolégico, se busco identificar, de manera
informal, el método de conservacidn que permitiera alcanzar la mayor durabilidad del
producto, sin la necesidad de incorporar aditivos, mediante diversos ensayos a
temperatura ambiente, refrigeracion y congelacion. Los resultados obtenidos pueden
observarse en el Anexo 5. Para ello, las gomitas fueron distribuidas en cuatro grupos
(Refrigeracion/cubiertas  con  film  plastico,  Refrigeracion/sin  cubrir,
Congelacion/cubiertas con film plastico y Temperatura ambiente/sin cubrir), y
observadas por un periodo de catorce dias. Todas las gomitas presentaron las mismas

caracteristicas iniciales: Brillo, color ocre, consistencia y textura gomosa (Anexo 6).

Las gomitas almacenadas a temperatura ambiente (25°C), sin ser cubiertas
comenzaron a presentar cambios fisicos al segundo dia, como deshidratacion, cambio
de color, presencia de particulas blancas inodoras presumiblemente mohos, las cuales
tuvieron un aumento progresivo hasta el noveno dia, reduccion a % del volumen total,

dureza y curvatura (Anexo 7).

Por su parte, las gomitas almacenadas en el refrigerador a temperatura
controlada (4 °C) tuvieron comportamientos diferentes a pesar de compartir el mismo
ambiente y estar elaboradas con la misma formula, debido a la proteccion al dafio por

frio que proporciona la envoltura con film plastico (Envoplast)(Espinosa et al., 2010):

e Refrigeracidn / gomitas cubiertas con papel film: Pasado los trece dias este grupo

de gomitas mantuvo el mismo volumen y color inicial e incluso mantuvo el brillo,
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aunque presentd en su superficie una fina capa de color blanco crema y de
apariencia cremosa, presumiblemente mohos (Anexo 8).

e Refrigeracion / gomitas sin cubrir: pasado los trece dias este grupo de gomitas se
tornd méas oscura, se deshidrato, por lo que se redujo a 2/3 de su volumen inicial.
Sin embargo, no presentd mal olor, cambios en su consistencia ni presencia

aparente de particulas mohosas (Anexo 9).

Por el contrario, las gomitas almacenadas en el congelador (-18 °C)
mantuvieron las mismas caracteristicas iniciales pasado los trece dias. Es conveniente
mencionar que luego de este tiempo las gomitas permanecieron por dos meses en las
mismas condiciones de temperatura, observando que aun mantenia las caracteristicas
iniciales e incluso no presento cristalizacion (Anexo 10). Es por ello que, se realiza la

seleccion del método de conservacion por congelacion, cubiertas por papel film.

Fase 11: Andlisis Proximal

Mediante el analisis proximal se determind el porcentaje de macronutrientes
(proteinas, grasas, carbohidratos, humedad y cenizas) del nutracéutico; luego se
logré estimar el aporte calérico del mismo mediante el uso del método propuesto por
el quimico Wilbur Clin Atwater (Carbohidratos y proteinas 4 Kcal/g, y lipidos 9

Kcal/g respectivamente) (INN, 2012b).
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Determinacion de Humedad

De acuerdo a lo indicado en la norma COVENIN 2951 (1992) para este tipo
de alimentos con elevado porcentaje de carbohidratos, se determiné el porcentaje de
humedad en estufa de conveccion a presion normal a 100 °C por un periodo de ocho
(8) horas, segiin la norma COVENIN 238 (1994), previa evaporacion del agua

contenida en el alimento utilizando un bafio de Maria.

Determinacion de Cenizas

Debido a la naturaleza del producto, se determind mediante via himeda con
acido sulfurico, de acuerdo a lo indicado en la norma CODEX OENO 18/2003 COEI-
2-CENDRE (CODEX Alimentarius, 2003). Para calcular el porcentaje de cenizas se

utilizo la siguiente formula:

% de cenizas = (masa de las cenizas / masa de muestra hiumeda) * 100

Determinacién de Proteinas

Se realiz6 a través de la determinacion de nitrégeno mediante el método de
Kjeldahl, el cual se basa en la digestion de la materia organica de la muestra por
accion del acido sulfarico concentrado y calor; el analisis se realiz en tres etapas: la

mineralizacion, la destilacion y la titulacion (COVENIN, 1980).

El contenido de nitrégeno de la muestra se determiné mediante la siguiente relacién:

% N (en base hiimeda) = MHCI muestra — \4 HCI blanco)* N HCL * 14 x 100
miligramos de la muestra himeda
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Donde:

%N = porcentaje de nitrogeno expresado en términos de masa en base himeda.
V = Volumen de HCI gastados en la titulacion (mL).
NHci = Normalidad del HCI
Luego:
% de proteinas gH) =%N (gH) X factor de conversion.
Siendo el Factor de conversion utilizado de 6,25 que es el factor utilizado para

alimentos en general.

Determinacién de Grasa

A traves del método de Soxhlet, el cual consiste en extraer la grasa de la
muestra con hexano (COVENIN, 1996). La cantidad de grasa se expresé en términos

de porcentaje utilizando la siguiente férmula:

% de grasa = (peso de la grasa /peso de la muestra) *100

Determinacién de Carbohidratos

Se obtuvo por diferencia al restar los valores porcentuales de humedad,

proteinas, lipidos y cenizas del 100 % (INN, 2012b).

Determinacién de Calorias

Como se menciond anteriormente, el aporte caldrico se determind mediante la

sumatoria del aporte energético que contiene cada macronutriente por gramo de
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alimento, empleando los factores (4, 9 y 4) Kcal/ g para proteinas, lipidos y

carbohidratos respectivamente (INN, 2012b).

Determinacion de Sélidos Solubles (° Brix)

Se determiné por medio del refractometro de Abbe, instrumento Gptico que se
emplea para medir la velocidad de propagacion de la luz en un medio, la cual se
relaciona directamente con la densidad de dicho medio, indicando los indices de
refraccion de los fluidos estandar. Las mediciones del indice de refraccion se usan
ampliamente para aproximar la concentracion de azucar en los alimentos, aunque los
valores solo son precisos para las soluciones de sacarosa pura. EI hecho de que el
indice de refraccion de una solucion aumente con la concentracion, se ha
aprovechado en el andlisis de sélidos solubles totales de alimentos a base de
carbohidratos. Debido a este uso, estos refractometros se calibran en °Brix (g de
sacarosa/ 100 g de muestra), lo que equivale al porcentaje de sacarosa en peso/peso

(Nielsen, 2010, p. 224).

Determinacion de pH

Se realizd por medio de un pH-metro, el cual es un instrumento
electroquimico que tiene como principio basico la potenciometria. Implica el uso de
una célula electrolitica compuesta por dos electrodos sumergidos en una solucion de
prueba, disefiados para producir un potencial de electrodo constante y reproducible, el

cual es facil de convertir en lecturas de pH (Nielsen, 2010, p. 102).
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Fase I11: Determinacion del efecto del producto nutracéutico sobre la regulacion

de los niveles de colesterol

Para poder validar el estudio, fue necesario realizar una prueba piloto, ya que
no se consiguid evidencia cientifica que respaldara el proyecto propuesto; con el
objetivo de considerar las posibilidades de su desarrollo posterior, detectando tanto
los posibles fallos o problemas como sus elementos positivos, funcionando asi como
un primer paso para conseguir informacion pertinente. De esta manera, también se
ensaya la eficacia y pertinencia de los instrumentos y protocolos disefiados. Es
importante mencionar, que para esta fase del proyecto fue necesario realizar un curso
previo sobre la Manipulacion de Animales de Laboratorio en el Bioterio de la
Universidad de Los Andes y posterior a ello presentar una propuesta ante el Comité

de Etica del Bioterio de la ULA.

Se decidio trabajar con la especie Mus musculus Linea BIOU:NMRI (ratones)
ya que es el mas utilizado en experimentos de laboratorio, debido a que existen
multitud de variantes transgénicas que simulan enfermedades humanas y por su alta
tasa metabolica. Otra de las caracteristicas a considerar es que pertenecen a colonias
no consanguineas - heterocigotos, es decir; que no presentan un vinculo de sangre a
diferencia de las colonias consanguineas y han heredado dos formas diferentes de un
gen en particular, una de cada progenitor; respectivamente. Ademas estas colonias
suelen tener un mayor numero de crias por camada; sin embargo, debian ser
destetadas a los 21 dias, esto por la posibilidad de que el macho aproveche el post

parto y deje prefiada nuevamente a la hembra. Finalmente en esta especie no se
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presenta el reflejo de vomito, ya que su sistema digestivo presenta una barrera
gastroesofagica que practicamente hace que sea imposible el reflujo, factor

importante a considerar al momento de suministrar el producto nutracéutico.

En cuanto al momento de definir al sexar de los grupos, se decidi6 trabajar
con el género masculino ya que al trabajar con hembras, su carga hormonal podria
influir en los resultados, ademas de ser mas vulnerables frente al estrés y a desarrollar
comportamientos defensivos asociados a la ansiedad, e incluso al momento de
extrapolar la dosis, los machos son los mas idoneos. Posterior a ello, debian cumplir
con un periodo de adaptacion de cinco o seis dias luego del destete, por lo que fueron
entregados con cuatro semanas y cuatro dias (Anexo 11). Luego de este periodo de
adaptacion se decidio esperar unos dias mas para iniciar el estudio, en vista de que los
ratones aun eran muy pequefios y no tendrian el volumen sanguineo suficiente para
realizar la primera toma de muestra sanguinea. Esta adaptacion consiste en el cambio
de ambiente ya que pasan del bioterio de produccibn a un bioterio de

experimentacion.

En cuanto a las caracteristicas del macroambiente o el ambiente fisico y/o
espacio secundario, este comprende todo el contenido dentro del cubiculo de
resguardo; de acuerdo a ello, factores como temperatura, humedad, ventilacion e
iluminacion (fotoperiodo controlado 12:12 h claro/oscuro) no fueron controlados,
debido a la falta de los instrumentos y equipos necesarios en el bioterio; es decir,
dichos factores dependian exclusivamente del medio externo, mientras que factores

como el ruido debian evitarse y los olores no debian ser irritantes ni se debia
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enmascarar los olores naturales (es decir, no usar perfumes, desodorantes, cremas,
entre otros). Por el contrario, en cuanto al microambiente o ambiente fisico inmediato
que rodea al animal, esta limitado por el perimetro de la jaula. En base a ello, el lecho
(céscara de trigo) hacia posible que los animales permanezcan limpios y secos, a su
vez que permite una facil higiene y una jaula que permitia una ventilacion adecuada,
facil acceso al alimento, al agua (previamente esterilizada en autoclave), y a la

manipulacién del animal, asi como también a su observacion.

Se establecié que el tiempo de duracion del estudio seria de treinta dias.
Quince dias destinados a la induccion de la patologia y quince dias para administrar
el producto nutracéutico, tiempo minimo necesario para observar cambios en los
niveles de colesterol. En relacion a la poblacion se decidié trabajar con nimero de
seis ratones machos pertenecientes a la especie Mus musculus Linea BIOU:NMRI, de

cuatro semanas Yy cuatro dias de edad.

En relacién al inicio de la parte experimental de la prueba piloto, se usé el
protocolo establecido por Ricafuerte y Lema (2015) para la induccion de la patologia,

aplicando ciertas variaciones en su metodologia:

Antes de la induccidn se procedio a la evaluacidn del nivel de colesterol de los
ratones, para lo cual se deja ayunar al animal durante un periodo de 12 a 15 horas
dejandoles solamente agua. Transcurrido el tiempo se les extrae sangre, las muestras
fueron tomadas mediante la técnica del seno venoso retroorbital, la cual consiste en

introducir un capilar de microhematocrito azul, por el seno venoso retroorbital (por
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medio de esta via se puede extraer entre 100 uL a 200 uL); y analizada mediante el
método enzimatico colorimétrico, ya que es un método directo, rapido y especifico,
basandose en una hidrolisis quimica (lipasas combinadas con proteasas) para remover
acidos grasos. Estas muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Bioquimica

Adaptativa, en la Facultad de Medicina de la Universidad de Los Andes.

Del total de animales se seleccioné un grupo sano con el objetivo de
establecer un rango de colesterol para individuos sanos y poder comparar estos
niveles con el resto de los grupos a los cuales se les indujo la hipercolesterolemia; por
lo cual, el grupo no fue sometido a la fase de induccion de la patologia y por tanto no
recibié el producto nutracéutico, de modo que su alimentacion estuvo basada en una

dieta normal (perrarina).

Una vez extraidas las muestras de sangre se procede con la induccion de la
patologia por medio de una dieta hipercaldrica a expensas de grasas, la cual consistid
en suministrar ad libitum una mezcla de perrarina de la marca TOP DOG (procesada
hasta obtener la textura de harina) (Anexo 12) con grasa (manteca de cerdo, calculada
en base al 45% del total de gramos de perrarina), que se molde6 en forma de pellets.
Esta dieta hipercal6rica se mantuvo por un periodo de quince dias. La formula
empleada en cuanto a la cantidad en gramos que debia ser suministrada, fue la
siguiente:

6 animales x 5g de comida al dia x n° de dias trancurridos hasta el siguiente cambio de comida

Transcurridos los quince dias de la dieta hipercaldrica a expensas de grasa, se

realiz6 la segunda toma de muestras para establecer el nivel de colesterol, reportando
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valores que, al compararse con la primera muestra tomada y con el grupo sano,

permitieron confirmar la hipercolesterolemia en los ratones de grupos experimentales.

Una vez extraidas las muestras de sangre y establecido el nivel de colesterol

de los animales en experimentacion, se procedié con la formacién de cinco grupos

experimentales (Anexo 13), clasificandose en:

e Control: estos grupos serian sometidos a la fase de induccién de la patologia pero

no recibirian el tratamiento (producto nutracéutico).

©)

Control 1: luego de inducida la patologia, este animal siguié siendo
alimentado con la dieta hiperlipidica.
Control 2: luego de inducida la patologia, este animal fue sometido a un

cambio en la dieta, reemplazando la dieta hiperlipidica por perrarina.

e Tratamiento: luego de inducida la patologia estos grupos recibirian el tratamiento

(producto nutracéutico), ademas de modificar la dieta en algunos grupos.

©)

o

o

Tratamiento 1 (T1): luego de la induccidn, su alimentacion se modifico,
sustituyendo la dieta hiperlipidica por perrarina, ademas de recibir el
producto nutracéutico.

Tratamiento 2 (T2): mantuvo las mismas caracteristicas descritas para T1,
con el fin de asegurar la continuidad del estudio en caso de que alguno de
los sujetos de estudio de T1 llegara a fallecer durante la primera toma de
muestra.

Tratamiento 3 (T3): luego de la induccion, mantuvo la dieta inicial de

perrarina mas grasa y recibio el tratamiento (producto nutracéutico).
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A estos grupos de animales en experimentacion, una vez inducida la
hipercolesterolemia y establecido el nivel de colesterol, se procedié con la
administracion del tratamiento de manera ad libitum y la modificacién de la

alimentacion, por un periodo de quince dias.

Se realiz6 una tercera toma de muestras sanguineas a los siete dias de iniciada
la fase de administracidn del tratamiento y el cambio de dieta, manteniendo la técnica
de extraccidn de sangre y el método de determinacion de colesterol en plasma; con el

propdsito de mantener un seguimiento de los niveles de colesterol durante esta fase.

Luego, de siete dias para un total de quince dias de tratamiento y cambio de
dieta, se tomo una cuarta muestra de sangre con el objetivo de evaluar el nivel de
colesterol al finalizar el estudio, y validar asi la metodologia de induccion y el

procedimiento experimental para la medicion del efecto nutracéutico.

Por ultimo, también fueron consideradas las variables agua, peso y comida
durante el proceso. El suministro de agua fue estandarizado por medio de botellas de
vidrio de hombros redondos y de tapon con un dispensador de acero inoxidable, con
una capacidad para 500 mL de agua (Previamente esterilizada en autoclave), la cual
era cambiada cada 6 dias. En cuanto al peso del animal este era controlado cada 6
dias, para evitar alterar a los ratones y causarles el menor estrés posible; usando una
balanza digital marca Dynamics. En lo que respecta a la comida (dieta hiperlipidica o
dieta normal), esta se reemplazaba cada 4 dias, pues el bioterio no labora los fines de

Semana.
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Finalmente, este proceso experimental se resume de forma esquematizada a

continuacion en la Figura 3:

Figura 3
Esquema de la Prueba Piloto.

Prueba piloto

Seis ratones (Mus musculus Linea BIOU:NMRI)

/\

Grupo Sano Grupo experimental
Perrarina 1 >
Perrarina 1 1 2 3
Control 1 Control 2 T1

Perrarina + Grasa Perrarina Perrarina

S/tto? S/tto? C/tta®
Perrarina 1 c1 Cc2 T1
Perrarina 1 Cc1 c2 T1

Nota

& S/tto: Sin Tratamiento.

T2

Perrarina

C/ttoP

T2

T2

b C/tto: Con Tratamiento del producto nutracéutico.
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Una vez finalizada la prueba piloto, destacando los elementos positivos y
realizadas las correcciones en base a los fallos o problemas detectados; se dio inicio a
la experimentacion, manteniendo el mismo protocolo antes sefialado en la prueba

piloto para la induccion de la patologia y la administracién del tratamiento.

El proyecto tuvo una duracién de un mes. Se utilizaron 20 ratones (Mus
musculus Linea BIOU:NMRI) del género masculino, y de 4 semanas de edad (Anexo
14). Inicialmente, se separaron a los animales en cuatro grupos diferentes de estudio;

de cinco animales cada uno, explicados a continuacion:

e Grupo Sano: los animales de este grupo no fueron sometidos a la induccion de la
patologia, por lo que sus valores bioquimicos sirvieron para ser comparados con
el resto de los grupos experimentales. Durante todo el estudio, su alimentacion
fue a base de perrarina y no recibié el producto nutracéutico.

e Grupo Control: luego de quince dias tras la induccion de la patologia, a este grupo
se le cambid la dieta hiperlipidica por perrarina. De este grupo se esperaba un
cambio en sus niveles de colesterol en relacion con la modificacion de la dieta.

e Grupo Tratamiento: luego de dos semanas tras la induccién de la patologia estos
grupos comenzaron a recibir el tratamiento (producto nutracéutico), y en uno de
ellos se aplic6 una modificacion en la dieta:

o Tratamiento 1 (T1): este grupo recibio el tratamiento y su dieta fue
cambiada por perrarina.
o Tratamiento 2 (T2): este grupo recibio el tratamiento, pero mantuvo la

dieta inicial (perrarina mas grasa).
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En este sentido, se mantuvo las fases de experimentacion establecidas en la
prueba piloto. Sin embargo, la toma de muestras sanguineas se realizé en dos etapas,
la primera a los quince dias de iniciado el proyecto y la segunda a los treinta dias,
cuando finalizé el proyecto; manteniendo el método de determinacién de colesterol

en plasma. En cuanto a la toma de muestras, se utilizaron dos técnicas:

En la primera etapa de toma de muestras se realizo la técnica del seno venoso
retroorbital en los animales; exceptuando a cuatro animales pertenecientes a los
grupos tratamiento (T1.3, T1.4, T2.3 y T2.4) con el fin de mantener el volumen

sanguineo total hasta el final del proyecto.

Por su parte, en la segunda toma de muestras se mantuvo la técnica del seno
venoso retroorbital y también se aplico la técnica de extraccion de sangre por puncién
cardiaca mediante el método abierto; a los cuatro animales exentos de cada uno de los
grupos, durante la primera toma de muestra. Esta técnica es un procedimiento
terminal (Es decir, los animales son sacrificados inmediatamente al final de una
puncidn cardiaca), y requiere anestesia. Por medio de esta técnica se puede obtener un

volumen sanguineo de entre 0,8 - 1,5 mL.

La recoleccion de los datos se llevd a cabo mediante la observacion progresiva
de los cambios presentados por los cuatro grupos de estudio, en una hoja de registro,
por lo que se puede decir; que fue una percepcion activa, en donde se selecciond, se
organizaron grupos modelo (Grupo Sano) y experimental, y finalmente se

compararon los resultados entre grupos mediante un muestreo probabilistico
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aleatorio. Finalmente, este proceso experimental se resume a continuacion en la

Figura 4.

Figura 4

Esquema del Ensayo Experimental.

Proyecto
Veinte ratones (Mus musculus Linea Toma de muestras
BIOU:NMRI) Analisis
Grupo Sano Grupo experimental 0 dias
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Administracion de
S/tto? C/ttob C/tto® .
tratamiento
Perrarina 5 5 5 5 7 dias Toma de muestras
Andlisis
Perrarina 5 5 5 5 7 dias Toma de muestras
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Nota
& S/tto: Sin Tratamiento.

b C/tto: Con Tratamiento del producto nutracéutico.

70



Anélisis Bioquimicos

Meétodo terminal: Seno venoso retroorbitario

Esta técnica de venopuncidn se emplea en este tipo de especie (Mus musculus)
por el volumen maximo de extraccion sanguinea (por medio de esta via se puede
extraer entre 100 uL a 200 pL) en relacién con otro punto anatémico, por ejemplo la
vena de la cola. Esto se debe a que el tamafio de la muestra requerida debe ser
predeterminado, calculado en base al peso y el volumen total de sangre del animal sin
reposicion de liquidos, donde el volumen maximo de sangre que se puede extraer es
del 10% de la volemia total. Por lo que para un raton promedio de 25 g con un
volumen total de sangre de 1,8 mL el 10% de su volumen de sangre es 193 - 200 uL

(Stewart & Schroeder, 2018).

Por esta razon, es de considerar el efecto combinado del tamafo de la muestra
y de la frecuencia de la extraccion de sangre, esto en vista de que si se extrae la
muestra muy rapido, se supera el volumen recomendado o es muy frecuente la toma
de muestra, el animal puede entrar en un shock hipovolémico. El volumen de sangre
méaxima que puede obtenerse por semana es no mas de 7,5% del volumen total de
sangre, por lo que para un raton de 25 g esto equivale a 145 - 150 uL por semana, no
obstante; si el muestreo se produce cada dos semanas se puede extraer hasta el 10%
del volumen total de sangre lo que equivaldria a 200 pL, o minimo 10 dias para un
raton promedio, tiempo necesario para permitir que los tejidos de la zona se

recuperen y se repongan las células de la sangre (Stewart & Schroeder, 2018).
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En consecuencia, primeramente es necesario inmovilizar al raton, para ello se
sujeta por la parte proximal de la cola y se coloca sobre una superficie rugosa donde
se pueda sujetar con sus patas delanteras, este proceso se debe realizar con la mano
diestra, mientras que con la otra mano se toma la piel del dorso inmediatamente
detras de las orejas con los dedos indice y pulgar, sin ejercer demasiada presion, pero

firme, tomando suficiente piel (Anexo 15) (Mourelle, Herrero y Ricca, 2013).

Posteriormente, se debe utilizar el indice y el pulgar para retraer la piel de la
cara y protruir el globo ocular, mientras que la técnica consiste en introducir un
capilar de microhematocrito azul, por el seno venoso retroorbital en un angulo 6culo
nasal o lo que es igual se coloca en el canto medial del ojo y es dirigido caudalmente
en un angulo de 30 — 45 ° del plano de la nariz; por detras del globo ocular (el ratén
tiene la retroorbital del seno, una coleccidon de vasos que crean un seno en la zona
orbital), aplicando presion y girando suavemente el capilar de microhematocrito se
permite el corte a través de las membranas conjuntivales y la ruptura del plexo ocular,
de este modo la sangre fluye por capilaridad y es recolectada en tubos Eppendorf
(200 pL), para ello es necesario mantener la presion para mantener el prolapso ocular
(Anexo 16). Una vez finalizada la toma de muestra, al retirar el capilar se debe soltar
la piel y permitir que el globo ocular regrese a la cavidad ocular, seguidamente se

debe aplicar un poco de presion en la drbita para asegurar la hemostasia.
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Meétodo Enzimatico Colorimétrico para la Determinacion de Colesterol

La determinacién de colesterol en suero se realizd por medio del Método
Enzimatico Colorimétrico, usando el reactivo de la marca Wiener Laboratorios SAIC

linea liquida Colestat enziméatico AA (Anexo 17).

En primer lugar, las muestras deben centrifugarse 10 minutos a 3500 r.p.m en
una microcentrifugadora para tubos Eppendorf de esta manera se logra separar el
suero de las células sanguineas. Una vez separado el suero, este se extrae por succion
por medio de una micropipeta automatica (en este caso se extrae un volumen de 10
puL de muestra) evitando extraer el coagulo. Seguidamente se coloca en un tubo
Eppendorf junto con Icc del reactivo y se coloca en la “incubadora al seco” modelo
Stat Fax 137 plus millenium 111 (Este equipo de quimica semi automatizado utiliza un
sistema dptico bicromatico con seis longitudes de onda de 340 - 640 nm) (Anexo 18)
por 5 minutos a 37 °C para dar inicio a las reacciones enzimaticas. Las absorbancias
fueron medidas en espectrofotometro y las concentraciones se determinaron en
funcion de una relacion lineal. Ahora bien, este método utiliza una mezcla de
enzimas: lipasa, colesterol oxidasa y peroxidasa, para formar colesterol-ona y H20:
que reacciona con la 4-aminofenazona y el fenol para dar una quinonimina que se

mide a 505 nm.

Anadlisis de Colesterol Total

El colesterol total es un analito claramente definido y que existe en el plasma

de forma de forma libre y esterificada; sin embargo, para su analisis las formas

73



esterificadas son previamente hidrolizadas, de tal manera que la medicion del
colesterol total, asi como moléculas de colesterol libre, puede ser definida sin

ambigledades (Vella et al., 2019).

Para el colesterol, el método de referencia es una modificacion del método
Abell-Kendall, aunque ha sido propuesto otro tipo de ensayo por cromatografia de
gases-espectrometria de masas (CG-MS) con dilucién isotdpica. ElI método utilizado
en el laboratorio clinico fue el método enzimatico, basado en la utilizacion de las
enzimas, colesterol-esterasa, colesterol-oxidasa y peroxidasa, con lectura final de
absorbancias en longitudes de onda de 500 nm, y aplicacion de la ley de Lambert-

Beer (Vella et al., 2019).

Meétodo terminal: Puncién Cardiaca

Esta técnica es un procedimiento terminal y requiere anestesia, por lo que los
animales son sacrificados inmediatamente al final de una puncion cardiaca.
Primeramente se debe anestesiar al raton (para ello se utilizé un algodén impregnado
con cloroformo y se introdujo junto con el animal en una caja cerrada, por al menos 2
minutos) y verificar la anestesia de manera objetiva en relacion a la falta de
movimiento espontanea, respiracion lenta y la falta de respuesta a los estimulos,
como por ejemplo el reflejo podal (al pinchar con una aguja la superficie palmar de

las patas tanto anterior como posterior).

Con relacion a este procedimiento es importante resaltar que existen dos

métodos, el método cerrado que puede ser realizado con el animal restringido
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manualmente una vez que esta anestesiado y el método abierto, donde el corazén esta
expuesto quirdrgicamente. En el método cerrado la técnica consiste en sostener con
firmeza al animal por el cuello con el cuerpo colgando verticalmente, evitando asi la
torsion del pecho y del corazén. Seguidamente se debe desinfectar la zona con
alcohol y ubicar la apofisis xifoides del esterndn e introducir la aguja lateralmente a
esta en direccion craneoventral, para ello la aguja debe estar paralela a la columna
vertebral; una vez introducida se ejerce una pequefia presion negativa en la jeringa
hasta que la sangre fluya en ella. Otro punto de anatomico de referencia es que el

corazon esta situado aproximadamente a la altura del codo del animal.

El método abierto consiste en colocar al ratén en posicion decubito supino,
fijandolo a una placa o base de diseccion a través de sus extremidades con ayuda de
agujas, se debe desinfectar la zona con alcohol y posteriormente se levanta la piel y se
hace una pequefia incision transversal a través de la piel, logrando realizar la apertura
del torax siguiendo la linea medioclavicular utilizando para ello un escalpelo con hoja
n° 23, seccionando las costillas hasta la entrada del cuello. El objetivo es lograr tener
un acceso completo del corazén; sosteniendo la jeringa en un angulo de 45° e
insertando la aguja en el corazén, extrayendo finalmente el volumen total de sangre

(0,8-1,5mL) (Anexo 19).
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Técnicas de Procesamientos y Andlisis de Datos

Los resultados del Analisis Fisico-Quimico fueron tratados mediante estadistica
descriptiva, para lo cual se calcularon los promedios de las tres repeticiones

efectuadas para cada analisis.

El método utilizado para la seleccion de los ratones que conformarian los
grupos establecidos, fue el muestreo probabilistico aleatorio mediante la tabla de
namero aleatorios. Una vez recolectada la informacion aportada por la sangre de los
animales de experimentacion, se realizd una base de datos para el anélisis con el
programa Statistics Package for Social Sciences (SPSS) de IBM, version 20.0. Se
utiliz6 como técnica de procesamiento la prueba de Kruskal-Wallis, la cual permite
comparar muestras en niameros menores a 30 y se establecio diferencias entre las
medias de las muestras por medio de la prueba post-hoc de Bonferroni. De igual
forma, se uso el programa Microsoft Excel para la construccion de tablas y cuadros.

Durante este procesamiento se mantuvo un margen de error del 1%.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se describen los resultados obtenidos a lo largo de las diferentes
etapas llevadas a cabo para la obtencion del producto nutracéutico y evaluar su efecto

sobre la hipercolesterolemia.

Resultados del Analisis Proximal

La ciencia y tecnologia de alimentos es un area multidisciplinaria que posee
un amplio alcance, que se extiende desde el estudio de la seleccion del alimento hasta
el o los efectos de un componente especifico sobre la salud o ingrediente funcional
(Ferrari, Maresca & Ciccarone, 2010). En la actualidad, se estan desarrollando
productos y alimentos con modificaciones en su composicion, bien sea con
eliminacion, disminucién o adicion de algin nutriente a fin de contribuir en evitar las
deficiencias nutritivas del individuo y prevenir excesos perjudiciales para la salud. La
vision de los alimentos como medicina preventiva continua creciendo, orientandose a
los consumidores con factores de riesgo y en condiciones crénicas de las principales

enfermedades (Pérez, 2010).



El desarrollo de esta investigacion estuvo basado en elaborar un producto
nutracéutico a base de pitahaya y evaluar su capacidad para regular los niveles de
hipercolesterolemia; para conocer la composicion de macronutrientes del producto
elaborado, se realizd el andlisis proximal. Estos resultados permitieron establecer su
contenido de humedad, cenizas, proteina, grasa y carbohidratos, con el objetivo de
evaluar el potencial nutricional del producto nutracéutico para el consumo humano y

la industria de alimentos.

Los datos recolectados a partir del analisis proximal del producto nutracéutico
a base de pitahaya (Selenicereus megalanthus), fueron analizados mediante
estadistica descriptiva y los resultados obtenidos en porcentaje, se muestran a detalle

en la Tabla 3.

Tabla 3

Resultados del Analisis Proximal del Nutracéutico a Base de Pitahaya (Selenicereus

megalanthus).

Por cada 100 g
Humedad (g) 86,74
Cenizas (g) 0,64
Proteinas (g) 6,22
Grasas (g) 0,15
Carbohidratos totales (g) 6,24
Energia (kcal) 51,22
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Respecto a su composicion nutricional, se presentaron ciertas similitudes con
otros estudios realizados previamente. La humedad es un valor analitico de gran
importancia, pues permite establecer a largo plazo la estabilidad del producto. Por lo
que, en cuanto al porcentaje de humedad el valor obtenido fue de 86,74 %, resultado
similar al reportado por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO por sus siglas en Inglés: Food and Agriculture Organization of
the United Nations), en 2006. Por su parte, el porcentaje de cenizas obtenido es
similar a los valores encontrados en la bibliografia, donde se reportan valores de 0,4%
(Rodrigues et al., 2018) y 0,6% (INCMNSZ cit. en Morales de Leon, Bourges y
Camacho, 2015). Al respecto Chik et al. (2011), menciona que el contenido mineral

es mayor en la cascara de pitaya amarilla que en la pulpa.

En cuanto al contenido de proteinas, se obtuvo un promedio de 6,22 % valor
que supera al encontrado por Torres en 2007, quien reporta un valor de 0,5 g/ 100 g
de la parte comestible, e incluso al valor reportado por la FAO en 2006 de 0,4 g/ 100
g de pulpa de pitahaya sin semillas; sin embargo, se puede establecer que la
diferencia con respecto a los otros estudios en el elevado valor obtenido para el
contenido proteico, es debido a que el producto elaborado contiene gelatina y un
extracto obtenido de la cascara. En cambio, en las otras investigaciones reportadas
solo se analizo la pulpa de pitahaya. En este sentido, Arriaga et al. (2015), reportd
que el contenido de proteina en la cascara oscil6 de 0,2 a 0,8 mg/g y en la pulpa de

1,5a 3,7 mg/g.
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Por el contrario, Santarrosa (2013), obtuvo un valor de 9,15 % de proteinas
para la parte comestible de la pitahaya roja (Hylocereus triangularis), incluidas las
semillas. Al respecto, es importante destacar la observacion realizada por Arriaga et
al. (2015), quien describe que los valores reportados cambian en cuanto a la localidad
del cultivo y la variedad analizada, encontrando valores superiores en Autlan y Santa
Rosa (México), en la variedad amarilla y menor en la variedad morada de Zacoalco
de Torres (México); concluyendo que el contenido de proteinas en la pulpa de

pitahayas silvestres es superior al de las cultivadas.

En lo que se refiere al porcentaje de grasa obtenido (0,1540 %), este confirma
que, al igual que la mayoria de los derivados de frutas, el producto nutracéutico tiene
un bajo contenido graso. En este sentido, Santarrosa (2013) obtuvo un 0,53 % de
grasa para la pulpa de pitaya roja, contrario a lo reportado por Béaez y Pablo (2020),
para la pitahaya amarilla cultivada en la region Amazonas de Peru, donde se alcanza
un valor del 9,87 %. Estos resultados, se corresponden con la hipotesis planteada por

Arriaga et al. (2015), mencionada anteriormente.

Finalmente, otro de los macronutrientes determinados en el analisis del
producto nutracéutico, son los carbohidratos. Este analisis reveld un 6,2396 %, cifra
similar a la reportada por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidn
Salvador Zubiran (INCMNSZ cit. en Morales de Leon, Bourges y Camacho, 2015),
de 9,8 g de carbohidratos por cada 100 g de fruta, destacandolo asi como un fruto de
bajo aporte caldrico, ya que cuenta con pequefias cantidades de hidratos de carbono

(9,20 g por cada 100 g de pulpa) (Rodriguez et al., 2005).
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Con respecto a los carbohidratos complejos, Tze et al. (2012), menciona que
el contenido de fibra cruda en el polvo de pitahaya es del 38% de los carbohidratos,
ademas de reportar la presencia de pigmentos naturales como por ejemplo la
betacianina. Se ha reportado en diversos estudios que este tipo de compuestos
fitoquimicos como los pigmentos y los polifenoles, podrian poseer efectos
beneficiosos para la salud. Por su parte, Rahmati et al. (2015), reporta que la cascara
de pitahaya contiene 70,1% de fibra dietaria total, de la cual 14,4% es fibra soluble,

pudiéndosele atribuir completamente a la pectina.

El rendimiento de la pitahaya amarilla indica que su procesamiento es
comercialmente viable en comparacion con otras frutas, por su relacion cascara/pulpa
(37,42 % / 61,35 %). Sin embargo, en su contenido nutricional también destacan
otros micronutrientes, como por ejemplo las vitaminas B, C y E, ademas de la
presencia de otras sustancias fitoquimicas como los polifenoles (Beltran et al., 2009).
Es necesario mencionar, que en el presente estudio no se logré evaluar el contenido

de estos elementos por no contar con los reactivos y equipos necesarios.

Resultado de la determinacion de Sélidos Solubles (°Brix)

El resultado obtenido para el contenido de sdlidos solubles del nutracéutico
fue de 13 °Brix. Véasquez et al. (2016), reporta un valor de 20,1 °Brix en la fruta
madura para el ecotipo Palora (pitahaya amarilla, frutos de hasta 350 g), y de 17,9
°Brix para el ecotipo Nacional (pitahaya amarilla, frutos de hasta 150 g). Por su parte

Chik et al. (2011), reporta para la pulpa de pitahaya amarilla un valor de 15 °Brix. El
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contenido de solidos solubles es una caracteristica muy apreciada en los frutos de
pitahaya debido a que este parametro determina el dulzor de la fruta (Vasquez et al.,
2016). Nuevamente se evidencia, que los valores varian con la procedencia, incluso
dentro de una misma especie. En consecuencia, se puede establecer que existe una

relacion atribuida al valor obtenido y a los factores externos que lo alteran.

Resultados de la determinacion de pH

En cuanto al pH del producto, se obtuvo un valor de 4,70; mismo resultado
reportado en la investigacion de Garcia y Robayo (2008), donde se evidencid que la
fruta inmadura (estado O de acuerdo a las especificaciones del ICONTEC, 1996)
obtuvo un pH de 4,05 mientras que la fruta madura presentd un valor de 4,7. Esta
propiedad permite clasificar a la pitahaya como un fruto medianamente acido; sin
embargo, se han reportado valores mas bajos entre 4,02 - 4,28 caracteristicos de los
frutos de las especies de la familia de las cactaceas (Ospina, 2004). Finalmente, en
base a lo mencionado por Ledn y Riveros (2014) y los resultados obtenidos, se podria
deducir que el producto nutracéutico contiene pectinas de bajo grado de

esterificacion, ya que el pH obtenido fue de 4,70.

Resultados de la Fase 111 de la Investigacion: Evaluacion del efecto del producto

nutracéutico sobre la regulacién de los niveles de colesterol

En cuanto a los resultados obtenidos en la prueba piloto, las variables peso de

los ratones, cantidad de agua y comida ingerida se logro observar un comportamiento
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propio de la etapa de desarrollo y crecimiento de los animales, reflejado en el

aumento en las mencionadas variables; dichos resultados se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4

Resultados de la Prueba Piloto con Relacién al Seguimiento de Peso, Agua y

Comida.
0 dias 15 dias 30 dias
Grupo S/ C/l Post tto.
SANO 12 18 25
CONTROL 1 16 24 34
CONTROL 2 16 21 30
PESO@ 1, 15 22 30
T2 15 21 30
T3 14 21 27
PROMEDIOS 14,67 2117 2933
SANO 4 4 9,38
CONTROL 1 9 6 8,75
CONTROL 2 6 4 10
AGUA(ML) -y 5 4 8,13
T2 4 5 6,75
T3 8 3 285
PROMEDIOS 6,00 433 7.64
SANO 46 472 4.4
CONTROL 1 6,4 5 16
CONTROL 2 7.2 42 5.4
COMIDA(Q) 1, 48 42 5,4
T2 42 4 48
T3 46 3,2 6,42
PROMEDIOS 5,30 413 7.07

S/1: Sin Induccién. C/1: Con Induccion. Post tto: Post tratamiento.

En ese sentido, el peso corporal inicié con un promedio de 14,67 g y finalizé
con un promedio de 29,33 g., rangos que se mantienen entre los valores normales
para un ratén juvenil y un ratén adulto respectivamente, de acuerdo a lo reportado por

Nieves (2016), donde menciona que un ratdn luego del destete pesa entre 11 - 14 g,
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mientras que un raton adulto en promedio pesa unos 30 g. En relacion a las
cantidades ingeridas de agua, se obtuvo un promedio inicial de 6 mL y a los treinta
dias 7,64 mL; valores similares a los reportados por Nieves (2016), donde se
menciona que el consumo de agua promedio de un roedor es de 7 mL, haciendo la
salvedad que esto varia con respecto a los requerimientos del animal.

Por otra parte, en cuanto a los gramos de comida ingeridos, al inicio se
registré un promedio de 5,30 g y finaliz6 con un promedio de 7,07 g. Al respecto,
Nieves (2016), menciona que esto varia de acuerdo al requerimiento por edad y el
tipo de alimento suministrado. Finalmente, los resultados de estas variables permiten
demostrar que no son factores influyentes en relacion a la fase de induccion y la fase
de tratamiento.

En referencia a la Tabla 5, los analisis bioquimicos de la prueba piloto
permitieron corroborar que a través de la dieta hiperlipidica se logro inducir la
patologia (Elevacion del colesterol total en sangre), dentro del tiempo estimado
(quince dias). El grupo sano, inici6 con valores de 169,3 mg/dL (rango establecido
como referencia para determinar el colesterol; es decir, todo valor por encima de este
a los quince dias de iniciada la induccion de la patologia, seria indicativo de

hipercolesterolemia en el animal), y finalizdé con 174 mg/dL.

De igual forma, en los grupos experimentales se observd una diferencia
positiva. Ambos grupos control al no recibir tratamiento y a pesar de que en uno de
ellos se cambi6 la dieta (Control 2), presentaron un aumento en los niveles de

colesterol al finalizar la prueba. El grupo Control 1 parti6é con valores de 167,1 mg/dL
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y finalizd con 258 mg/dL; mientras que el Control 2 (grupo al cual se le modificé la

dieta luego de la induccién), pas6 de un valor inicial de 178,5 mg/dL a 195 mg/dL al

culminar la prueba piloto.

Tabla s

Resultados del Nivel de Colesterol Pertenecientes a los Ratones (Mus musculus Linea

BIOU:NMRI) de la Prueba Piloto.

Fase de Induccion

Inicio del Tratamiento

0 dias 15 dias 21 dias 30 dias
Grupo
Col. (mg/dL) Col. (mg/dL) | Col. (mg/dL) Col. (mg/dL)
Sano 169,3 169,3 203,7 174
0 dias 15 dias 21 dias 30 dias
Grupo
Col. (mg/dL) Col. (mg/dL) | Col. (mg/dL) Col. (mg/dL)
Control 1 160,1 167,1 319,5 258
Control 2 168,5 178,5 246,3 195
T1 169,4 210,5 259,5 146,29
T2 171,5 219,5 261 196,3
T3 176,7 231,3 122,2 215,5

Por su parte, los grupos tratamiento presentaron un comportamiento diferente

al recibir el producto nutracéutico y modificar su dieta. EI grupo T1 comenz6 con un

valor de 210,5 mg/dL y culmind con un valor de 146,29 mg/dL, mientras que T2

quien mantenia los mismos criterios, partié con un valor de 219,5 mg/dL y terminé
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con un valor de 196,3 mg/dL; respecto al grupo T3, al principio reporté un valor de

231,3 mg/dL y finalizé con un valor de 215,5 mg/dL.

Ahora bien, si se comparan los resultados obtenidos con otros estudios
preliminares en base al colesterol de ratones, se puede hacer referencia que estos
valores varian considerablemente de una linea a otra, entre géneros e incluso si son o
no consanguineos. En este sentido, Ojeda et al. (2016), resalta que en un estudio
realizado en la Universidad de Carabobo (UC) ese mismo afio, se reportaron niveles
de colesterol total en ratones NMRI similares a los obtenidos durante la prueba piloto.
Sin embargo, es importante mencionar que en dicho estudio se utilizd ratones
hembras no consanguineas de la raza NMRI de ocho semanas de edad; es decir, se
utilizd la misma raza, misma linea y edades similares. No obstante, el factor
diferencial esta en el género, que demuestra que los niveles son mucho mas elevados
en comparacion con los del macho (Ojeda et al., 2016). Este mismo fendmeno se

encuentra reportado en los registros del Bioterio de la Universidad de Los Andes.

Como se menciond en la metodologia, la prueba piloto se realiz6 para ensayar
las técnicas, instrumentos y el protocolo seleccionado, y asi poder valorar su eficacia
y pertinencia o hacer los correctivos que fuesen necesarios. Posteriormente, una vez

finalizada la prueba piloto, se dio inicio al proyecto.

Los resultados obtenidos en relacion al seguimiento del peso del raton y
cantidad ingerida tanto de alimento como de agua, son descritos a continuacion. En

cuanto al Gréafico 1 en relacion al peso, se logra observar que el comportamiento de
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los cuatro grupos fue homogéneo, con una clara tendencia a incrementar el peso a lo
largo del periodo de tiempo en que fue realizado el proyecto. Observando valores
promedio de peso en el grupo sano al dia cero, registr6 12 g, a los quince dias el
promedio fue de 18 g y concluido el estudio reportaron valores de 25 g. Por su parte,
el grupo control inicié con un promedio de 18,4 g, a los quince dias se obtuvo un
promedio de 21,8 g y finalmente a los treinta dias, el peso promedio fue de 30 g.
Dicha tendencia coincide ademas, con el aumento esperado al ingerir una dieta alta en

grasas.

Peso de los Ratones (g)
35
30
25
20
15

10

0 dias 15 dias 30 dias

HSano ®Control mT1 mT2

Gréfico 1. Resultados promedio del proyecto con relacién al seguimiento en el

control de peso.

De modo similar, el grupo T1 reflejé un peso promedio inicial de 18 g, a los

quince dias un peso promedio de 23,8 g y finalmente reportd un promedio de 30,2 g.
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Finalmente el grupo T2 obtuvo un promedio inicial de 20,2 g, a los quince dias un
promedio de 25,2 g y a los treinta dias el promedio alcanzado fue de 27 g. Cabe
destacar, que los ratones al inicio del estudio presentaban cuatro semanas de edad;
por lo tanto, un incremento de peso es un comportamiento propio de la etapa de
crecimiento, coincidiendo con lo reportado por los resultados obtenidos en la prueba
piloto. Adicionalmente, el aumento de peso en los grupos tratamiento es indicativo

que los animales de estudio no rechazaron el producto y/o dejaron de comer.

De igual forma, también es notable que el incremento de peso en el grupo T2
es menor, en comparacion con el del T1, sugiriendo que el nutracéutico influye de
algin modo sobre el metabolismo de los ratones, controlando el aumento de masa
corporal a pesar de la dieta alta en grasas. Al respecto, Ilic (2021), plantea que el alto
contenido de fibra de la pitahaya (7 g por racion), es la responsable de mantener el

control de peso.

Con referencia al Gréafico 2, resultados promedio en relacion al agua ingerida,
el grupo sano registré un volumen inicial de 4 mL, manteniéndose igual a los quince
dias; sin embargo, el reporte a los treinta dias revelé un valor promedio de 9,38 mL,
valor que se encuentra entre lo reportado por el Centre Utrecht Life Sciences (2016),

donde se menciona que el consumo de agua es de 15 mL para un ratén adulto.
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Gréfico 2. Resultados promedio del proyecto en relacion al consumo de agua.

En cuanto a la interpretacion con los grupos experimentales, se mantuvo un
comportamiento similar en los periodos de tiempo estudiados observandose, al
contario que ocurrié con el grupo sano, una disminucion de su demanda hidrica; aun
asi, son valores que permanecen dentro de los rangos obtenidos durante la prueba

piloto.

En base a los resultados obtenidos mediante el control de la ingesta
alimentaria, y que estan expuestos en el Grafico 3, se logré observar en el grupo sano
una ligera disminucion en la demanda de consumo en relacion al inicio y al final del
estudio, reportando valores de 4,60 g y 4,40 g respectivamente; mientras que, por el
contrario se observé un comportamiento muy similar de incremento en la ingesta de

alimento en los grupos control, T1y T2 en los tres periodos de tiempo estudiados. Sin
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embargo, son valores que permanecen dentro de los rangos obtenidos en la prueba

piloto y se corresponden con el patron de crecimiento del ratdn y sus requerimientos.

Cantidad de Comida Ingerida (g)

0 dias 15 dias 30 dias

H Sano Control T1 T2

Gréfico 3. Resultados promedio del proyecto con relacidon al control de ingesta

de alimentaria.

Por su parte, en cuanto a los resultados obtenidos para el analisis de colesterol
(Tabla 6), se logr6 observar que a los 30 dias, el grupo sano mantenia niveles finales
(174 mg/dL), similares a los reportados a los quince dias (164 mg/dL). Mientras que
el grupo control presentd a los quince dias un valor de 281,94 mg/dL, reportando una
disminucidn en los niveles de colesterol al finalizar el estudio (216,61 mg/dL), tras
modificar su alimentacion en el dia 15 (Anexo 20). En referencia a la administracion
del nutracéutico a base de pitahaya como tratamiento, el grupo T1 report6 un valor de

201,62 mg/dL a los quince dias y al finalizar reportdé un valor de 213,99 mg/dL; es
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decir, pese a la modificacion en la dieta y recibir el tratamiento se observo un

aumento en los valores bioquimicos (Grafico 4).

Tabla 6

Resultados del Nivel de Colesterol Pertenecientes a los Ratones (Mus musculus Linea

BIOU:NMRI) del Proyecto.

Fase de Induccién Fase de Tratamiento
Grupo Dia 15 Dia 30
Col (mg/dL) Col (mg/dL)
Sano 169 174
Control 281,94 216,61
Tratamiento 1 197,88 220,49
Tratamiento 2 293,14 195,28

Finalmente el grupo T2 presentd una disminucién de los valores a los treinta
dias (195,28 mg/dL) en relacion a los valores reportados a los quince dias (293,14

mg/dL).
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Gréfico 4. Resultados de los analisis bioquimicos pertenecientes a los ratones

(Mus musculus Linea BIOU:NMRI) del proyecto con relacion al colesterol.

Al respecto, en los resultados la prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-
Wallis (Tablas 7 y 8) para un nivel de confianza del 99% con un valor de p<0,01, se
observé que existen diferencias estadisticamente significativas entre las mediciones
tomadas a los 15 y 30 dias para el grupo T2 con respecto al grupo de individuos
Sanos; sin embargo, no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas

para dichas mediciones en el grupo Control y T1 con relacion al grupo Sano.
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Tabla 7

Estadisticos de Contraste (a,b).

mg/dLP
Chi-cuadrado?® 17,677
3
Sig. asintot. ,001
Nota.
& Prueba de Kruskal-Wallis
b Variable de agrupacion: Grupos de ensayo
Tabla 8
Pruebas post hoc. Comparaciones Multiples.
() Grupos (J) Grupos Diferencia de Error si Intervalo de Confianza
de Ensayo de Ensayo  Medias (I-J) Tipico g- al 99%
Limite Limite Limite Limite Limite
Inferior Superior Inferior  Superior Inferior
Bonferroni  Sano Control -67,30750(*) 17,06311 ,002 -114,4497  -20,1653
T1 -34,96750 17,06311 279  -82,1097 12,1747
T2 -69,19250(*) 17,06311 ,001* -116,3347 -22,0503
Control Sano 67,30750(*) 17,06311 ,002 20,1653  114,4497
T1 32,34000 17,06311 ,388  -14,8022 79,4822
T2 -1,88500 17,06311 1,000 -49,0272 45,2572
T1 Sano 34,96750 17,06311 279 -12,1747 82,1097
Control -32,34000 17,06311 388  -79,4822 14,8022
T2 -34,22500 17,06311 306 -81,3672 12,9172
T2 Sano 69,19250(*) 17,06311 ,001 22,0503 116,3347
Control 1,88500 17,06311 1,000 -45,2572 49,0272
T1 34,22500 17,06311 306 -12,9172 81,3672
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No obstante es de resaltar que, en relacion a los resultados obtenidos del grupo
de ratones pertenecientes al grupo T1, se puede inferir que seria necesario dejar
actuar el producto nutracéutico por un periodo de tiempo superior al propuesto
(quince dias para la fase del tratamiento), para lograr observar una disminucién en los
valores de colesterol; en este sentido cabe mencionar que, generalmente un farmaco
con efecto hipolipemiante se deja actuar por un tiempo minimo de 30 dias (Hernawati

et al., 2018) antes de evaluar sus efectos.

Sin embargo, en cuanto a la modificacion de la alimentacion como factor
interviniente para la regulacion de los niveles de colesterol, se conoce que cambiar la
alimentacion es una opcion de control importante para reducir los niveles de
colesterol, ya sea por si solo utilizando varias estrategias para modificar la

alimentacion o en combinacion con la terapia farmacologica (Malhotra et al., 2014).

Respuesta similar ante el efecto hipocolesterolémico, fue expuesto en la
investigacion de Hernawati et al. (2018), reportando que luego de la induccion de la
patologia (hipercolesterolemia), mediante una alimentacion con un alto contenido de
grasas durante un mes y después de administrar polvo de cascara de pitahaya por un
periodo de treinta dias, los niveles de lipidos en sangre de los ratones macho (Mus
musculus cepa Balb-C) cambiaron, reduciendo los niveles de colesterol total en

comparacion con el control negativo.

De igual forma, Choo et al. (2016), reporta una reduccién del nivel de

colesterol en ratas hipercolesterolémicas que fueron alimentadas por 5 semanas con
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diluciones de céscara liofilizada de pitaya roja (H. polyrhizus) en diferentes
concentraciones. También reporta la reduccion de los triglicéridos y del nivel de
colesterol LDL. En dicho estudio, de entre las concentraciones estudiadas, la que
mayor reduccion del colesterol report6 fue la que contenia 1,17% de cascara de pitaya

liofilizada.

Otros estudios han reportado la relacion entre el contenido de polifenoles
totales y otros compuestos antioxidantes presentes en la cascara y la pulpa de
pitahaya roja (H. polyrhizus), con la reduccion de los niveles de colesterol. Al
respecto, Choo et al. (2016) reporta que, al procesar la pulpa de pitahaya roja (H.
polyrhizus), por encima de 95°C y mas de 30 minutos, se reduce significativamente
su contenido de polifenoles totales, su capacidad antioxidante y la habilidad de
regular el perfil lipidico en ratas, en comparaciéon con la pulpa fresca. No asi la
habilidad de controlar el nivel de triglicéridos, la cual permanece igual. De igual
forma, se reporta que mientras mayor sea la temperatura y tiempo del procesamiento
térmico, menor es el efecto hipocolesterolémico en ratas, confirmando la hipotesis de
que la eficiencia cardioprotectora de la pitahaya roja (H. polyrhizus) esta asociada a
los compuestos antioxidantes presentes en el fruto (Choo et al., 2016, p. 73),

incluidas la cascara y las semillas.

Estas ultimas, poseen un perfil de acidos grasos que revela un importante
contenido de acidos grasos poliinsaturados (PUFA por sus siglas en ingles), cuya
ingesta, segun se ha demostrado en numerosas investigaciones, posee un efecto

regulador sobre el nivel de colesterol y las enfermedades cardiacas. Sin embargo, la
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mayoria de los estudios se han enfocado en las variedades de pitahaya de céascara roja
(H. polyrhizus y H. undatus). Los reportes con respecto a los beneficios medicinales

de la pitahaya amarilla (H. megalanthus) son escasos (Choo et al., 2016, p. 74).

Referente a la extrapolacion de la dosis diaria requerida para los humanos, en
funcién de la dosis suministrada a los ratones, primeramente fue necesario determinar
cuénto representd en porcentaje la dosis del nutracéutico administrado en funcién del

peso corporal del animal adulto:

2 g suministrados del producto nutracéutico x 100 %

_ = 8%
25 g de peso corporal del animal adulto

Seguidamente en funcion del peso corporal para un Hombre Tipo Bioldgico
(HTB) y del aporte determinado anteriormente, se obtuvo la dosificacion del producto

nutracéutico:
70 kg HTB x 8% de dosificacion del nutracéutico = 560 g de dosificacion del nutraceutico

Por tanto, 560 g del producto nutracéutico equivale en medida practica, a dos
tazas al dia, las cuales pueden ser integradas perfectamente a un plan de alimentacion

como colacion o meriendas a lo largo del dia.

Por otra parte, la férmula para calcular la dosificacion en funcién del peso del

individuo seria la siguiente:

0,008 Kégx peso Kg del individuo
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En consecuencia, el aporte del Requerimiento de Ingesta Diaria (RID) por

racion de alimento (560 g), se muestra a detalle en la Tabla 9.

Tabla 9
Aporte Nutricional por Racion de Producto a Base de Pitahaya (Selenicereus

megalanthus).

Por Racién (560 g) % RID?
Energia (kcal) 290 15
Grasas (g) 1 0
Carbohidratos Totales (g) 35 15
Proteinas (g) 35 50

4 Los porcentajes de los Requerimientos de Ingesta Diaria (% RID) fueron
calculados con base a una dieta de 2000 Kcal. (COVENIN, 1997).

Calorias por gramo: Proteinas 4*, Grasas 9*, Hidratos de Carbono 4*

Al respecto, segun la normativa vigente (COVENIN, 1997), el postre
gelatinoso podria declararse como “Excelente fuente de” Proteinas, pues la racion

contiene mas del 20% del RID de dicho nutriente.

Factibilidad Econdmica

Es importante resaltar que al elaborar un producto de manera industrializada,
se utilizan métodos de extraccion mas eficientes, operaciones unitarias mas
complejas, conservantes e incluso materias primas mas especificas que mejoren la
vida atil, calidad nutricional y las caracteristicas organolépticas, por lo que los costos

del producto final pueden verse incrementados. Sin embargo, el método utilizado en
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este trabajo constituye una buena alternativa al ser mas econdémica y factible,
obtenida de materias primas disponibles a nivel local, con el mismo aporte nutricional

y funciones nutracéuticas. La relacién de gastos puede verse reflejada en la Tabla 10.

Tabla 10

Factibilidad Econdmica del Producto Nutracéutico.

Insumo Bs.? Equivalente (3$)
Pitahaya 32,2 7
Gelatina sin sabor 8,1 2
TOTAL 40,3 9

Nota

2 De la cantidad de insumo utilizado para la elaboracion de 104 gomitas de 2 g c/u

(208g).

Se maneja un costo aproximado por racién de producto terminado que
equivale a $0,09. Ahora bien, considerando que el precio de un producto nutracéutico
(Generalmente el envase contiene 100 unidades independientemente de su
presentacion), de marcas comerciales nacionales oscila entre $13 y $30, mientras que
un producto nutracéutico a nivel internacional esta alrededor de los 35€ a 46€ o bien
$39 - $52 respectivamente, y, comparandolo con el costo de un medicamento
hipolipemiante de marca comercial nacional, que oscila entre $15 y $30, se evidencia

que el producto nutracéutico a base de pitahaya (Selenicereus megalanthus), al ser
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elaborada con materia prima local, constituiria una alternativa mas accesible a la

poblacién.

En efecto, el mercado global de nutracéuticos se incrementa anualmente, y se
estima crecera casi un 50 % en los préximos afios. No obstante, muchas
organizaciones académicas, cientificas y regulatorias han trabajado activamente sobre
las formas de establecer la base cientifica para apoyar las declaraciones acerca de los
componentes funcionales o los alimentos que los contienen, sobre la base de
cualquier marco de reglamentacion, tendra necesariamente que proteger a los
consumidores de afirmaciones falsas y/o engafiosas al tiempo de satisfacer las
necesidades de la industria para la innovacion en el desarrollo de productos,

marketing y promocion (Calvo et al., 2011).

Uno de los retos de la industria de nutracéuticos es la mezcla compleja de
sistemas quimicos, fisico y bioldgicos que interactian entre si y la complejidad se
incrementa por la presencia de microorganismos en el caso de los probioticos, en las
que etapas criticas deben asegurar la bioactividad sin modificar la estructura de los
compuestos. La adicion de nutracéuticos a los alimentos ofrece a los consumidores
una variedad de opciones de alimentos que ayudaran a satisfacer algunas de sus
necesidades de salud y bienestar. Aunque el proceso de produccion es complejo es
una industria creciente en la actualidad por los beneficios que aporta a la salud

(Garcia, 2018).
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En Venezuela, la Norma sobre directrices para declaracion de propiedades
nutricionales y de salud en el rotulado de los alimentos envasados COVENIN 2952-
1:1997 “establece las directrices que deben cumplirse para la declaracion de
propiedades nutricionales y de salud de los alimentos envasados, tanto nacionales
como importados” (p.1). Este instrumento legal establece unos principios generales
que rigen la orientacién de sus requisitos de calidad, tendientes a garantizar la calidad
de la informacion especificamente nutricional y de salud, a fin de que ésta no sea
presentada de forma equivoca, engafiosa 0 se omita informacion importante para los
consumidores. Es preciso aclarar que esta Norma es de cumplimiento voluntario de
acuerdo a la legislacion venezolana, no obstante, es comun que la industria de

alimentos la use como referencia.

De esta manera, se puede establecer un propdsito como plan de negocio donde
el fin esté en promulgar el conocimiento y crear conciencia sobre aquellos alimentos
autoctonos poco reconocidos y de gran valor, resaltando sus caracteristicas,
beneficios y aportes nutricionales para la salud, de tal manera que se logre generar
cambios en la poblacion creando nuevos habitos alimenticios, innovando en la

produccién y a su vez generando empleo.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En relacion a los objetivos planteados, se concluye:

Se establecio el esquema tecnoldgico para la elaboracion de un producto
nutracéutico a base de pitahaya (Selenicereus megalanthus), obteniéndose un postre
gelatinoso que también pudiera dosificarse en forma de “gomitas”.

Se realizo el anlisis proximal para conocer el aporte nutricional del producto
nutracéutico a base de pitahaya (Selenicereus megalanthus), resaltando el contenido
de proteinas en 6,22%, 0,15% de grasas, y 6,24% de carbohidratos totales, para un
aporte de energia de 51,22 kcal/100 g. El producto puede declararse como Excelente

fuente de proteinas, segun la normativa vigente.

Se comprobd el efecto del producto nutracéutico elaborado a base de pitahaya
(Selenicerus megalanthus) sobre los niveles séricos de colesterol a través del analisis
bioguimico, observando una diferencia entre el grupo T2 y el grupo sano, siendo
estadisticamente significativa (p<0,01) con un intervalo de confianza del 99% segun
el analisis estadistico Kruskal-Wallis. En base a estos resultados, se concluye la

racién del producto nutracéutico suministrado contiene un efecto hipolipemiante.



Recomendaciones

Completar el andlisis proximal del producto nutracéutico con el andlisis de Fibra
Dietaria (Soluble e Insoluble), ya que es ampliamente conocido que la ingesta de
fibra soluble ejerce un efecto benéfico sobre el control del colesterol; adicionalmente,
se recomienda realizar el andlisis de micronutrientes, con el fin de conocer
exactamente su contenido de minerales y vitaminas; asi como también identificar la
presencia de sustancias fitoquimicas, y saber con exactitud el aporte individual de

estos elementos.

Realizar el analisis proximal y de micronutrientes, tanto de la pulpa como de
la cascara de pitahaya (Selenicereus megalanthus), a fin de determinar su contenido
nutricional y el aporte individual de elementos y sustancias fitoquimicas, y asi

conocer mejor su composicion a nivel de micronutrientes y sustancias bioactivas.

Promover el uso tecnolégico de la cascara de pitahaya para obtener
subproductos como pigmentos, pectina, sobres para infusiones, entre otros, e incluso
a nivel casero, utilizdndola junto a la pulpa para hacer batidos, debido a la gran
variedad de nutrientes y compuestos bioactivos que se reportan para otras variedades

de pitahaya.

Determinar los efectos que, sobre los niveles de colesterol, pudieran tener
otros métodos de extraccién de la pectina diferentes al método de extraccion artesanal

utilizado, que no requieran el uso de altas temperaturas.
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Determinar la concentracion de gelificacion critica de la pectina para

establecer la capacidad de gelificar de la pectina.

Evaluar la actividad antioxidante de la cascara de pitahaya.

Realizar el analisis microbiolégico (Principalmente Mohos y Levaduras), al
producto nutracéutico, para conocer a causa de cuales microorganismos llega al fin de

su vida util.

Finalizar el desarrollo del producto con la evaluacion formal de su vida util y

realizar una evaluacion de aceptabilidad sensorial del producto nutracéutico.

Evaluar el efecto del producto elaborado a nivel clinico y realizar otros
analisis bioquimicos como HDL, LDL y VLDL, para completar el perfil lipidico del
nutracéutico, los cuales no pudieron realizarse por falta de reactivos y los elevados

costos que implicarian dichos ensayos.

Aumentar el tiempo de administracion del producto nutracéutico, ya que
regularmente a un paciente con dislipidemias sin fallas renales o cardiacas, se suele
recetar un farmaco por un tiempo minimo de treinta dias, antes de evaluar

nuevamente la eficacia del tratamiento farmacologico.

Realizar estudio histopatoldgico de los 6rganos principales (rifion, higado e
incluso se sugiere incluir el corazén y el cerebro por su relacion con la funcion
biologica del colesterol), con el fin de determinar posibles alteraciones estructurales y

su posible mejoria, mediante el uso del producto nutracéutico.
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Divulgar la informacién obtenida para que la poblacién conozca el potencial
nutracéutico de la fruta de pitahaya y, promover su inclusién como un alimento de
consumo masivo, del cual se cuenta con disponibilidad nacional en los estados Falcon

y Nueva Esparta.
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ANEXOS

Anexo 1. Pitahaya (Selenicereus megalanthus), separacion de la pulpa de la

cascara.
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Anexo 2. Proceso de extraccion de la pectina de pitahaya.
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Anexo 3. Unificacion de los extractos de pectina de pitahaya.

y a3
1l
9 |
"’ *c 3
988 ‘
: 0%
X

120



Anexo 4. Proceso de elaboracion de la gomita.
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Anexo 5. Ensayos preliminares para la conservacion de las gomitas.

Dia Refrigeracion/
cubiertas

Refrigeracion/
sin cubrir

Caracteristicas

Congelador/
cubiertas

T° ambiente/ sin
cubrir

Brillo, color ocre,

Brillo, color ocre,

1 consistencia y

textura gomosa.

Brillo, color ocre,
consistencia y
textura gomosa.

122

Brillo, color ocre,
consistencia y
textura gomosa.

consistencia y
textura gomosa.

Deshidratacion del
producto. Color
albero*. Aparicion
de particulas
blancas.

Aumento de las
particulas blancas
sobre la superficie.

Reduccion a 2/3 del
tamafio inicial.

Mayor
endurecimiento,
adquirié forma
curva y presento
reduccion del
grosor.

Particulas blancas
cubren parcialmente
los bordes de la
gomita.

3/4 de la superficie
cubierta por
particulas blancas,
ensanchamiento de
las colonias y hoyos
mas pronunciados.

Particulas blancas
cubren casi en su
totalidad los bordes.



10

Curvatura mas
pronunciada.
Forma convexa.
11
] lor alber
Mismo volumen y . Color a bef
o Cambio de color a maestranza*.
color. Formacion sepia. Reduccion Mayor
de una fina capa p1a. Mantuvo las yor
a 2/3 del volumen . endurecimiento,
de color blanco inicial por mismas forma convexa mas
14 cremay de clal por caracteristicas
. . deshidratacion. L acentuada.
consistencia Mantuvo la organolépticas y Reduccion por
espesa sobre la . . fisicas. : 1P
L consistencia deshidratacion de
superficie de la
. gomosa. 3/4 del volumen
gomita. o
inicial.
* De acuerdo a la escala PANTONE de tonalidades Ocre.
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Anexo 6. Caracteristicas iniciales de las gomitas.
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Anexo 7. Ensayo de conservacion: Temperatura ambiente.
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Anexo 8. Ensayo preliminar de conservacion: Refrigeracion/cubiertas.

126



Anexo 9. Ensayo preliminar de conservacion: Refrigeracion/sin cubrir.
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Anexo 10. Ensayo preliminar de conservacion: Congelacion.
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Anexo 11. Entrega de ratones (Mus musculus). Prueba piloto.
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Anexo 12. Perrarina procesada. Harina de perrarina.




Anexo 13. Distribucion de los grupos estudio. Prueba piloto
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Anexo 14. Entrega de ratones (Mus musculus). Proyecto experimental.
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Anexo 15. Técnica de inmovilizacion de los ratones (Mus musculus) para la toma
de muestra del seno venoso retroorbitario.
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Anexo 16. Método terminal: Seno venoso retroorbitario.
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Anexo 17. Método Enziméatico Colorimétrico: Colestat.
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Anexo 18. Espectrofotometro.

B 36.9 HC 37.0
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Anexo 19. Método terminal: Puncion Cardiaca.
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Anexo 20. Resultados del nivel de Colesterol pertenecientes a los ratones (Mus

musculus Linea BIOU:NMRI) de la prueba.

Fase de Fase de
induccion tratamiento
Grupo Dia 15 Dia 30
Col (mg/dL) Col (mg/dL)

S1 169 174
S2 170,03 173,49
S3 168,31 174,49
S4 168,74 173,86
S5 169 174,36
C1 329,26 223,58
C2 287,80 252,30
C3 278,04 237,94
C4 229,26 125,13
C5 285,36 244,10
T1 224,38 227,69
T11 173,16 207,79
T1.2 207,31 237,94
T1.3 182,96 182,56
T14 201,61 246,49
T2 307,31 223,58
T2.1 248,70 180,51
T2.2 321,94 256,41
T2.3 292,65 182,56
T2.4 295,10 133,33
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