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Resumen

Quesada Chaves, David Ricardo

Efecto del procesamiento en el contenido y bioaccesibilidad de carotenoides individuales
presentes en un colado de pejibaye, tomate y ayote, para infantes de 6 meses de edad en
adelante

Tesis de Licenciatura en Ingenieria de Alimentos - San José, Costa Rica.

David Quesada C., 2018.

82p. 10 fig. 13 cuad. 100 refs

Los carotenoides son compuestos con propiedades beneficiosas a la salud del consumidor y con
importancia en poblaciones vulnerables como los son infantes de 6 meses en adelante. Estan
presentes en diversos frutos como pejibaye, ayote y tomate. El procesamiento de alimentos posee un

efecto de importancia en la absorcion de estos compuestos, como la coccién y la homogenizacion.

En esta investigacion se estudio el contenido y la absorcion de carotenoides en un colado de una
mezcla de pejibaye, ayote y tomate mediante un analisis de bioaccesibilidad in vitro, evaluando
ademas el efecto de dos tratamientos térmicos (coccion y autoclavado), asi como el efecto de la
homogenizacion ultrasénica (ausencia y presencia); Con el fin de comparar un procesamiento

casero contra un procesamiento realizado en la industria.

El autoclavado mostréd una mayor degradacion de esteres de luteina y carotenoides totales, que la
coccion en olla. La liberacion de carotenoides muestra una pérdida en general de un 50% del
contenido inicial tras los tratamientos. No se encontraron diferencias significativas para los

porcentajes de liberacion ni en los porcentajes de micelarizacion, entre los tratamientos estudiados.

En conclusion la mezcla de frutos utilizada proporciona un contenido alto de carotenoides y tanto
un procesamiento casero como un procesamiento en la industria proporcionan una absorcién de

carotenoides similar para este producto.

PEJIBAYE, AYOTE, TOMATE, TRATAMIENTO TERMICO, HOMOGENIZACION,
ULTRASONIDO, LUTEINA, LICOPENO, B-CAROTENO, ESTER DE LUTEINA
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1. Justificacion
Los carotenoides son un grupo de pigementos constituidos por 8 unidades de isopreno, son

moléculas que poseen dobles enlaces conjugados. Esto les otorga la caracteristica de ser compuestos
coloreados rojizos, naranjas y amarillos; ademas, su configuracion les confiere propiedades
antioxidantes por la capacidad de estabilizar radicales libres en los enlaces conjugados, previniendo
y retrasando enfermedades degenerativas crénicas (Rao & Rao, 2007). Por ejemplo, se ha
demostrado un efecto protector contra enfermedades coronarias y prevencion de diversos tipos de
cancer. Ademas, se reportan otros beneficios como proteccidn contra quemaduras solares y mejora

del funcionamiento del sistema inmunoldgico (Maiani et al., 2009)

Estas propiedades y la capacidad de algunos carotenoides como el B-caroteno, a-caroteno y
B-criptoxantina como precursores de vitamina A, han generado un aumento en la atencion y estudio
de estos compuestos. Sobre todo, por la importancia de la vitamina A, ya que esta se considera
como un micronutriente fundamental para una adecuada salud. La deficiencia de vitamina A afecta
entre 75 y 140 millones de nifios en paises en vias de desarrollo. Esta deficiencia puede causar
problemas de vista como xeroftalmia y perjudicar el sistema inmune, aumentando el nimero de
infecciones a nivel respiratorio y gastrointestinal (Britton & Khachik, 2009). Por tanto, los
carotenoides se han convertido en compuestos funcionales deseados por las personas que conocen

de sus propiedades beneficios a la salud.

Estos compuestos se encuentran en abundancia en matrices vegetales, incluyéndose entre la
amplia gama de frutos, el pejibaye, tomate y ayote. El fruto de la palma de pejibaye (Bactris
gasipaes), también llamado pejibaye, posee un alto contenido de carotenoides como B-caroteno, a-
caroteno y y-caroteno (Sandi, 2017). Ademas, posee un contenido de grasa de aproximadamente 1 a
7 % (Blanco et al., 2006). Lo anterior es de suma importancia ya que se ha demostrado que la
ingesta de carotenoides junto a un alto contenido lipidico aumenta su bioaccesibilidad, debido a que
la fase lipidica facilita la incorporacion de los carotenoides en las micelas. Ademas, el tipo de
estado fisico de deposicién de los carotenoides tiene un efecto en la bioaccesibilidad, en el caso del
pejibaye, el tipo de deposicion favorece la liberacion de los carotenoides (Hempel et al., 2014;
Lemmens et al., 2014). Es importante considerar que a este fruto se le asocian compuestos anti
nutricionales como lectinas e inhibidores de tripsina, que mediante un tratamiento térmico pueden

ser inactivados antes de su consumo (Alfaro, 1988; Gomez et al., 1998).
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El tomate (Solanum lycopersicum) es un fruto que se caracteriza por poseer un contenido
importante de licopeno, un carotenoide que aunque no es precursor de la vitamina A, posee una
actividad antioxidante dos veces mayor que el B-caroteno (Shi & Maguer, 2000). Ademas, se ha
descrito un efecto protector del licopeno contra enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de
cancer (Etminan et al., 2004). Por lo que, la incorporacion en la dieta de este compuesto desde

edades tempranas beneficia la salud del consumidor.

El ayote (Cucurbita argyrosperma) es un vegetal que posee un contenido importante de
luteina, la cual, al igual que el licopeno no posee actividad provitamina A, pero se han reportado
propiedades antioxidantes y de reduccion de riesgos de enfermedades cardiovasculares (Calvo,
2005). También se reportan efectos de proteccion contra la degeneracion de la macula en edades
avanzadas (Krinsky et al., 2003). Ademas, se ha demostrado como en infantes el carotenoide en
mayor cantidad en el tejido cerebral y en ciertas regiones del ojo es la luteina. Ademas, este
carotenoide, durante el primer afio de vida se encuentra en una concentracion del doble respecto al
periodo de la adultez, lo que ha llevado a concluir, en conjunto con estudios en primates, que la
luteina es de particular importancia en el desarrollo de una distribucion normal de pigmento en la
retina (Johnson, 2014). Por tanto, es importante elaborar un producto que integre materias primas
con diferentes perfiles de carotenoides, ya que estos compuestos presentan diversos beneficios para

la salud del consumidor.

La deficiencia de vitamina A es un tema de suma importancia en cuanto a salud publica en
Costa Rica, ya que la Encuesta Nacional de Nutricion del 2008-2009 reporta deficiencias (<20
pg/dl) de esta vitamina en 2,8 % de la poblacion preescolar y carencia marginal (20 a 30 pg/dl) en
30,1 % de este mismo grupo (Ministerio de Salud, 2012). A pesar de que la poblacién preescolar
estudiada por el Ministerio de Salud no incluye especificamente infantes menores a un afio de edad,
gue son parte de la poblacion a la que se dirige este producto, es posible que si a edades mayores de
un afio existan estas carencias, entonces también las exista antes del afio de edad. Ademas, Dewey
(2001), ha reportado que la leche materna no logra por si sola satisfacer las necesidades de esta
vitamina en infantes de 6 meses en adelante, por lo que se recomienda la ingesta de alimentos
complementarios. Ademas, solamente a partir de los 6 meses es recomendada la ingesta de
alimentos complementarios que incluyen bebidas fortificadas o alimentos sélidos que se empiezan a
introducir en esta edad como lo son purés o colados de vegetales y frutos que sean fuentes de
precursores de distintos nutrimentos necesarios para el desarrollo incluyendo la vitamina A
(Wiseman, 2002).
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Toda la region centroamericana cuenta con deficiencia de la vitamina en cuestion. En el
caso de Honduras, Guatemala y El Salvador, se presentan deficiencias catalogadas como
moderadas, mientras que Costa Rica, Panama y Nicaragua se consideran con deficiencias leves
(OMS, 2009). En Centroamérica la fortificacion de alimentos con micronutrientes es de caracter
obligatorio (RTCA, 2012), por lo que poco a poco las deficiencias de estos se han ido solventando y
por tanto un conocimiento mayor de la bioaccesibilidad de micronutrientes es de beneficio a nivel

centroamericano.

La industria de la comida para bebés ha venido en crecimiento en los ultimos afios, en el
2012 se dio un aumento en el volumen de este mercado de 2,8 % (Marketline, 2013). Por lo que,
estudios sobre las deficiencias de nutrimentos en infantes, asi como estudios en el efecto del
procesamiento de los productos, son primordiales para que la industria trabaje en la generacion de

productos que logren solventar los problemas de deficiencias vitaminicas en la poblacion.

En cuanto al consumo y absorcion de estos compuestos durante la digestion, existe una alta
dificultad en la liberacion de carotenoides que se encuentran en las estructuras vegetales. Ademas,
por su naturaleza lipofilica, la micelarizacion de estos se convierte en una barrera para la absorcion,
ya que solamente los carotenoides que han ingresado a las micelas son potencialmente
biodisponibles (Britton & Khachik, 2009; Fernandez et al., 2009). Por lo tanto, la liberacién de
carotenoides se convierte en un etapa critica en la obtencién de las propiedades funcionales
atribuidas a estos compuestos (Faulks & Southon, 2005). Estos factores son estudiados mediante la
evaluacion de la bioaccesibilidad, que se define como la fraccion de un compuesto en estudio, que
es liberado de la matriz consumida al tracto gastrointestinal y que pasa a ser disponible para la
absorcion intestinal (Parada & Aguilera, 2007). La importancia de evaluar factores de
procesamiento es alta, ya que estos alteran los tejidos celulares y microestructuras de la matriz,
modificando la bioaccesibilidad de los carotenoides, que se encuentran localizados en los

cromoplastos (Lemmens et al., 2014).

Existen investigaciones que han encontrado efectos positivos y negativos en el nivel de
bioaccesibilidad de carotenoides, ante diferentes intensidades y tipos de tratamientos térmicos
(Lemmens et al., 2014). Por lo que, para este producto se desea comparar el efecto de una
esterilizacion comercial contra un tratamiento térmico no severo (que emule las condiciones de
elaboracion en el hogar). Por otro lado, se plantea comparar la aplicacion de la homogenizacion

utilizando un procesador de alimentos contra una homogenizacion ultrasonica. Esta Gltima es una
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operacion utilizada en la homogenizacion de colados a nivel industrial, donde en liquidos de una
viscosidad baja se utilizan ondas de sonidos de alta frecuencia (18-30 KHz e incluso hasta 50 kHz),
formando un producto final con particulas que por el fendbmeno de cavitacion llegan a tener
tamafos de 1-2 um (Mc-Clements, 1999; Saravacos & Kostaropoulos, 2015). Hay estudios que
muestran efectos en la bioaccesibilidad de carotenoides al aplicar ondas ultrasénicas (Anese et al.,
2013); por lo que, implementar esta homogenizacion es un punto importante para comparar en este

analisis.

Ademas de investigar compuestos funcionales en un producto que va dirigido a una
poblacion de alto riesgo, como lo son los infantes de una edad de 6 meses en adelante, también se
plantea el uso de un ingrediente como el pejibaye, un fruto que por tradicion se encuentra arraigado
a la identidad del costarricense y al cual la industria alimentaria no ha proporcionado suficiente

valor agregado mediante la elaboracién de productos.

2. Objetivos

2.1.  Objetivo General
Determinar el efecto del procesamiento en el contenido y bioaccesibilidad de carotenoides en un

colado de pejibaye, tomate y ayote para infantes de 6 meses en adelante.

2.2.  Objetivos Especificos

a) Evaluar el efecto del procesamiento térmico y homogenizacion ultrasénica en el contenido total

de carotenoides presente en el colado.

b) Evaluar el efecto del procesamiento térmico y homogenizacién ultrasénica en la

bioaccesibilidad de carotenoides totales presentes en el colado.
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3. Marco Teodrico

3.1.  Colados para bebés

Los colados para bebé son purés principalmente de vegetales, con una consistencia semisolida
gue se puede empezar a incorporar en la dieta del infante después de 6 meses de edad, siempre y
cuando sea como alimento complementario a la leche materna. La inocuidad del producto viene a
ser de suma importancia debido a que se trata de poblacién de alto riesgo, con un sistema inmune
parcialmente en desarrollo, por lo que el dafio generado por una contaminacion, podria ser letal para
el nifio (USDA, 2009).

Los bebés nacen con el reflejo de busqueda, succién y de tragar, claves en la sobrevivencia del
nifio en los primeros meses, pero también nacen con el reflejo de ndusea, el cual se explica como el
rechazo inmediato de alimentos s6lidos, lo cual evita que el nifio trague objetos peligrosos. A la vez
este reflejo es el que define cuando se puede introducir alimentos sélidos en la dieta del infante. Por
lo tanto, la consistencia del puré que se administre a los 6 meses de edad es de suma importancia, ya
gue los bebés deben desarrollar la capacidad neuromuscular de mascar o masticar debido a que a
esta edad solamente han consumido liquidos. Si la consistencia es muy sélida, el infante va a
continuar rechazando el alimento complementario como una respuesta casi inmediata. Conforme
pasan los meses, se pueden empezar a administrar alimentos mas solidos hasta llegar a los 12
meses, donde el nifio puede comer practicamente el mismo tipo de comidas que un adulto (teniendo
en cuenta el cuidado de que alimentos de alta dureza o tamafios determinados pueden implicar la
asfixia del nifio) (Dewey, 2001; USDA, 2009).

La cantidad recomendada de alimentos complementarios que se deben administrar al infante se
determina en funcién de la energia aportada. Para infantes de 6 a 8 meses, 200 kcal por diay de 9 a
11 meses, 300 kcal por dia. Existen normativas que regulan la composicion de los colados para
bebés, segun la UE y segun la FDA. Pero es importante mencionar que en Costa Rica no existe
ninguna legislacion especifica que regule estos alimentos, que son de los mas importantes en el
desarrollo del ser humano, sino que se acata el CODEX ALIMENTARIUS. A continuacién se
muestra una sintesis de los aspectos regulados por los dos entes ya mencionados que aplican al

colado de vegetales para bebés (Dewey, 2001).
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Segln el CODEX ALIMENTARIUS (2013):

e Energia minima aportada: 4 kcal/g (base seca)
e Energia minima proveniente de proteina: 6 %
e Energia maxima proveniente de proteina: 15 %

e Contenido de fibra méxima: 5 g/100 g bs
Segun la Commission of the European Communities (2006):

e Si se declara como alimento completo el contenido minimo de proteina: 3 /100 kcal
e Contenido de carbohidratos maximo: 10 g/100 ml de vegetales

e Contenido de grasa maximo: 4,5 g/100 g de producto

e Contenido de NaCl maximo: 200 mg/100 g de producto

e Contenido de vitamina A minimo: 100 pug RE/100 kcal

3.2.  Procesamiento de colados

El proceso de elaboracion de colados para bebé se puede realizar en el hogar o en la industria
implicando operaciones como homogenizacién y tratamientos térmicos principalmente (USDA,
2009). Durante la homogenizacion las particulas de tamafios irregulares son reducidas a unidades de
menor tamafio y de una distribucion mas homogénea. El tipo de equipo a utilizar va a depender de

la matriz, asi como del tamafio final de particula deseado (Saravacos & Kostaropoulos, 2015).

Para colados de bebé se reporta en la literatura el uso de homogenizacion con cuchillas de alta
velocidad asi como la implementacién del ultrasonido. La homogenizacién con cuchillas de alta
velocidad emplea principalmente la fuerza de corte y cizalla para la reduccion de tamafio de
particula. La homogenizacion ultrasonica consiste en aplicar ondas ultrasénicas a una matriz para
generar un cambio que puede ser fisico e incluso dependiendo de la frecuencia, quimico y
microbiol6gico. La onda es propagada por una serie de compresiones y expansiones, resultando en
la generacion de burbujas de cavitacion. El colapso de estas burbujas es lo que resulta en cambios

fisicos, mecéanicos y quimicos (Jaiswal, 2016; Saravacos & Kostaropoulos, 2015).
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Los objetivos principales de los tratamientos térmicos son asegurar la inocuidad y estabilidad de
los alimentos, asi como mejorar la calidad sensorial del producto final. Por tanto, la severidad de un
tratamiento térmico estd definida usualmente por la resistencia térmica del microorganismo
patdgeno de referencia. En el caso de los colados de bebé, por ser un producto de baja acidez (pH
mayor o igual a 4,6) y comercializarse a temperatura ambiente, se favorece el crecimiento de
Clostridium botulinum, el patégeno que produce la toxina patogénica de mayor resistencia térmica
en alimentos. Desde el punto de vista de inocuidad, esto lo convierte en el microorganismo de
referencia (aungue para asegurar la estabilidad de estos alimentos a temperatura ambiente, es
necesario un tratamiento térmico mas severo que el requerido para controlar el peligro que
representa C. botulinum). Debido a las caracteristicas del colado (pH mayor a 4,6, a,, mayor a 0,85,
almacenamiento a temperatura ambiente y condiciones de anaerobiosis en el envase), la seleccién
del tratamiento térmico se convierte en un punto de suma importancia para la obtencion de un
producto inocuo para el consumidor (FDA, 2012; Jaiswal, 2016; Tucker & Featherstone, 2010).

Innecesario

3.3.  Ingredientes utilizados en la elaboracion del colado para bebé

3.3.1. Pejibaye

La palma de pejibaye puede Ilegar a medir 20 metros de altura con una gran cantidad de
espinas en los internudos. Se considera una planta multiproposito debido a que se consume tanto el
corazdn del tallo cuando la planta es joven, como los frutos una vez que es adulta. Debido a que es
una especie gue vive muchos afios y es exogamica, la poblacion posee una alta variabilidad
genética. Crece en algunos paises de Latinoamérica siendo Brasil, Colombia, Pert y Costa Rica los
mayores productores al afio 2004. En nuestro pais para el 2004 habian plantadas 1500 ha de la
palma y en el afio 2013 la exportacion de productos de pejibaye dejé més de $17,5 millones en
Costa Rica. Esta planta fue destacada por su potencial para luchar contra el problema de hambre
mundial por la Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos de América. A pesar de esto,
se considera que la misma est4 subutilizada, ya que aproximadamente un 40 a 50 % de la
produccion se utiliza para alimento animal (Rios et al., 2016; Graefe et al., 2013; Clement et al.,
2004).
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El fruto de la planta posee un alto contenido de carotenoides, Hempel et al. (2014) han
reportado un contenido de hasta 12971 pg/100g en base himeda, principalmente B-caroteno, y-
caroteno y un isémero de licopeno. Ademas es un fruto con alto contenido lipidico y de minerales,
por lo que el uso del mismo en la elaboracion de distintos productos debe ser considerado, pero a la

fecha el valor agregado que se le da al fruto es muy bajo (Rios et al., 2016).
3.3.2. Ayote

Es una planta enredadera de rapido crecimiento y multiples ramas y con un fruto carnoso
lleno de semillas, que varia fisicamente entre diferentes especies y variedades. De la planta de ayote
se utiliza para el consumo las frutas, semillas y su aceite (Paris, 2017). El fruto posee un contenido
de carotenoides importantes que varia entre sub especies y variedades, estd conformado

principalmente por luteina-zeaxantina, B-caroteno y a-caroteno (Murkovic et al., 2002)

Los ayotes o calabazas son especies Curcubita sp que crecen en el trpico y sub-tropico,
nativas de América, aungue a la fecha se encuentran practicamente en todos los continentes. Existen
entre 12 y 13 especies de Curcubita. Entre especies, la variabilidad genética es sumamente amplia
incluyendo un nimero importante de subespecies. Para las diferentes especies se han realizado
recopilaciones de las variaciones fenotipicas de una manera descriptiva y mediante el recurso de
fotografias de alta definicion. Montero etal. (2016) reporta comparaciones genéticas de las
diferentes variaciones en algunas regiones geograficas, pero no se ha realizado una base de datos
global de las especies y variedades. En general, se cultivan los ayotes de manera intensiva y
extensiva, en cultivos o en jardines de casas de habitacion, esto debido a que es una planta que se
adapta bien al clima. En cuanto a la productividad de nuestro pais, entre el 2014 y el 2017 se reporta
un aumento en los ingresos de $2 121 300 por la exportacion de estos frutos (PROCOMER, 2017;
Paris, 2017).

3.3.3. Tomate

El tomate es una planta herbacea cuya vida depende mucho de las condiciones climéticas en las
que se encuentre. Esta planta es originaria de América, pero distribuida alrededor de todo el mundo
ya que puede crecer a diferentes alturas y bajo distintas condiciones climaticas; siendo China,
Estados Unidos de Ameérica, Turquia e India los productores mas importantes. En Costa Rica, la
exportacion de tomate fresco y refrigerado ha mostrado un aumento en los ingresos de $345 400
entre el afio 2014 y el 2017 (PROCOMER, 2017; Heuvelink, 2005). Su fruto es climatérico,
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redondo y de coloracién roja. Contienen hasta 5 léculos con semillas ovaladas y se encuentra dentro
de los frutos mas consumidos en todo el mundo. Existe una variabilidad genética sumamente baja
en el tomate de cultivo, esto debido a que durante afios se mejoraron los cultivos mediante el uso de
seleccion artificial. Por lo que son muy pocos los polimorfismos que son identificados utilizado
técnicas de andlisis de ADN altamente sensibles (Liedl et al., 2013; Heuvelink, 2005). Este fruto
presenta un alto contenido de carotenoides, entre los cuales el licopeno, el B-caroteno, la luteina y el

fitoeno presentan las mayores concentraciones (Coyago et al., 2018).

3.4. Carotenoides

3.4.1. Generalidades

Los carotenoides son los segundos pigmentos naturalmente mas abundantes en el planeta
Tierra, superados unicamente por la clorofila. Se han reportado mas de 750 distintas estructuras.
Son compuestos liposolubles clasificados como tetraterpenos formados por 8 unidades de isopreno.
Estructuralmente poseen alta simetria y una cadena poliénica conjugada, la cual es responsable de
los colores caracteristicos amarillos, naranjas y rojos, debido a la absorcion de la luz a longitudes de
onda entre 400-500 nm. Ademas, esta cadena le brinda alta reactividad a estos compuestos por su
gran cantidad de instauraciones conjugadas y enlaces alilicos. Esto debido a que las posiciones
alilicas poseen bajas energias de enlace carbdn-hidrogeno, por lo que se convierten en sitios muy
reactivos especialmente para oxidaciones u otras reacciones que se detallan mas adelante (Sies et
al., 2004; Britton & Khachik, 2009; Logan et al., 2015; Nisar et al., 2015). En la figura 1 se detalla

graficamente las caracteristicas estructurales ya mencionadas de un carotenoide.

Cadena poliénica

Mitad simétrica

Figura 1. Estructura molecular del B-caroteno

21



Los carotenoides pueden ser clasificados segin sus grupos funcionales. Se les llama
carotenos a los carotenoides que solamente poseen la cadena de hidrocarburos sin ningin grupo
funcional, como por ejemplo el licopeno y el B-caroteno. Mientras que, los que poseen grupos
oxigenados u otros, se les denomina xantofilas, como es el caso de la zeaxantina, la luteina y la
criptoxantina. En la figura 2, se pueden observar las estructuras moleculares de estos carotenoides

mencionados (Saini et al., 2015).

Licopeno

Luteina

B-criptoxantina

Figura 2. Estructuras moleculares de carotenos y xantofilas

22



3.4.2. Localizacién

Los organismos eucariotas poseen unas organelas llamadas pléastidos con la funcién
principalmente de almacenamiento de diversos compuestos. Los carotenoides son producidos y
almacenados especificamente en los cromoplastos, los cuales son organelas generalmente derivadas
de los cloroplastos. Durante la transformacion de los cloroplastos a cromoplastos se da la
degradacion del aparato fotosintético y se activa la sintesis de carotenoides, ademas de la formacion
de estructuras donde se almacenaran dentro de la organela. Los carotenoides usualmente son
almacenados de varias maneras. Dependiendo del tejido y el tipo de plastido, la estructura
arquitectonica es Unica, ya que estas organelas de almacenamiento pueden alterar su estructura y los
aspectos quimicos estructurales de la sintesis de carotenoides. Las formas mas comunes en las que
se almacenan estos pigmentos son: plastoglébulos, gotas esféricas lipidicas, cristales vy

superestructuras quirales de carotenoides (Shumskaya & Wurtzel, 2013; Canene & Erdman, 2009).
3.4.3. Funciones bioldgicas

Los carotenoides poseen funciones a nivel vegetal que son muy importantes durante la
fotosintesis, donde participan en el proceso de transformacion de energia luminosa en energia
bioguimica. En este proceso, las plantas deben capturar suficiente energia luminosa pero no de
manera excesiva, ya que esto puede causar la formacion de oxigenos singlete, los cuales son
oxigenos cationicos que debido a su electrén extra son muy reactivos y pueden generar reacciones
de deterioro celular si no se estabilizan. Por tanto, los carotenoides actian como antioxidantes
estabilizando y disipando el exceso energético presente en la célula (Yeum et al., 2009; Cazzonelli,
2011).

En especies animales cumplen roles de importancia en el comportamiento reproductivo y de
sobrevivencia. También intervienen en la interaccién entre organismos vegetales y animales, ya que
se ha definido que la coloracion es de las sefiales mas importantes en el comportamiento y la
interaccion entre especies. Por ejemplo, en la atraccion de insectos, aves y otros animales, para la
polinizacién y dispersion de semillas, ya que durante la maduracion de los frutos se da una
degradacion de la clorofila y una mayor produccion de carotenoides, lo que le da al fruto colores
rojos, naranjas y amarillos que resultan méas atractivos para los animales. Ahora, es importante
aclarar que no todos los frutos con estas tonalidades poseen estos colores a causa de los

carotenoides. También otros pigmentos presentes en la naturaleza como las antocianinas y
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betalainas, pueden ser las responsables de estas coloraciones (Osorio & Fernie, 2013; Canene &
Erdman, 2009; Cazzonelli, 2011).

3.4.4.  Presenciay rol en la industria y comercio

A nivel industrial, los carotenoides son compuestos con una funcion de importancia, sobre
todo en el area agroalimentaria, debido a que al igual que el resto de los animales el ser humano se
ve atraido por los colores intensos que brindan estos compuestos en los alimentos. Por lo que su
presencia y conservacién son deseables en el procesamiento de alimentos, para obtener productos

gue sean atractivos al consumidor.

Las tendencias actuales de consumo natural y alimentacion sana para el cuidado de la salud,
asi como la ingesta de suplementos naturales han abierto un espacio en el mercado para estos
compuestos. Debido a sus propiedades beneficiosas para la salud humana, las industrias empezaron
a vender productos altos en contenido de carotenoides y extractos para el consumo en forma de
pigmentos, suplementos de la dieta e incluso en cosméticos. Estos beneficios para la salud son
detallados mas adelante (Baker & Glnther, 2004).

3.4.5. Estabilidad de carotenoides

La concentracion de carotenoides en el fruto se puede ver afectada por una serie de factores
como las condiciones del cultivo donde la calidad de la tierra, altura, contaminacion, luz, clima y
humedad vienen a ser factores muy importantes. También las condiciones de cosecha pueden
afectar la concentracién de carotenoides, esto debido a que dependiendo de la hora del dia en que se
realice y la temperatura se puede modificar la humedad del fruto por tanto su concentracion de

compuestos como los carotenoides (Britton & Khachik, 2009).

Durante el procesamiento de los frutos, los carotenoides también pueden sufrir cambios en
su concentracion. Durante el procesamiento se da una ruptura de los tejidos vegetales, quedando los
carotenoides propensos a degradacion, al quedar expuestos ante una serie de factores como oxigeno,
enzimas y luz. También el uso de tratamientos térmicos en los alimentos conlleva a una pérdida de
estos compuestos. Dependiendo de la severidad del tratamiento térmico, de la matriz y el

carotenoide, varia la pérdida de estos (Britton & Khachik, 2009).

Todos estos cambios en la concentracion de carotenoides han sido estudiados y se reportan

reacciones como oxidacion enzimética causada principalmente por enzimas lipoxigenasa, la
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oxidacién no enzimética que ocurre por la formacién de radicales libres al exponer excesivamente
el producto al oxigeno y la luz. Por ultimo, una de las reacciones mas comunes es la isomerizacion,
donde no se da degradacién del compuesto propiamente, pero las propiedades del mismo pueden
verse modificadas, como por ejemplo se ha discutido en la literatura que la isomerizacion de B-
caroteno varia la actividad de provitamina A. Ademas, es importante mencionar que la absorcion de
estos compuestos podria verse afectada, esto se discutira mas adelante (Britton & Khachik, 2009;
Melendez et al., 2013).

3.5.  Malnutricién

3.5.1. El hambre oculta y la vitamina A

La malnutricion hace referencia a una nutricion de manera deficiente, la cual afecta
principalmente a paises en vias de desarrollo. Los infantes que experimentan malnutricién poseen
sistemas inmunoldgicos mas débiles y una expectativa de vida inferior a la de nifios con una

nutricion adecuada (Schroeder, 2008).

Como parte de la malnutricion existe el término del hambre oculta. En una entrevista el
Doctor Victor Aguayo, Asesor nutricional de la UNICEF para Africa central y occidental, expreso
la definicion de una manera muy clara, que se puede entender de la siguiente manera: “El hambre
oculta se da debido a la deficiencia de micronutrientes, esta no produce hambre como la
conocemos, usted puede no sentirla en su estdmago, pero ataca el ntcleo de su salud y vitalidad”

(UNICEF, 2012).

Para el 2010, mas de un 30 % de la poblacion mundial se veia afectada por estas
deficiencias (FAO et al., 2012). Una gran cantidad de infantes se ven principalmente afectados por
el hambre oculta y durante los primeros dos afios de vida la nutricion del nifio es sumamente crucial

en el desarrollo del mismo, especialmente a nivel de desarrollo cerebral o cognitivo.

La vitamina A es parte de los micronutrientes que forman estas deficiencias. Muchos paises
en el mundo reportan niveles insuficientes de vitamina A en diferentes poblaciones, entre ellos
Costa Rica, que cabe resaltar que presenta esta problematica de manera marginal para poblaciones
de alto riesgo como los infantes. A partir del 2011, se empez6 a implementar un plan de accion

sobre las deficiencias de micronutrientes, pero esta proyectado para concluir en el 2020, por lo que
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se sigue trabajando en la eliminacion y control de estas deficiencias (Ministerio de Salud, 2012;
Ministerio de Salud, 2013).

Incluso aunque la deficiencia de vitamina A en la poblacion sea eliminada, se debe seguir
impulsando el consumo de productos que representen una fuente importante de vitamina A y
precursores de vitamina A en el organismo, ya que si se descuida esta problemética pueden volver
las deficiencias en la poblacion. En Costa Rica, existen leyes de fortificacion de alimentos con
distintos micronutrientes. En 1980, se tomd la decision de eliminar la fortificacion de Vitamina A,
ya que el problema habia sido solventado e inmediatamente las deficiencias nutricionales volvieron
a afectar a la poblacion costarricense (Red CARMEN, 2016).

Debido a que la vitamina A participa en el ciclo de la vista en condiciones de poca luz, una
deficiencia de este compuesto puede llevar a desarrollar ceguera nocturna. También esta vitamina
estd implicada en la regulacion de la transcripcion de genes. Un consumo insuficiente de vitamina A
puede afectar el sistema inmunoldgico generando consecuencias como pérdida de peso y mayor
susceptibilidad a infecciones (West & Darnton, 2008).

Debido a que los seres humanos no pueden sintetizar la vitamina A, debe ser incorporada
por medio de la dieta. Esta vitamina se puede encontrar pre-formada (retinol) en alimentos como
huevos, carnicos, pescado y lacteos. También puede ser incorporada en el organismo mediante el
consumo de frutos y vegetales que posean altos contenidos de carotenoides provitamina A, como [3-
caroteno, a-caroteno y [B-criptoxantina, los cuales después de haber sido incorporados en el

organismo pueden ser transformados a vitamina A (Britton & Khachik, 2009).
3.5.2. Otros beneficios a la salud

Ademas de la actividad provitamina A de algunos carotenoides, un beneficio a la salud por
parte de estos, es su efecto antioxidante. Durante diferentes reacciones metabélicas se da la creacion
de especies reactivas de oxigeno, las cuales muchas veces terminan estabilizandose facilmente por
el organismo. Pero en ciertas ocasiones, se produce una alta cantidad de estas especies reactivas
llegando a causar dafio u estrés oxidativo, el cual consiste en que estas moléculas pueden dafiar
membranas celulares, proteinas y bases nucleicas, conllevando a diferentes efectos de deterioro de
la salud humana. Existen ciertos compuestos, entre ellos los carotenoides, que debido a su

estructura molecular son capaces de estabilizar estas moléculas. Esta estabilizacion puede darse
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debido a que el radical tome una posicion en el carotenoide como un radical en un carbon central,

estabilizdndose asi por la resonancia que presenta la molécula (Yeum et al., 2009).

Como ya se menciond anteriormente, algunos carotenoides individuales han demostrado
poseer efectos en la salud. A partir de una gran cantidad de estudios epidemioldgicos se ha
concluido, que una dieta rica en licopeno se asocia con la disminucion del riesgo de enfermedades
cardiovasculares y cancer de prostata, entre otros (Etminan et al., 2004). El consumo de luteina se
ha relacionado inversamente con el riesgo de cancer de colon, ademas de proteger contra la
degeneracion macular en edades avanzadas. El B-caroteno se ha propuesto como beneficioso para la
salud cardiovascular por la proteccion que brinda al LDL colesterol contra la oxidacién (Boon et
al., 2010; Rock, 2009; Krinsky et al., 2004). Ademas, se reportan otros beneficios por parte de los

carotenoides a nivel cutaneo y del sistema inmunoldgico (Maiani et al., 2009).

Los carotenoides se encuentran en matrices como frutos y vegetales. Ademas, hortalizas verdes,
donde los carotenoides se encuentran enmascarados por el alto contenido de clorofila. La mayoria
de las fuentes mas importantes de carotenoides no son verdes, sino amarillas por el contenido de
carotenoides epoxidos; anaranjados por la presencia de f-caroteno, B-criptoxantina y zeaxantina o
pueden ser rojas por la presencia de licopeno. Algunos alimentos que representan una fuente
importante de estos pigmentos son tomate, chile, melocotdn, naranjas, zanahorias, ayotes, espinaca,
huevos, leche, entre otros (Schweiggert & Carle, 2015; Britton & Khachik, 2009).

3.6.  Absorcion de carotenoides

3.6.1. Generalidades

La absorcion de los carotenoides inicia mediante la liberacion de estos pigmentos en el
tracto digestivo debido a la masticacion, acidos y enzimas estomacales. Posteriormente, en el
estbmago son incorporadas en glébulos de grasa, emulsificados por el movimiento estomacal
(Canene & Erdman, 2009). Esta emulsion es transportada al duodeno, donde las sales biliares y un
conjunto de enzimas producen micelas para incorporar los carotenoides, especificamente en el
centro de estas estructuras, debido a que son moléculas no polares, por lo que se aislan del medio
acuoso intestinal. La micela posteriormente pasa por las microvellosidades de la membrana celular

de los enterocitos, ingresa al citosol y ahi es donde se liberan los componentes de la micela. Los
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carotenoides y lipidos son incorporados en quilomicrones en el aparto de Golgi y son transportados
al torrente sanguineo, donde posteriormente son degradados y los carotenoides se almacenan en el
higado en forma de LDL, HDL y VLDL. Finalmente, en estas estructuras lipoproteicas, los
carotenoides son transportados a distintos tejidos del cuerpo (Canene & Erdman, 2009).

La absorcion de los carotenoides se puede medir por la biodisponibilidad de los mismos, la
cual se define como la cantidad de carotenoides consumidos que son transportados al torrente
sanguineo y distintos tejidos. Esta se puede medir de distintas maneras mediante la determinacion
de carotenoides en sangre, en la fraccion de triacilgliceroles de la sangre y mediante el uso de
isétopos estables para determinar la biodisponibilidad y bioconversion. Estos métodos son in vivo,
esto quiere decir que se realizan mediante el empleo de seres vivos, tanto animales como seres
humanos y por tanto requieren un alto costo, certificaciones pertinentes y existe una alta influencia
de diversos factores en los resultados. Por lo que también se emplean métodos in vitro como la
bioaccesibilidad, que es un andlisis de la disponibilidad de los compuestos listos para ser absorbidos
en el intestino delgado mediante la simulacion del sistema digestivo a nivel de laboratorio,
emulando todas las condiciones del mismo. Si se emplea la técnica de células Caco-2, se pueden
conocer detalles sobre la absorcion de los carotenoides en un estudio a nivel de laboratorio (Canene
& Erdman, 2009; Carbonell et al., 2014).

3.6.2. Factores que afectan la absorcion

Durante las pruebas de bioaccesibilidad se han encontrado muchos factores especificos en
alimentos que afectan el contenido y la disponibilidad de absorcién de los carotenoides como por
ejemplo las operaciones unitarias en el procesamiento de alimentos: tratamientos térmicos
(pasteurizacion, fritura y secado), operaciones de reduccién de tamafio (cortado, molido y
homogenizacion), almacenamiento (refrigeracion, congelacion , atmosferas modificadas), asi como
la formulacion del producto, debido a que determinan la composicion quimica de la matriz (Maiani
et al., 2009).

Ademas, existe un efecto importante de la matriz en la bioaccesibilidad. Se reportan
estudios donde se concluye que entre mas bioencapsulados se encuentren los carotenoides, menos
bioaccesibles son. Esto se refiere a las estructuras celulares que contienen estos pigmentos,
incluyendo las paredes celulares y la estructura del cromoplasto. Dentro de los cromoplastos se

acumulan los carotenoides en una especie de subestructuras cristalinas, globulares, fibrilares, de
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membrana y tubulares. Dependiendo de la matriz que se esté analizando, los estudios reportan que
esto va a poseer un efecto importante en la bioaccesiblidad de distintos carotenoides (Lemmens
et al., 2014; Schweiggert et al., 2012).

Otro factor que posee un efecto importante en la bioaccesibilidad es la cantidad de lipidos
en la matriz, ya que se ha visto que en general existe un contenido minimo de lipidos necesarios

para favorecer una mejor absorcion de los carotenoides (Lemmens et al., 2014).

4. Materiales y métodos

4.1.  Localizacion del proyecto

El procesamiento térmico, la homogenizacién con un procesador de alta velocidad y la
caracterizacion quimica fueron realizadas en las instalaciones del Centro Nacional de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos (CITA), mientras que el tratamiento de homogenizacion ultrasonica fue
realizado en el Centro para Investigaciones de Granos y Semillas (CIGRAS). Las determinaciones
de contenido y bioaccesibilidad de carotenoides se llevaron a cabo en el Laboratorio de Quimica de

la Escuela de Tecnologia de Alimentos, de la Universidad de Costa Rica.
4.2.  Materia prima

Se utiliz6 el fruto de la palma de pejibaye (Bactris gasipaes), tomate (Solanum lycopersicum) y
ayote (Cucurbita argyrosperma), todas con un grado de madurez adecuado para el procesamiento,
determinado mediante el analisis visual, la intensidad de los colores, la ausencia de colores verdes y
baja dureza del fruto, estos permitieron estimar la madurez de los mismos y obtener las
caracteristicas sensoriales deseadas para este tipo de producto. Ademas, se caracterizo
fisicoquimicamente la materia prima para poder estimar el grado de madurez de los vegetales entre

los lotes.
4.3.  Procesamiento del colado y almacenamiento

Se trabaj6 en este proyecto con tres lotes (repeticiones) de materia prima y con cada uno se

realizaron tres réplicas para cada procesamiento a evaluar.
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A los pejibayes frescos, el ayote y tomate se les realizo una seleccion, lavado y desinfeccion
como operaciones preliminares. Se procedio a realizar un escaldado (exceptuando al tomate) cuyas
condiciones se muestran en la Figura 3, para obtener un tratamiento térmico minimo y una textura
del fruto que facilite la manipulacion de este ingrediente. Se sigui6 con un pelado (exceptuando el
tomate, porque la cascara de este fruto es comestible) y eliminacién de las semillas para las tres
materias primas. Posteriormente, se procedi6 a realizar la homogenizacién con un procesador de
alta velocidad (Osterizer, Modelo 4655, México) y se finalizd con un tamizado o colado de la

mezcla. En este punto se obtuvo el colado al cual se le denominara como “colado base”

A este colado base, se le realizd un analisis fisicoquimico y proximal (que es descrito en la
seccion 4.6) y se le aplicaron los diferentes tratamientos a evaluar en este proyecto, que se detallan
mas adelante en la seccién 4.5.1.
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Colado base

Figura 3. Flujo de proceso de elaboracién de un colado base de pejibaye, tomate y ayote




4.3.1. Descripcion del proceso

Seleccion: Se escogieron las materias primas que no presentaron dafios fisicos visibles, mohos u

algun otro aspecto que comprometa la homogeneidad de las muestras.

Lavado: Se elimind tierra, materia orgénica, suciedad y material ajeno al fruto mediante el uso de

cepillos para desprender de manera eficaz estos materiales.

Desinfeccion: Mediante la inmersion en una disolucion de hipoclorito de sodio 100 ppm por 5 min

se disminuyd la carga microbiolégica inicial de las materias primas.

Escaldado: Se escaldé mediante inmersion en agua en ebullicidn, los pejibayes durante 40 min y los
ayotes durante 20 min. La temperatura del agua en ebullicién fue de aproximadamente 95 °C por las

condiciones atmosféricas.

Pelado: Consistio en la remocién manual y con cuchillos de la cascara y semillas del ayote y del

pejibaye.

Homogenizacidn: La mezcla del tomate, pejibaye y ayote se homogeniz6 en un procesador de alta

velocidad (Osterizer, Modelo 4655, México) en su maxima potencia, durante 3 minutos. Este
procesador emplea cuchillas para realizar una fuerza de corte, que permitié la generacion de una

mezcla homogénea de los ingredientes. Este se utilizd en su maxima potencia durante 3min.

Tamizado: Consistio en pasar la mezcla obtenida en el punto anterior por un tamiz grueso de una
malla que permitié la remocion de fibra y particulas gruesas. El tamafio de la malla que se emple6

fue de 24 Mesh, con una apertura de 0,1 cm.
4.4.  Elaboracién de la formulacién del colado propuesto

Una vez planteado el proceso para la elaboracion del producto se definié la formulacion de
pejibaye, tomate y ayote, que represente un alimento nutricionalmente favorable en infantes para

una poblacion latinoamericana con una edad de 6 meses en adelante.
4.4.1. Elaboracion del colado base de pejibaye, tomate y ayote

Como parte del trabajo previo a los objetivos se procedié a la determinacion de la
formulacion a utilizar en el procesamiento del colado, se elaboraron distintos prototipos mediante el
uso de tablas nutricionales del INCIENSA (Blanco etal., 2006), de la USDA (2018) e
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investigacion en la literatura de cada vegetal a utilizar y se concluy6 con una formulacién de 33 %
agua, 33 % pejibaye, 23 % ayote y 10 % tomate. Esto para obtener un producto final sensorialmente
aceptable (determinado por un panel sensorial informal), con contenidos de macronutrientes y fibra
adecuados para la poblacién objetivo en andlisis, basdndose en normas reconocidas y pertinentes
(CODEX ALIMENTARIUS, 2013; Commission of the European Communities, 2006). Cabe
destacar que el bajo contenido de tomate en la formulacion, se debe a las propiedades sensoriales

gue este proporciona, por ejemplo la alta acidez.
4.4.2. Definicion del prototipo de colado base elaborado

El objetivo de este trabajo no fue un desarrollo completo de un producto, sino que se buscd
trabajar con un modelo lo més cercano a este tipo de productos para infantes. Para la determinacion
del prototipo a utilizar en este trabajo, el analista realiz6 diversos prototipos variando la
formulacion y seleccion6 el colado base mediante pruebas especificas. Para ello se caracterizo el
colado fisicoquimicamente (pH, color y contenido de sélidos solubles) y se consideraron
caracteristicas sensoriales como textura, color, olor, sabor. Ademas, se compararon los prototipos
del colado elaborado con productos similares disponibles comercialmente, con un panel informal de
6 personas, explicandoles previo a la ingesta la poblacion meta e ingredientes del producto. El panel
eligio6 la formulacion que present6 las caracteristicas de textura y balance de sabor que consideraron

ideales para este tipo de producto.
4.5.  Tratamientos aplicados al colado base

A continuacion, se detallan los tratamientos evaluados en este proyecto, que se aplicaron al
colado base realizado, con la formulacion detallada en la seccion anterior. Muestras de
aproximadamente 400 g se tomaron antes y después de los tratamientos a evaluar, fueron
congeladas con nitrégeno liquido, empacadas en bolsas de aluminio al vacio y se almacenaron a -80
°C. Estas muestras se utilizaron en la determinacion del contenido inicial de carotenoides. A

continuacion, en la figura 4 se muestra un esquema general de la aplicacion de los tratamientos.
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COCCION COCCION
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28 min) 10 min)
Producto 3 Producto 4

Figura 4. Diagrama general de tratamiento realizados al colado base

Homogenizacion ultrasénica: Se utilizé un homogeneizador (BANDELIN, SONOPULS, Alemania)

a temperatura ambiente (cercana a 25 °C), utilizando una frecuencia de 20 = 0,5 kHz, por 15 min

con pulsaciones de 0,5 s. Condiciones determinadas segun lo expuesto en la literatura para estos

productos.

Tratamiento térmico moderado: Se realizé en una olla de acero inoxidable utilizando una cocina de

gas para la aplicacion de calor, las condiciones de tiempo y temperatura se basaron en las

empleadas para este tipo de productos a nivel culinario, por lo que la letalidad fue menor a la

obtenida en la esterilizacion comercial. A este tratamiento en cuestion se le determiné la letalidad

del tratamiento térmico evaluado (Fo), mediante un sistema de sensores de temperatura (SSA-TS,




Ellab, Dinamarca) que se registraron con un sistema con cableado (E-Val Flex M16, Ellab,
Dinamarca) en un software especializado (ValSuite, Ellab, Dinamarca).

Tratamiento térmico severo: Este consistio en una esterilizacién comercial, por lo que se llevo a

cabo al someter el producto a un tratamiento térmico equivalente en el punto frio del recipiente a
5D de Clostridium sporogenes (D121.1-c= 1,2 min). Se realizé en recipientes de hojalata de 8,5 cm de
didmetro y 4,5 cm de alto, determinando la letalidad del tratamiento térmico aplicado (Fo) mediante
un sistema de sensores de temperatura (SSA-TS, Ellab, Dinamarca) que se registraron con un
sistema con cableado (E-Val Flex M16, Ellab, Dinamarca) en un software especializado (ValSuite,
Ellab, Dinamarca).

4.6.  Caracterizacion fisicoquimica del colado base elaborado

Todas las determinaciones fueron realizadas a los tres lotes del colado elaborado y cada
analisis con un minimo de triplicado. Andlisis de color: Se utiliz6 un colorimetro Color Flex
(HunterLab,Virginia, Estados unidos de América) para la determinacion de los parametros L*, a*,
b* de la escala CIELAB, ademas se obtuvo el h® y C*. Se us6 luz Dgs y un angulo de observador de

10°. Se realizé una calibracion con una teja negra, blanca y verde. Se midi6 el color por triplicado.

Determinacion de pH: Se determind el valor de pH mediante la medicién con un pHmetro
(Metrohm, 827pH Lab, Suiza).

Determinacion de humedad: Se us6 el método Oficial 920.152 descrito por la AOAC
(2005), el cual es un método gravimétrico de eliminacién de agua por calentamiento, este se

encuentra documentado por el CITA mediante el codigo P-SA-MQ-002.

Determinacion de proteina total: Se empled la metodologia de determinacion de nitrégeno
por Kjeldahl, el método Oficial 920.152 es descrito por la AOAC (2005) y documentado por el
CITA mediante el cddigo P-SA-MQ-003.

Determinacion de extracto etéreo (grasa): Mediante el procedimiento elaborado por
Carpenter et al. (1993) y documentado por el CITA mediante el codigo P-SA-MQ-005.
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Determinacion de fibra cruda: Se us6 el método Oficial 985.29 descrito por la AOAC
(2005) y que se basa en el empleo de enzimas, este se encuentra documentado por el CITA
mediante el codigo P-SA-MQ-007.3.4.2.5.

Determinacion de cenizas: Se utiliz6 el método Oficial 940.26 descrito por la AOAC (2005)
y documentado por el CITA mediante el cddigo P-SA-MQ-004.

Determinacion de carbohidratos: Se obtuvo por diferencia del total y contenido de humedad,

proteina, grasa y cenizas.

Determinacién de textura: Se utilizd un texturémetro TA.TX Plus, con un método
predeterminado de firmeza por penetracién, con una distancia de 5 mm y una velocidad de la

prueba de 1,5 mm/s, utilizando un cilindro de 2 mm (P/2).
4.7.  Esquema general de trabajo realizado

A continuacion, se muestra en la figura 5 un esquema de trabajo de los andlisis propuestos en

este proyecto
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Figura 5. Esquema general de analisis efectuados en este proyecto

4.8. Determinacion del contenido de carotenoides

Objetivo 1. Evaluar el efecto del procesamiento térmico y homogenizacién ultrasonica en el

contenido total de carotenoides presente en el colado.

4.8.1. Disefio experimental

Se utilizé un disefio irrestricto aleatorio con arreglo factorial de 2x2, donde el factor de

tratamiento térmico tiene dos niveles (tratamiento térmico severo y tratamiento térmico moderado)
y el factor método de homogenizacion también tiene dos niveles (homogenizacion con cuchillas y

homogenizacion ultrasonica). Los analisis se realizaron en tres lotes de producto por triplicado. El
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valor respuesta es el contenido de carotenoides antes de aplicar los tratamientos y después de
aplicar los tratamientos, para evaluar el efecto de estos sobre la matriz.

4.8.2. Extraccion de carotenoides

Este procedimiento fue realizado bajo un ambiente de luz tenue para evitar la degradacion
de carotenoides. Se baso en el método descrito por Hempel et al. (2014). Las muestras almacenadas
a —80 °C, se descongelaron, trituraron en un mortero y se pesé una alicuota de 1,00 + 0,01 g de la
muestra en un tubo de ensayo (100 X 16 mm), al cual se le afiadi6 3 ml de solvente
(Metanol/Acetato de etilo/Eter de Petréleo ligero, 1:1:1, v/v/v) y homogeniz6 con un
homogeneizador de alta velocidad durante 40 s. Se centrifugd a 278,5 G por 5 min y se procedio a
separar el sobrenadante. Se repitié de 2 a 3 veces mas hasta que se obtuvo un residuo incoloro. Las
fases organicas se llevaron a evaporacion mediante una corriente de nitrogeno gaseoso. Por ultimo,

las muestras secas se almacenaron a -80 °C para su posterior analisis por HPLC.
4.8.3. ldentificacion del perfil de carotenoides

Los principales carotenoides se identificaron comparando los cromatogramas de las
muestras, con patrones de diversos carotenoides, mediante el uso de la técnica de patrén interno.
Ademas, mediante el empleo de la literatura y extraccién de otras matrices para ayudar a la

identificacion al comparar con los espectros de absorcién méaxima.

4.8.4. Cuantificacion del contenido de carotenoides

Este procedimiento fue realizado bajo un ambiente de luz tenue para evitar la degradacién
de carotenoides. Para la cuantificacion se procedio a utilizar B-caroteno como estandar. Como una
medida de verificacion del estandar se procedié a determinar la concentracion de este mediante

espectrofotometria, utilizando un coeficiente de absorcion especifico segun Britton et al., (1995b).

Se utiliz6 un HPLC (Thermo Scientific, UltiMate 3000, Estados Unidos de América) con
detector de arreglo de diodos para la cuantificacion de los compuestos, empleando una columna
Acclaim C30 de fase reversa (Thermo Fisher) de 3um de poro y dimensiones de 3 X 150 mm. Las
condiciones cromatograficas utilizadas se basaron en lo propuesto por Hempel et al. (2014). La

temperatura de operacion fue de 40 °C. Los solventes utilizados fueron metanol/TBME/agua
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(80:18:2, v/viv) como eluente A y metanol/TBME/agua (8:90:2, v/v/v) como eluente B; ambos con
0,04 % (m/v) de acetato de amonio. Se utiliz6 un gradiente isocratico: 100 % A (2,5 min), 100 % A
hasta 90 % A (1 min), 90 % A a 85 % A (15 min), 85 % A a 50 % A (20 min), de 50 a 100% A (1,5

min).

Mediante la interpolacion de una curva de calibracion de P-caroteno realizada en el
laboratorio se convirtieron las areas de los carotenoides presentes en la muestra, en valores de

concentracion.
4.8.5. Elaboracion de curva de calibracion de p-caroteno

Se utiliz6 la metodologia propuesta por Britton et al. (1995a) utilizando una curva de p-
caroteno de 0,12-58,9 mg/L, con 10 puntos. Se tomé una punta de espatula del estandar de f-
caroteno y se disolvio en 3 mL de éter de petroleo. A esta disolucion se le determind su
concentracién mediante el uso de un espectrofotometro, con el cual se midi6 su absorbancia a 450
nm y mediante el empleo de la siguiente ecuacién se determina la concentracién de esta disolucion

madre.

Doénde:

e C corresponde a la concentracién (mol/L) de la disolucién madre

e A corresponde a la absorbancia determinada a 450 nm

e B corresponde a la absorbancia del blanco (éter de petr6leo)

e ¢ corresponde al coeficiente de absorcion del B-caroteno en una disolucion de éter
de petroleo: 138900 L/mol*cm (Britton et al., 1995a)

Una vez que se conoci6 la concentracion madre se hizo un cambio de disolvente mediante
el secado con nitrégeno y suspensién en TBME:MeOH. Por Gltimo, se realizaron las diluciones para

obtener los distintos puntos. La curva obtenida se muestra en la seccion de anexos.
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4.8.6. Cdlculos de concentracion de carotenoides en materia prima y en fracciones de

bioaccesibilidad

Las concentraciones conllevan una serie de céalculos que se muestran a continuacién, para la

obtencion de los porcentajes de bioaccesibilidad.

Doénde:

Materia prima

Cn *V,
[MP] = —— P Mpioacc
Mextr
Bioaccesibilidad
Cn *Vy 6
[Bioacc] = ——24n Vsusp

extr

Porcentajes de bioaccesibilidad

) [Bioacc]
Bioacc(%) = W * 100

MP corresponde a la concentracion de carotenoides en la materia prima en
(hg/100 g)

Cn corresponde a la concentracién determinada con la curva de calibracion en
(mg/L)

Ve corresponde al volumen de disolvente con el cual se re-suspenden los
carotenoides, después de haber sido secados con una corriente de nitrégeno.

Mexy COrresponde a la masa de material inicial que se utiliza para la extraccion de
carotenoides

Mpicace  COrresponde a la masa inicial de material utilizado en la prueba de
bioaccesibilidad

Bioacc corresponde a la concentracion de las fracciones de bioaccesibilidad

Vbaion cOrresponde al volumen del bal6n utilizado al finalizar las pruebas de

bioaccesibildad
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e Ve corresponde al volumen de las fracciones bioaccesibles utilizadas para la

extraccion de carotenoides

4.8.7. Retencién de carotenoides

Se determinaron los contenidos de carotenoides antes y después de los tratamientos
térmicos, se realizé una conversion de los mismos a base seca, para despreciar los cambios por
perdida de agua. Por Gltimo, se determind una razén entre los carotenoides remanentes después de

cada tratamiento respecto a los iniciales.
4.8.8. Andlisis estadistico

Se realiz6 un ANDEVA de dos vias, con disefio de bloques centrados en los porcentajes de
retencion, para determinar la significancia de la interaccion y en caso de no haber encontrado esta,
se analizo en efectos simple. Se aplicé una prueba de comparacién de medias Tukey si se encontro
significancia en los resultados, para un o de 0,05. Si no hubo significancia se reporto la potencia de

la prueba.
49. Determinacion de la bioaccesibilidad de carotenoides

Objetivo 2. Evaluar el efecto del procesamiento térmico y homogenizacion ultrasénica en la

bioaccesibilidad de carotenoides presentes en el colado.

4.9.1. Disefio experimental

Se utilizé un disefio irrestricto aleatorio con arreglo factorial de 2x2, donde el factor de
tratamiento térmico tuvo dos niveles (tratamiento térmico severo y tratamiento térmico moderado) y
el factor método de homogenizacién también tuvo dos niveles (ausencia y presencia de
homogenizacion ultrasonica). Los andlisis se realizaron en tres lotes, por triplicado. El valor
respuesta fueron el contenido absolutos de carotenoides en micelas y fraccion liberada, asi como los

porcentajes de bioaccesibilidad.

4.9.2. Bioaccesibilidad de carotenoides
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Este procedimiento fue realizado bajo un ambiente de luz tenue para evitar la degradacién
de carotenoides. El andlisis se basé en el método de Garrett et al. (1999) con una serie de
modificaciones utilizadas por Schweiggert et al. (2012).

Una alicuota de 10 g de la muestra fue transferido a un recipiente ambar, se le afiadieron 5
ml de saliva artificial (50 mM NaCl, 10 mM KH,PO,, 2 mM CaCl,, 40 mM NaHCOs), y el pH se
ajusto entre 6,7 y 6,9 usando NaOH (1 M). Posteriormente, se afiadieron 100 pL de una solucién de
a-amilasa fresca (25 U). Cuando fue necesario se adicionaron 5 mL de la saliva artificial para una
homogenizacion de la muestra después de una agitacién suave por 1 min a 37°C en un agitador
(Thomas Scientific, SHWB20 110 V, 12 A, Estados Unidos de América).

Para emular la fase gastrica se acidificé con HCI 1 M hasta un pH de 2, seguidamente se
afiadieron 5 mL de una solucion gastrica electrolitica (51 mM NacCl, 14,8 mM KCI, 10 mM CacCl,,
3,7mM KH,PO,, 3,4 mM MgCl,) precalentada a 37 °C y también se afiadieron 2 ml de pepsina
porcina (40 mg/ml en 0,1 M HCL). El espacio de cabeza fue llenado con nitrégeno gaseoso y la
solucioén se mantuvo a 95 rpm por 1 h a 37 °C en un agitador (Thomas Scientific, SHWB20 110 V,
12 A, Estados Unidos de América). Subsecuentemente, el pH se ajust6 a 5,3 con una disolucién de
NaHCO; 0,9 M, se afadieron 9 ml de extracto de bilis porcina y pancreatina (12 mg/ml de bilis
porcina y 2 mg/ml de pancreatina en 0,1 M de NaHCO3). También se afiadieron 5 U de colesterol
esterasa en un buffer (pH 7) de 0,1 M de Na,HPQ,, esto en la Gltima fase de la digestion. Se ajustd
de nuevo el pH hasta 7,3 con NaOH 1 M y se llené el espacio de cabeza con nitrégeno gaseoso para
su posterior agitacion a 95 rpm por 2 h a 37 °C en un agitador (Thomas Scientific, SHWB20 110 V,
12 A, Estados Unidos de América).

Al finalizar lo anterior se tomaron las muestras y se disolvieron en un balén de 50 ml con
agua desionizada y se ultracentrifugd a 75000 g por 60 min, manteniendo la temperatura a 10 °C.
La mitad de la fase acuosa se separ6 y almacend a -80 °C hasta su posterior analisis (Seccion 3.6).
La otra mitad de la fase acuosa se filtro por un filtro de jeringa, para la obtencion de la fase micelar

y esto también se almaceno a -80 °C hasta su analisis de carotenoides (Seccion 4.8.2 a 4.8.6).

4.9.3. Andlisis estadistico
Se realiz6 un ANDEVA de dos vias, con un disefio de bloques centrados en los porcentajes de
bioaccesibilidad, para determinar la significancia de la interaccion y en caso de no haber encontrado

esta, se analizd en efectos simple. Se aplicé una prueba de comparacion de medias Tukey si se
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encontro significancia en los resultados, para un o de 0,05. Si no hubo significancia se reportd la

potencia de la prueba.

5. Resultados y Discusion

5.1. Identificacion de carotenoides

5.1.1. Analisis del cromatograma

Es necesario conocer el perfil del producto modelo con el que se esta trabajando con el fin

de realizar la cuantificacion del contenido de carotenoides presentes en la muestra y en los analisis

de bioaccesibilidad. En la figura 6, se puede observar la separacion cromatografica de los

carotenoides en un cromatograma representativo de las muestras analizadas. En el cuadro | se

presentan los parametros utilizados para la identificacion de los carotenoides correspondientes a la

separacion cromatogréafica representada en la Figura 6.

Se identifican 10 sefales principales, para la identificacion de estas, se apoyd en diversos

recursos que para cada uno de los carotenoides reportados en el Cuadro | seran detallados maés

adelante.

Cuadro I. Identificacién del perfil de carotenoides del colado realizado

No Tiempo de Identificacion Espectro UV/Vis /N AglA
retencion Amax (nm)* (%) (%)
(min)
1 0,9-1,3 Luteina/Zeaxantina 443,12/469,13 - -
2 9,2 Isébmero de B- 444,56/469,61 40 16
caroteno
3 9,5 _ B-caroteno 449,27/470,88 - -
4&5 22,2-23,6 Esteres de Luteina 441,59/447,75/470,17 55,5 -
5-10 25,6-32,7 Esteres de Luteina 420,10/443,43/471,49 55,5 -

*Britton et al. (1995b).
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Figura 6. Perfil de carotenoides presentes en el colado para bebé detectados mediante

HPLC. En el Cuadro | se muestra la identificacion de las sefiales principales detectadas.

Al utilizar una columna C30 fase reversa (no polar) y una mezcla de disolventes polares
(Metanol, TBME y agua), se espera que las moléculas mas polares eluyan inicialmente, debido a su
baja afinidad con la fase estacionaria. Como se observa en la figura 6, las xantofilas, siendo los
carotenoides de mayor polaridad, son las que presentan los tiempos menores de retencion. Seguido
de las xantofilas, se esperaba la elucién de los carotenos y por Gltimo la elucién de los ésteres
(debido a que sus cadenas de hidrocarburos generan interacciones mas fuertes con la fase
estacionaria). El orden de elucién de los carotenoides en estudio corresponde a lo descrito en la
literatura (Britton et al., 1995b).

No se logr6 una separacidn ideal de los diferentes carotenoides debido la complejidad de la
muestra. La saponificacion pudo haber mejorado la separacion de sefiales, ya que definde mejor las
mismas, pero no se realizé para evitar pérdidas durante la cuantificacion y alteracion del perfil real
de carotenoides. Ademas, considerando una duracion de las corridas de 40 minutos, la gran cantidad
de muestras, el consumo de eluente y la limitacion de tiempo y recursos, se decidié seguir

trabajando con el sistema de separacion descrito.
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5.1.2. Luteina, Zexantinay ésteres de luteina

Para la determinacion de la luteina se utiliz6 un estdndar puro de luteina y mediante la
comparacion de tiempos de retencidn, espectro de maxima absorcion (Britton et al., 1995b) y uso de
estandar interno se logra determinar su presencia en la matriz, como el pico nimero 1. Ademas, se
establecio que la luteina estaba siendo cuantificada junto con la zeaxantina como esta primera sefial
en el cromatograma. Esto se determind empleando un anélisis de contorno y tercera dimension del
cromatograma, asi como el uso de un extracto de maiz que posee luteina y zeaxantina. Estos dos
carotenoides poseen una alta dificultad de separacion en los cromatogramas, Kimura et al. (2007) y
Scott & Eldridge (2005), reportan ambas sefiales separadas por tiempos de retencion muy pequefios,
mientras que Murkovic et al. (2002) reporta el contenido de ambas sefiales juntas. En este analisis
como ya se mencion6 previamente, la separacién de todas las sefiales no fue posible, por lo gque se

procede a cuantificar la luteina y la zeaxantina juntas.

Para la identificacion de los ésteres de luteina se emplearon estudios como el de Kurz et al.
(2008), para el apoyo con literatura. Debido a que no se poseia un estandar de ésteres de luteina, se
utilizéd una extraccion de la flor de marigold (Tagetes patula), la cual es rica en estos ésteres y
permitié realizar una comparacion de los tiempos de retencidon y de los espectros de maxima
absorcion, donde el %lI11/11 de los esteres en las muestras y en la flor poseen el mismo valor, por lo

gue se identifican tentativamente como esteres de luteina de la sefial 4 a la 10 (Zerlottiet al., 2017).
5.1.3. B-caroteno

Para la identificacion del B-caroteno se utilizé un estandar interno que permitié determinar
la identificacién de este carotenoide. El [B-caroteno experimenta isomerizaciones durante los
tratamientos térmicos, incluso Rojas et al. (2011) han reportado este efecto en pejibaye, que es uno
de los componentes principales del colado. En el cromatograma se observa que en el tiempo
cercano a 9 min hay dos sefiales traslapadas (2 y 3). La numero 3 es el all-trans-B-caroteno y la
sefial nimero 2 se identifico tentativamente como un isémero cis de este carotenoide. Esto mediante
el analisis de los espectros maxima absorcion (Britton et al., 1995b), donde se identificd un pico
caracteristico de los isdbmeros cis. Por lo que en este analisis se procede a cuantificar el B-caroteno

junto con su isémero.
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5.1.4. Licopeno

En el cuadro I, no se reporta el licopeno en el espectro obtenido, debido a que no fue
encontrado entre los carotenoides del colado, esto a pesar de que se adiciond tomate para incluir
este carotenoide. Entre los factores mas probables que explican este resultado se proponen, la baja
concentracién de tomate en el colado (solamente un 10 %), ademas del tamizado, donde se
observaba que la céscara de tomate era retenida, y se deben tomar en cuenta los tratamientos
térmicos que pudieron degradar e isomerizar este compuesto. La concentracion de tomate en la
formulacion inicial se mantuvo baja debido a que tenia un efecto negativo sensorialmente, ya que

incrementaba la acidez del producto.

Debido a que no se contaba con un estandar puro de licopeno ni de sus isémeros, se empled
un extracto de tomate y una céapsula de un extracto (principalmente licopeno), pero no se logro
identificar la sefial en el colado. Durante el analisis de los cromatogramas se encontraron algunas
sefiales poco definidas (de amplia distribucion) que presentaban espectros de absorcién maxima
muy similares a los reportados por Britton et al. (1995b) para licopeno. Ante la falta de certeza en la
identificacion, el tamafio tan pequefio y la mala definicion de estas sefiales en el cromatograma, se
decidio omitir el analisis de licopeno de la investigacién, debido a que los resultados serian poco

fiables y muy variables.

5.2. Efecto del procesamiento térmico y homogenizacion ultrasénica en el contenido total

de carotenoides presente en el colado.

A continuacién, se muestran los efectos de aplicar dos distintos tratamientos térmicos
(autoclavado y coccidn) y dos distintas homogenizaciones (cuchillas y ultrasénica), en el porcentaje

de retencidn de carotenoides en el colado para bebés.

Al observar en anexos el cuadro XIlI, se puede determinar que no se existen diferencias
significativas para los tratamientos de homogenizacion ni para interacciones, pero si para
tratamientos térmicos, por lo que a continuacion se muestra el efecto de el autoclavado y la coccion

en olla en la retencion de los carotenoides.
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TA: Tratamiento térmico severo (autoclave), TC: Tratamiento térmico moderado (coccion)
Diferencias significativas ( p> 0,05) entre ambos tratamientos para cada grupo de carotenoides se identifican con letras diferentes
Los datos son el promedio + desviacién estandar.

Figura 7. Retencién de carotenoides en un colado para bebés tras un autoclavado o coccion. La
retencidn corresponde a los carotenoides presentes en el colado después de los tratamientos
térmicos respecto al contenido inicial de carotenoides

Como se observa en la figura 7, para la mayoria de carotenoides se muestra una retencion
entre 80 y 90 %, o sea una disminucion de carotenoides de un 10 a 20 % respecto al contenido
inicial. Provesi et al. (2011), reportan en un puré de ayote autoclavado, porcentajes de retencion
aproximadamente de un 80 %. Nunn et al. (2006), reportan que mediante la aplicacion de una
coccidn, se obtiene un 90 % de retencion de B-caroteno para zanahoria y un 77 % para camote.
Estos valores reportados son similares a los resultados obtenidos en este anélisis, por lo que se
compara con literatura y se detalla a continuacion de qué manera los tratamientos estan afectando el
contenido de carotenoides.

Los tratamientos térmicos son imprescindibles en este tipo de producto por su naturaleza,
como Yya se justifico inicialmente. Por lo que esta pérdida de carotenoides observada no se puede
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evitar, especialmente para los colados producidos en industria, ya que el tratamiento térmico en
autoclave para este andlisis se defini6 con las condiciones minimas necesarias para el
aseguramiento de la inocuidad respecto a su microorganismo de referencia (C. botulinum) (Tucker
& Featherstone, 2010). La intensidad del tratamiento térmico de coccion (que busca emular las
condiciones caseras) es definido por caracteristicas sensoriales, por lo que la severidad podria ser
optimizada para una menor degradacién de carotenoides, ya que por ser un producto de consumo
inmediato, se pueden variar las condiciones de coccion mas facilmente sin comprometer la
inocuidad (Bello, 2012).

Debido a que antes de aplicar los tratamientos térmicos se debe homogenizar el colado, se
debe tomar en cuenta que este factor expone los carotenoides fuera de las células, entonces los
tratamientos térmicos pueden conllevar a estos compuestos a experimentar una serie de reacciones
en el medio intercelular como isomerizacién y oxidacion (enziméatica y no enzimatica). Las
oxidaciones son las principales responsables de la degradacion de estos compuestos, mientras que
las isomerizaciones son capaces de modificar la actividad bioldgica de los carotenoides (Britton &
Khachik, 2009). Otros factores propuestos por Boon etal. (2010) que pueden incrementar la
degradacion de carotenoides ya existente por el procesamiento son la autoxidacién y la oxidacion

catalizada por luz, que durante el almacenamiento y analisis pueden llevarse a cabo.

Se observa que existen diferencias significativas en el grado de retencién de carotenoides
para los dos tratamientos térmicos analizados en el caso de los ésteres de luteina y carotenoides
totales. En ambos casos la retencion de carotenoides es mayor para el tratamiento térmico de
coccion en comparacion con el autoclavado, lo cual era esperado debido a que el autoclavado
emplea condiciones de letalidad més severas. El valor de letalidad térmica, F, para la autoclave fue
de 6-8, mientras que para la coccién el F, fue de 1,8-2,9 X10, por lo que se observa una diferencia

sustancial en el calor aplicado en cada tratamiento térmico.

Los ésteres de luteina pueden estar mostrando un comportamiento distinto al resto de
carotenoides individuales por el hecho de estar esterificados. Pero los resultados no coinciden con
lo reportado por Ahmad et al. (2013) y Subagio et al. (1999), donde se encontré que la
esterificacion brindaba estabilidad a la luteina durante la aplicacion de altas temperaturas, lo cual es
contrario a lo obtenido en este analisis. No obstante, dado que se trata de estudios en matrices
totalmente distintas, es posible que otros factores deban ser considerados, ya que diversas

reacciones pueden desarrollarse dependiendo de cada matriz en especifico. Khalil et al. (2012) han
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reportado que las diferencias variando la matriz, al modificar el tipo de lipidos y la emulsion. Cabe
mencionar que pudo haber una desesterificacion parcial por los tratamientos térmicos, por lo que
esta es otra posible razén de la retencion para la luteina y sus ésteres.

En resumen, a pesar de encontrarse un efecto en la concentracion de carotenoides por el
procesamiento, una retencion de 80-90 % parece indicar una baja sensibilidad al efecto de las altas
temperaturas en esta matriz. La composicion del colado podria estar ejerciendo un efecto de
importancia en la proteccion de estos pigmentos al procesamiento. Un andlisis de microscopia que
permita observar la conformacion fisica de la fibra, caracteristicas de la emulsion, ademas de la
evaluacion de diversos factores matriz permitiria conocer mas a detalle los efectos de los
tratamientos, por lo que se podria considerar para futuros estudios.

5.3. Efecto del procesamiento térmico y homogenizacion ultrasonica sobre el porcentaje de
fraccion liberada de carotenoides presentes en un colado para bebé.
A continuacion, se detalla el efecto de los tratamientos evaluados, en la liberacion de

carotenoides durante la digestion del colado para bebé.
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TS: Tratamiento térmico severo, TM: Tratamiento térmico moderado, HC: Homogenizacion con cuchillas, HU: Homogenizacién

ultrasénica.Diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos para cada grupo de carotenoides se identifican mediante letras
diferentes. Los datos son el promedio + desviacion estandar.

Figura 8. Porcentaje de carotenoides liberados de un colado para bebés

Al analizar la figura 8 y el cuadro X de anexos, se observa que no existen diferencias
significativas entre tratamientos térmicos, entre tratamientos de homogenizacion, ni interacciones,
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para ninguna de las fracciones de carotenoides liberados en este analisis. Esto quiere decir, que
ninguno de los tratamientos evaluados ni sus combinaciones difieren entre si, en cuanto a la

liberacion de carotenoides.

Sin embargo, si se observa en la figura anterior que parece haber una tendencia no
significativa, en la que la combinacion de un tratamiento térmicos severo y homogenizacion con
cuchillas (TS-HC) presenta una menor liberacion de carotenoides en comparacion con los otros
tratamientos, pero la variabilidad de los resultados es muy alta por lo que realmente no es posible

determinar esta afirmacion.

Al analizar el Cuadro X en anexos, se puede determinar que los valores de potencias son
muy bajos (menores a 80%), lo que implica que para poder observar si hay diferencias significativas
se deberia aumentar el nimero de muestras analizadas, ya que la variabilidad de la matriz y el

analisis es muy alta.

En general, tanto para los carotenoides totales como para los individuales, se observa en la
Figura 8 que en este punto hay una pérdida de 50 % o mas. Por tanto, esto convierte la liberacion en
un punto critico de la digestion respecto a la absorcion de carotenoides en esta matriz
especificamente. Se determina como critico, debido a la alta pérdida de carotenoides y a que es un

proceso que se podria mejorar modificando las condiciones del procesamiento del producto.

Los porcentajes de liberacion varian de manera importante entre matrices. Aschoff et al.
(2015) reportan una liberacion de carotenoides en naranjas desde 23 % hasta 54 %, mientras que
Jiwan et al. (2010) indican una liberacién de 30-60 % para colados de bebé de varios vegetales que
se encuentran en el mercado. Por lo que como se observa en la Figura 9, el colado de bebé
elaborado en este proyecto posee porcentajes de liberaciéon bastante similares a otras matrices y a
los colados de bebé reportados en la literatura. Esta pérdida de un 50% en liberacion, se debe a tres

factores principales: los tratamientos aplicados, la matriz y las condiciones de digestion.

Tanto los tratamientos térmicos como la homogenizacion buscaban favorecer la liberacion
de carotenoides de la matriz por la ruptura de la pared celular, asi como de las organelas donde se
acumulan los carotenoides, permitiendo una mayor liberaciéon de carotenoides de la matriz. Esto
basandose en que muchos autores como Lemmens et al. (2014) han reportado incrementos en la
bioaccesibildiad debido a un tratamiento térmico en zanahorias por la disrupcion de la matriz. Los

mismos resultados obtuvo Netzel et al. (2011), pero en un puré de zanahoria. Ademas, Stinco et al.
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(2012) reportan que a menor tamafo de particula incrementan la bioaccesibilidad en jugo de naranja
por la ruptura de la matriz y disminucion del tamafio de particula. Moelants etal. (2012)

encontraron los mismos resultados en tomate y zanahoria.

A diferencia de estos autores, en este proyecto no se obtiene lo esperado. Pero, cabe
mencionar que incluso en algunos casos reportados en la literatura los tratamientos aplicados a
productos no aumentan la bioaccesibilidad, Campos et al. (2013) reportan haber obtenido una
disminucién en la bioaccesibilidad ante un tratamiento térmico ya que no hubo ruptura de las
células. También, Anese et al. (2013) detallan cbmo homogenizaciones ultrasénicas aunque buscan
ruptura de tejidos, han creado redes de pectina que dificultan la liberacion de carotenoides de una

matriz de puré de tomate.

Por tanto, de estas publicaciones reportadas en la literatura, se puede determinar que existe
una alta variacioén en los resultados al modificar la matriz, el procesamiento y las condiciones de las
operaciones. Por lo que en el caso del colado analizado, los tratamientos térmicos y de
homogenizacion pudieron haber causado una liberacién baja de carotenoides en la fase gastrica, por
una ruptura insuficiente de las estructuras celulares donde se almacenan los carotenoides o incluso

por formacidn de redes con pectina (Anese et al., 2013; Campos et al., 2013).

La matriz es el segundo factor a considerar, ya que posee un efecto por el estado y
composicion de la misma, asi como la localizaciéon de los diferentes carotenoides en las células
vegetales que podrian dificultar el proceso de extraccion de la matriz en la digestion (Faulks &
Southon, 2005), principalmente por el tipo de sub estructura en que se encuentran los carotenoides
dentro de los cromoplastos (Schweiggert et al., 2012) y el contenido de fibra dietaria en el producto
(Cervantes et al., 2016). Estos factores de la matriz mencionados causan que durante las primeras
etapas de digestion como lo son la masticacion, movimientos peristalticos, segregacién de acido y
enzimas, la liberacién de carotenoides de la matriz sea baja. Esto segun lo reportado por Canene &

Erdman (2009), lo cual concuerda con los resultados obtenidos (Roos & Livney, 2017).

El altimo factor responsable que se debe de considerar en cuanto a los porcentajes de
carotenoides liberados en este andlisis es la inestabilidad de estos compuestos ante las condiciones
severas de digestion. Courraud et al. (2013) reportan una recuperacién de un 100 % de los
carotenoides iniciales en la fase géstrica para jugo de zanahoria, mientras que la violoxantina en

espinaca mostré una alta inestabilidad, con una pérdida en fase géstrica de 95% respecto a su
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contenido inicial, por lo que de nuevo la matriz ejerce un efecto de importancia en la sensibilidad a
la digestion.

5.4.  Efecto del procesamiento térmico y homogenizacion ultrasonica en la fraccion
micelar de los carotenoides presentes en un colado para bebé.

5.4.1. Diferencias en la micelarizacién, entre los tratamientos aplicados al colado para bebé.

A continuacion se presenta el efecto de los 4 tratamientos evaluados en la fraccion
micelarizada de los carotenoides, obtenida mediante una filtracion (0,2 um) al final del anélisis de
bioaccesibilidad in vitro, donde se obtienen solamente los carotenoides en micelas, que representan

los carotenoides accesibles para ser incorporados en los enterocitos (Canene & Erdman, 2009).
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Figura 9. Fraccién micelar de carotenoides del colado para bebés

Al igual que en la fraccion liberada, en la micelar tampoco se encuentran diferencias
significativas en el porcentaje de micelarizacién entre ninguno de los tratamientos evaluados

(tratamientos térmicos, tratamientos de homogenizacion, ni las interacciones) para cada tipo de
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carotenoides analizado. Estos resultados aplican solamente para este producto, elaborado
especificamente con los pardmetros (tiempo, temperatura, entre otros) de los tratamientos utilizados.
Ahora, al igual que en los resultados anteriores, del cuadro X se determina que las potencias de este
andlisis son bajas y se podria aumentar el numero de muestras para poder reportar si realmente no

existen diferencias significativas.

Se puede observar como la luteina-zeaxantina presentan la mayor incorporacion en micelas,
con porcentajes cercanos al 45 %, seguido por el B-caroteno con porcentajes menores al 20 % y por

altimo los ésteres de luteina, reportando valores menores al 10 %.
5.4.2. p-carotenoy luteina

Jiwan et al. (2010) han reportado en colados para bebé, porcentajes de micelarizacién de
hasta 44 % de luteina y 41,4 % de [-caroteno; por lo que se observa que los resultados obtenidos en
este analisis se encuentran en drdenes de magnitud coherentes con otros estudios. Cabe destacar que
no se puede comparar de manera directa los resultados, sino solamente una comparacion relativa
para tener una idea general de lo que se reporta en la literatura, debido a que son resultados de un
estudio que empled una mezcla de vegetales con pollo; por lo que no solamente la matriz posee
distintos vegetales a los utilizados en este proyecto, pero ademas un ingrediente muy distinto que

varia de manera importante la composicion del colado.

Mediante la comparacién de los carotenoides micelarizados del colado, contra los
carotenoides micelarizados reportados para las materias primas individuales, se puede tener una
idea del efecto del procesamiento de estos vegetales en la bioaccesibilidad. En ayote se han
reportado porcentajes de micelarizacion para luteina-zeaxantina y [-caroteno de 15,9 % y 16,5 %,
respectivamente (Jeffery et al., 2012). Mientras que en pejibaye se ha reportado micelarizacion en
luteina de un 30 % y B-caroteno de menos de un 10 % (Sandi, 2017). Por tanto, se observa en la
figura 9, que el colado podria ser una mejor matriz para la absorcion de carotenoides en
comparacion con el consumo de los vegetales individualmente. Se plantea esto como una hipotesis,
debido a que para poder afirmarlo se deberia realizar una comparacion utilizando exactamente la
misma materia prima con la que se elabor6 el colado y no mediante otros estudios reportados en
literatura, donde la variabilidad genética, estados de madurez y condiciones del analisis pueden

haber variado.
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El colado elaborado parece ser una mejor fuente, en cuanto a bioaccesibilidad de B-caroteno
y luteina, respecto a sus materias primas, esto se debe a muchas razones, entre ellas el
procesamiento del producto. Como se menciond en la seccion 2.4, el procesamiento ha mostrado
tener efectos de importancia en la liberacién de carotenoides, la cual es necesaria para su posterior
micelarizacién. Ademas, otros factores propios de esta matriz tales como el contenido de grasa, que
son discutidos en las proximas secciones van a ejercer un efecto en la micelarizacion de estos

carotenoides.

La alta micelarizacion de B-caroteno y luteina que muestra este colado respecto a las otras
matrices ya mencionadas, implica beneficios a la salud del bebé (que en este caso es el
consumidor), esto debido a la propiedad provitamina A del B-caroteno (Britton & Khachik, 2009) y
posibles funciones de la luteina en el desarrollo de una distribucién normal de pigmento en la retina
(Johnson, 2014). Esto sin mencionar propiedades antioxidantes y otras que fueron detalladas en la

justificacion del proyecto y en la seccion 3.5.2.
5.4.3. Esteres de luteina

Pérez & Minguez (2005), reportaron que los ésteres de luteina aparecen en el suero
sanguineo como ésteres, solamente si se administran cantidades excesivas en el organismo. En
condiciones de consumo moderado los esteres de luteina entran en sangre como luteina libre.
Incluso Khalil etal., (2012) evaluaron in vivo la biodisponibilidad de ésteres de luteina,
cuantificando la respuesta como luteina libre en plasma y no como ésteres de luteina en plasma. Se
ha determinado que la solubilizacion y posterior desesterificacion de xantofilas durante el trayecto
digestivo o durante la absorcion (en los enterocitos) es necesaria para su posterior incorporacion en
los quilomicrones. No se sabe con exactitud cual o cuéles son las enzimas responsables de la
desesterificacion, pero a partir de estudios in vitro, se ha planteado la colesterol esterasa como una

enzima implicada en esta reaccion (Pérez & Minguez, 2005).

Debido a que a diferencia de la luteina libre, los ésteres conllevan el paso de
desesterificacion, se esperaria que la bioaccesibilidad sea baja, por ser este paso limitante en el
proceso. Sin embargo, Bowen et al. (2002) reportan en un estudio in vivo que el paso limitante en la
bioaccesibilidad de los ésteres de luteina es la solubilizacién e incorporacion en micelas. Lo cual
concuerda con los resultados obtenidos, ya que como se observa en la figura 9, menos de un 10 %

de los ésteres de luteina fueron micelarizados. Aunque, debido a que no se sabe con certeza como
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ocurre el proceso de desesterificacion en el cuerpo, se deberia contemplar que existe la posibilidad
de que el porcentaje de luteina libre fuera incrementado por la desesterificacion.

Tanto los ésteres de luteina como la luteina libre entran al cuerpo como luteina libre (en su
gran mayoria) como ya se detallé anteriormente (Pérez & Minguez, 2005), y debido a que la luteina
libre en este colado especificamente muestra mayor bioaccesibilidad que los ésteres, se plantea el
uso de variedades de ayote con un contenido de ésteres de luteina bajo y con un alto contenido de

luteina libre, como una manera de obtener mayor contenido de luteina en el cuerpo.
5.4.4. Carotenoides totales

Como se observa en la figura 9, del contenido inicial de carotenoides totales en el colado
analizado, solamente 15-20 % son bioaccesibiles. Esto indica un nivel de absorcion de carotenoides
bastante bajo en general, ademas no necesariamente el 100 % de carotenoides en micelas va a ser

absorbido o incorporado en el cuerpo posteriormente.

Segln Faulks & Southon (2005), existen diferentes factores que determinan el nivel de
absorcion de carotenoides como por ejemplo, la liberacién de la matriz, que fue detallada
anteriormente en el andlisis de la fraccion liberada (2.4.1). La interpretacion en plasma, que es un
efecto que solamente se analiza en estudios de biodisponibilidad y por Gltimo la solubilidad de los

carotenoides en el medio gastrointestinal, que se detalla a continuacion.

Debido a que estos pigmentos son compuestos liposolubles, un alto contenido de lipidos
deberia favorecer la solubilidad de los mismos en el tracto digestivo (Lemmens et al., 2014). Se
puede observar en los resultados del analisis proximal de los colados en la seccion de anexos, que el
contenido de lipidos se considera bajo o insuficiente (cercano a 2 %), por lo que este factor no va
favorecer la bioaccesibilidad de los carotenoides en este producto. Se plantea la hipétesis de que es
un contenido insuficiente, debido a que Hempel et al. (2014) reportan que un pejibaye necesita 4%
de lipidos para disolver los carotenoides que posee. Por lo que un 2 % de lipidos en un colado para
bebé, con un contenido similar de B-caroteno y carotenoides totales al del pejibaye y con un perfil
de carotenoides similar al del pejibaye posiblemente no sea suficiente lipido para disolver los
carotenoides del colado de manera Optima. Para poder afirmar esta hipotesis se deben realizar

calculos de solubilidad de los lipidos.
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Schweiggert et al. (2012) han reportado como el tipo de lipidos, asi como la concentracion
tienen un efecto fundamental en la absorcion de carotenoides. Colle et al. (2012) establecen que al
incrementar el contenido de lipidos aumenta la bioaccesibildad, hasta llegar a un maximo de
contenido lipidico, que va a definirse segun el tipo de carotenoide y de lipido. Este maximo ha sido
definido por estos autores como una limitacion de las pruebas a nivel de laboratorio, debido a la

incapacidad de emulacién de dosificacion de enzimas por parte del cuerpo a nivel in vitro.

De hecho, se ha reportado en la literatura, que el consumo de 3 a 5 g de lipidos en una
comida es ideal para la absorcion de carotenoides (Canene & Erdman, 2009). Por lo tanto, el bajo
contenido de grasa en el producto puede considerarse uno de los principales responsables en la
obtencion de estos bajos porcentajes de bioaccesibildad micelar (Lemmens et al., 2014).

5.4.5. Diferencias en micelarizacién entre carotenoides

Existen una serie de factores que han demostrado poseer un efecto en la micelarizacién, los
cuales explican las diferencias obtenidas entre los distintos porcentajes de los carotenoides en
micelas. Entre estos factores se encuentran: el movimiento de carotenoides desde los glébulos
lipidicos a las micelas, la estructura molecular del carotenoide, la concentracion de sales biliares y
el pH del medio (Tyssandier et al., 2001). Segin Pérez & Minguez (2005), los carotenoides mas
polares como las xantdfilas, son mas facilmente incorporados en micelas, lo cual coincide con los
resultados obtenidos en este andlisis donde la luteina-zexantina fueron los carotenoides con mayor
porcentaje de micelarizacion, ya que los grupos hidroxi en la estructura de la luteina le
proporcionan mayor polaridad a estos carotenoides. Esta facilidad de micelarizacion ha sido
atribuida en la literatura a que los carotenos y ésteres de xantofilas son poco polares y se localizan
en el centro de los glébulos de grasa, mientras que las xantofilas van a estar mas cercanas a la
superficie, esto debido a que la digestién ocurre en un medio acuoso o sea hidrofilico y por tanto los
carotenoides mas polares son mas afines a esta fase. Asi, el movimiento de estos Gltimos hacia las

micelas se da més facilmente (Tyssandier et al., 2001).

Canene & Erdman (2009), reportan el efecto de competencia entre los carotenoides durante
la absorcion en el cuerpo y plantean una serie de posibles razones para ello. Sin embargo, este
proyecto se enfoca en el andlisis de la bioaccesibilidad, la Gnica razén planteada que afectaria los
resultados obtenidos, es que algunos tipos de carotenoides empiecen a retenerse en el tracto

digestivo, debido a que son utilizados como antioxidantes y por tanto no llegan a ser incorporados
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en las micelas. Esto podria ser otro factor que explique las diferencias obtenidas en concentracion
de tipos de carotenoides en la fraccion micelar. El resto de factores reportados por Caene & Erdman
(2009), tendrian un efecto después de la incorporacién en micelas, por tanto solamente se

considerarian en estudios de biodisponibilidad.

5.5. Efecto del procesamiento térmico y homogenizacion en la concentracion de
carotenoides en el colado y en fracciones bioaccesibles del colado para bebés.

5.5.1. Diferencias en la concentracion de carotenoides, entre los tratamientos evaluados

No solamente se debe estudiar el efecto de los carotenoides en las porcentajes liberados y
porcentajes micelarizadas. Sino también, se debe estudiar el contenido absoluto de carotenoides en
el colado y en la prueba de bioaccesibilidad. El contenido de los diferentes carotenoides de las
muestras sometidas a distintos tratamientos se puede observar en el cuadro I, donde ademas se
detallan las concentraciones de carotenoides resultantes de la prueba de bioaccesibilidad in vitro,

tanto en la fraccion de carotenoides liberados como micelarizados.
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Cuadro Il. Contenido de carotenoides (en base hiumeda) en producto y en fracciones de la prueba de
bioaccesibilidad in vitro, en un colado para bebés con 4 tratamientos distintos.

Tratamientos

TS-HC TS-HU TM-HC TM-HU
En el producto
Luteina/zeaxantina 1402,2+ 71,1a 1307,5 + 41,1a 1487,9 + 73,2a 1472,1 + 40,8a
p-caroteno e 4816,5+412,7a 45487+ 132,9a 46095+ 446,98  4910,5+ 152,94a
ISOMero
Esteres de luteina 760,3 +51,3a 757,2 + 79,4a 892,0 + 46,6a 954,1 + 58,8a
Cart%tt‘;’;gs'des 81123 +7855a  75415+3260a 80059 +5454a 82300 + 66,0a
Liberado
Luteina/zeaxantina 5944 + 121,2a 578,5 + 37,7a 635,56+ 77,32 648,4 + 81,3a
. o e 25200 £389,1a  27467+181,3a  25525+1095a  2916,0 + 2964a
Contenido isdmero
(ng/100g) Esteres de luteina 191,1 + 39,9a 212,9 £ 21,4a 240,0 £ 19,2a 278,9 + 18,5a

Carotenoides 352585+519,8a  3756,6 +2139a  3810,6+3045a 38654 +1493a

totales
En micelas
Lutefna/zeaxantina 591,9 + 59,7a 528,2 + 56,4a 574,8 + 54,62 609,6 + 62,1a
[B-caroteno e
iSOMero 682,9 + 5,8a 664,9 + 76,8a 611,7 +13,0a 605,7 + 70,3a
Esteres de lutefna 30,4 + 3,6a 30,5+ 10,4a 27,3+3,52 46,0 + 4,5a
Carggl‘gs'des 1486,3 + 86,9 1355,7 + 51,9 1050,4+126,2a 14154 + 70,0a

TS: Tratamiento térmico severo, TM: Tratamiento térmico moderado, HC: Homogenizacidn con cuchillas, HU: Homogenizacion
ultrasénica
Diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos para cada grupo de carotenoides se identifican mediante letras diferentes

En los cuadros XI y XIII de la seccién de anexos, se puede determinar que se reporta
significancia para los ésteres de luteina, por los tratamientos térmicos, lo cual coincide con lo
reportado en la seccion 5.3, para esteres de luteina, donde se detalla que la coccién en olla es menos

severa lo que implica una pérdida menor de carotenoides.

En cuanto a los cuadros de anexos X1y XIlI respecto a la luteina libre, los resultados no coinciden
con lo ya discutido en la seccién 5.3. Por ello, se debe considerar que estas son concentraciones
absolutas, por lo que para ver realmente el efecto de los tratamientos térmicos se debe analizar el

porcentaje de retencion de los carotenoides, discutida anteriormente en la seccién 5.3.
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En los mismos cuadros de anexos mencionados anteriormente se reporta una significancia
para la concentracion de esteres de luteina en la fraccion liberada por el tratamiento térmico,
mostrando que la coccion en olla presenta una mayor liberacién de los ésteres, pero al incorporarse
en micelas no hay diferencias significativas con el autoclavado. Por lo que se deberia buscar una

forma de mejorar la micelarizacion, que es la que define la bioaccesibilidad de los compuestos.

Se observa que el carotenoide que se encuentra en mayor concentracion en el producto
después de todos los tratamientos es el 3-caroteno e isdmeros, seguido por la luteina-zeaxantina y
por ultimo los ésteres de luteina. No se encuentran diferencias significativas en la concentracion de
cada carotenoide entre los tratamientos aplicados en el producto, tampoco en la fraccion liberada ni

en la fraccion micelarizada.

Cabe mencionar que la variabilidad de los resultados obtenidos es sumamente alta. Al
observar el cuadro XI, se determina que las potencias son muy bajas (menores a 80%), lo que
implica que se deberia aumentar el nimero de muestras para observar diferencias significativas
entre los tratamientos, ya que la alta variabilidad que proviene del disefio del experimento y de la
naturaleza de la matriz, causa que no se puedan observar diferencias que en realidad pueda que si
existan. No obstante, estos resultados son representativos de la realidad de la matriz; esto indica que
las diferencias entre la materia prima debido a diversos factores ya abordados anteriormente como
los estados de madurez, variacidn genética, cultivo, cosecha y almacenamiento, son mucho mayores
que las diferencias que se pueden observar debido a los tratamientos empleados en este analisis, que

en este caso son variaciones en la homogenizacién y tratamientos térmicos.
5.5.2. Anadlisis del contenido absoluto de carotenoides en el colado base

Las concentraciones de carotenoides totales en este producto (cercanas a 8 pg/g base
himeda) son consideradas como altas segun el sistema de clasificacion realizado por Britton &
Khachik en el 2009. Por lo que se puede determinar que la idea de poseer un producto-modelo de

un alto contenido de carotenoides se consigui6 con la formulacion elegida.

El contenido de carotenoides en los ayotes es de 234,21-404,98 ug/g bh, mientras que en el
pejibaye se ha reportado 0,7-13,9 mg/100g bh (Carvalho et al., 2012; Hempel et al., 2014). Por
tanto, se observa en el cuadro Il, que el colado elaborado posee un contenido de carotenoides
totales, mucho mayor al que presentan los frutos que lo conforman individualmente, por lo que no

solamente ofrece un perfil de carotenoides mas variado con diversos aportes a la salud, sino que
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también una mayor concentracion de carotenoides al consumidor. Este mayor contenido podria
atribuirse a que las variedades y unidades de frutos utilizados en la elaboracion del colado tenian
una mayor concentracion que las reportadas en la literatura, ademas de que el colado conlleva
tratamientos térmicos que al disminuir el contenido de agua concentran el producto y asi los

carotenoides.

Majchrzak et al. (2000) reportan contenidos de B-caroteno de 2,2-9,2 mg/100g bh y de
luteina-zeaxantina desde 0,12-0,343 mg/100g bh en una recopilacion de contenidos de carotenoides
en colados de vegetales varios para bebé, existentes en el mercado. Por lo que se puede observar en
el cuadro II, que el colado elaborado presenta contenidos de f3-caroteno similares a los reportados y
luteina-zeaxantina en concentraciones mucho mayores a los que se encuentran en el mercado, segun
lo reportado por Majchrzak et al. (2000). Por tanto, aunque se trate de colados para bebés de
ingredientes distintos, se puede determinar que se logré elaborar un buen producto-modelo respecto

a los reportados en la literatura que hay existentes en el mercado.
5.5.3. Equivalentes de retinol

A continuacion, se muestran los equivalentes de retinol en los colados elaborados y el

aporte de vitamina A a la ingesta diaria recomendada para este tipo de producto

Cuadro Il1. Contenido de Vitamina A expresado como equivalentes de retinol y porcentajes
aportados del valor diario recomendado, presentes en los colados para bebé analizados bajo
distintos tratamientos.

Tratamientos RAE (pg/100g) bh* VD** (%) para 57,59
TS-HC 401,333+ 191,967 46
TS-HU 379.058+ 163,058 43,5
TM-HC 384.125+ 149,225 44
TM-HU 409.208+ 180,242 47

*12 ug de p-caroteno =1RAE (Institute of Medicine (US) Panel on Micronutrients, 2001).
**Requerimiento diario para infantes de una edad 6 meses en adelante (USDA, 2009).

De los carotenoides cuantificados en el colado, solamente el B-caroteno posee actividad
provitamina A, por lo que a partir de las concentraciones de este caroteno en el producto se pueden
determinar los equivalentes de retinol y el porcentaje de requerimiento diario que aporta este
producto. Debido a que no se conoce la identificacion del isomero de B-caroteno y no se sabe qué

porcentaje del mismo corresponde al pico, se decide determinar los equivalentes de retinol con el
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contenido total de B-caroteno y su isomero mediante el uso de la relacion 12 ug de B-caroteno =
1RAE.

Yaron (2013) y Florida Department of Health (2018), reporta que el tamafio de una comida
para un infante no esta estandarizado, pero segun un valor de 4-8 cucharadas al dia reportado como
un valor aproximado, se determina que 4 cucharadas (que es el minimo de consumo) equivale a
57,5 g del colado elaborado en este proyecto, por lo que esta cantidad se define como una porcidn.
Del cuadro 11, se puede observar como la ingesta de una porcién del colado, aporta hasta el 47 %
del requerimiento diario para infantes de mas de 6 meses de edad. Segun la USDA (2009) debe ser
de 500 ug de equivalentes de retinol por dia, por lo que se puede determinar que se posee un
producto potencialmente efectivo para apoyar la soluciéon de los problemas de deficiencias de

vitamina A, en esta poblacion en especifico (USDA, 2009).
5.5.4. Analisis del contenido absoluto de carotenoides en fraccion bioaccesible

En resumen, hasta ahora se posee un producto: alto en contenido de carotenoides y alto en
equivalentes de retinol, de acuerdo con los requerimientos diarios del consumidor. No obstante, un
alto contenido de carotenoides en la matriz, no necesariamente implica que vaya a darse una mayor
absorcién de carotenoides, debido a que la cantidad de factores implicados en la absorcion de
carotenoides es muy alta. Incluso, Priyadarshani (2017) reporta resultados que muestran cémo el
consumo de alimentos con mayor contenido de carotenoides resultd en una menor absorcion de los

mismos.

También, un alto contenido de equivalentes de retinol no necesariamente va a solventar las
deficiencias de vitamina A, debido a que la conversion a equivalentes de retinol se realiza mediante
el empleo de un factor de correccion, que se aplica a todas las matrices alimentarias, por lo que no
considera el efecto matriz (Institute of Medicine (US) Panel on Micronutrients, 2001). Entonces,
para poder definir si se elaboré realmente un producto que va a representar una fuente importante de
carotenoides y de precursores de vitamina A, se debe determinar su absorcion, por lo que se

emplean técnicas de bioaccesibilidad y biodisponibilidad.

Como ya se mencion0, no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para
las concentraciones de carotenoides en la fraccion micelar. Se observa que el carotenoide en mayor

concentracion en la fraccion micelar es B-caroteno e isomeros, seguido por luteina y zeaxantina y
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por Gltimo los ésteres de luteina. Lo anterior, coincide con la tendencia en concentracion de

carotenoides en la materia prima.

Mediante la comparacién de las concentraciones micelares obtenidas de este producto, con
otras matrices vegetales reportadas en la literatura, se puede estimar el nivel de bioaccesibilidad de
los carotenoides en esta matriz. Granado et al. (2007) y Schweiggert et al. (2012) han reportado en
estudios de bioaccesibilidad para (-caroteno en zanahoria un contenido de 243 pg/100 g bh, en
pimientos rojos 434 ug/100 g bh, en tomate 214 pg/100 g bh y en mango 69 ng/100 g bh. Se
observa en el cuadro II, que al comparar el contenido de B-caroteno micelar entre el colado y estos
vegetales, se confirma que se elaboré un producto con mayor bioaccesibilidad a los reportados. Lo
mismo sucede para el contenido de luteina-zeaxantina, donde los mismos autores reportan 50
1g/100 g para la zanahoria, 353 ug/100 g para pimientos rojos y 334 ug/100 g para espinaca; por lo
gue los contenidos de luteina-zeaxantina micelarizada presentados en el cuadro Il, de los colados
para bebés, son mayores que en los vegetales mencionados. Pero, se debe tomar en cuenta que no
solamente se estd comparando entre productos frescos y el colado procesado, sino que también
entre matrices distintas, por lo que se debe contemplar un efecto del contenido inicial de

carotenoides, de lipidos y otros factores de la matriz (ya discutidos en la seccion 5.3).

Esta comparacion con previos estudios permite determinar como el colado elaborado es una
buena fuente de carotenoides en comparacion con el consumo de vegetales o frutos frescos. e Como
ya se mencion0 antes, una de las ideas del proyecto es el andlisis de un modelo que represente una
alta fuente de carotenoides, por lo que en este punto se podria determinar que se posee un producto

gue proporciona al consumidor una cantidad importante de carotenoides accesibles.

Esto no implica que la totalidad de los carotenoides micelarizados vayan a ser incorporados
en el organismo, ya que como se expuso en el marco tedrico, después de la micelarizacion, se
incorporaran en los enterocitos, que transportaran los carotenoides al torrente sanguineo (Canene &
Erdman, 2009). Para una determinacion de la incorporacion de los carotenoides al organismo se
debe realizar un estudio de biodisponibilidad, los cuales si contemplan estos ultimos pasos de

absorcién.

De los carotenoides encontrados en micelas, solamente el [-caroteno posee actividad
provitamina A. No se procede a realizar la conversion a equivalentes de retinol a partir de la

concentracion de la fraccion micelar, debido a que los equivalentes de retinol deben ser
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determinados solamente en materia prima, ya que el factor de conversion considera la digestion de

carotenoides (Institute of Medicine (US) Panel on Micronutrients, 2001).
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6. Conclusiones

Los ingredientes y formulacion utilizada para la elaboracion del colado permiten la obtencion
de un producto con un contenido y perfil de carotenoides variado, que proporcionan diversos
efectos positivos en la salud del consumidor. Segun los equivalentes de retinol, es un producto que
podria complementar los requerimientos diarios de vitamina A, en infantes de 6 meses de edad. En
adelante Ademas, presenta mayor micelarizacion que colados que se encuentran en el mercado y
mayor micelarizacion de B-caroteno y luteina que las materias primas sin procesar (con las que se
elabord este colado).

Al aplicar un tratamiento térmico severo como el que se emplea en la industria, se genera un
efecto en la concentracion de los carotenoides en el colado para bebé. El uso de autoclave genera
una degradacion significativamente mayor respecto al tratamiento térmico en olla. Pero, este efecto

afecta solamente el contenido de los carotenoides totales y especificamente en los ésteres de luteina.

En cuanto a la absorcion, no existen diferencias en la liberacion y micelarizacion de
carotenoides al procesar un colado para bebé, con condiciones de procesamiento caseras o
industriales; ya que ninguno de los tratamientos evaluados muestra diferencias significativas entre
si. En este colado para bebé, la liberacion de carotenoides representa el punto mas critico en la
absorcién de estos compuestos, por una pérdida de un 50% del contenido inicial. Por lo que para

mejorar la matriz se debe considerar mejorar principalmente la liberacion de estos.

El tipo de carotenoide presenta un efecto en la bioaccesibilidad micelar, debido a las diferencias
estructurales de las moléculas y su polaridad. La luteina es el carotenoide mas micelarizado,
seguido por el B-caroteno y por ultimo los esteres de luteina, por lo que se determina que las

xantofilas presentan una mayor incorporacion en micelas que los carotenos.
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Recomendaciones

Antes de trabajar con matrices tan complejas de carotenoides, se deberia realizar un
estudio previo, solamente para la determinacion del método de anélisis de HPLC y la
identificacion de compuestos, ya que el uso de otros métodos comunes en estas
matrices no necesariamente conlleva a una separacién ideal de carotenoides.

Para investigaciones futuras, la complementacion de este tipo de estudio con imagenes
microscopicas con el fin de analizar la conformacidn fisica de la fibra y caracteristicas
de la emulsion, brindaria informacion mas completa del efecto de los tratamientos.

Se recomienda modificar el disefio experimental a uno con menos variables y mayor
numero de muestras, para poder disminuir la variabilidad del método de analisis y de la
variabilidad genética de los vegetales utilizados.

A pesar de poseer pejibaye en la formulacion del colado, el contenido lipidico es muy
bajo, por lo que se recomienda aumentarlo (considerando la normativa pertinente en el
producto que se esté analizando) para aumentar asi la bioaccesibilidad.

Se recomienda la elaboracién de colados con otras fuentes de licopeno como papaya
roja o guayaba, siempre considerando la calidad sensoria, para poder obtener un
producto que sea aceptado por los infantes y con un perfil mas interesante para la salud

del consumidor.
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9. Anexos

Cuadro IV. Tabla nutricional de formulacion de colado elaborado

Composicion (%)

Nutrimento
Macronutrientes
Agua 83,04
Energia (kcal) NA
Proteina 0,99
Grasa 1,30
Carbohidratos 13,47
Fibra 1,13
Micronutrientes
Sodio (mg) 0,0030
Vitamina A RAE (ug) 0,00027
Vitamina D (IU) 0
Vitamina E (mg) 8,16E-05
Vitamina C (mg) 0,014
Tiamina (mg) 3,00E-05
Riboflavina (mg) 6,10E-05
Niacina (mg) 0,00060
Vitamina B6 (mg) 3,22E-05
Folatos (ug) 3,84E-06
Vitamina B12 (ug) 0
Vitamina K (ug) 1,016E-06
Calcio (mg) 0,0066
Hierro (mg) 0,0026
Zinc (mg) 0,0012
Magnesio (mg) 0,0080
Fosforo (mg) 0,021
TOTAL 100

*Basado en (Blanco et al., 2006; USDA, 2018)
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Cuadro V. Caracterizacion morfoldgica de los vegetales utilizados en la elaboracion del colado

1 Ayote

Pejibaye
Tomate
2 Ayote
Pejibaye
Tomate
3 Ayote
Pejibaye

Tomate

3448,00
44,86
260,20
2345,00
39,33
224,50
3465,00
36,00
271,00

11,60
4,06
6,18
14,00
3,67
5,63
11,50
3,97
6,27

19,80
3,65
8,40
22,00
3,10
7,13
23,00
3,50
8,37

Cuadro V1. Color de frutos utilizados en la produccion de los colados.

Pejibaye Cascara 64,68 23,11 49,96 19,84

Pejibaye pulpa 34,18 35,28 26,50 35,32

1 Ayote 46,84 26,99 57,08 2,03
Tomate 46,13 21,73 23,99 33,98

Pejibaye Cascara 41,16 37,06 37,15 68,97

Pejibaye pulpa 67,03 18,93 48,08 59,32

’ Ayote 52,94 34,61 64,32 80,18
Tomate 57,05 21,86 28,92 51,09
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Pejibaye Cascara 40,86 33,73 33,57 64,76

Pejibaye pulpa 66,56 17,22 50,52 59,44

3
Ayote 56,11 23,60 67,56 74,54
Tomate 51,99 22,57 28,60 51,37

Cuadro VII. Perfil de textura realizado a los frutos utilizados en la elaboracion del colado

Limite de
elasticidad

Cuadro VII1. Perfil fisicoquimico de los colados elaborados

29,39 18,81 47,99 62,22

32,71 17,26 51,45 61,80
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Cuadro IX. Composicion quimica de colados elaborados

Humedad 80,42 81,46 77,03

Grasa 2,50 1,99 1,93

Proteina

Carbohidratos totales 14,9 14,5 18,8
Valor energético por 23 18 17
grasa (kcal/100g)
300
250 //‘

y = 4,3999x
R? =0,9987

200
150
0 /

0 10 20 30 40 50 60
Concentracion (mg/L)

Area (mAU*min)

~
[=]

Figura 10. Curva de calibracion de B-caroteno para cuantificacion de carotenoides

Cuadro X. Valores estadisticos utilizados para reportar significancia en los porcentajes de
bioaccesibildad

Luteina 0.73 0.061 0,85 0.053 0.77 0.058

Esteres de Liberada

. 0.40 0.12 0.67 0.067 0.61 0.074
luteina

Luteina Micelar 0.78 0.057 0.89 0.052 0.46 0.10
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B-caroteno 0.70 0.064 0.15 0.29 0.85 0.053

Esteres de 0.43 0.11 0.96 0.050 0.56 0.082
luteina

Totales 0.48 0.099 0.14 0.30 0.19 0.24

Cuadro XI. Valores estadisticos utilizados para reportar significancia en los contenidos de
carotenoides

Porcentajes de  Fraccion Tratamiento de Tratamiento Interaccién de
Bioaccesibilidad Homogenizacion Térmico tratamientos
Prob F  Potencia ProbF  Potencia Prob F  Potencia
Luteina Producto 0.21 0.22 0.019* NA 0.35 0.14
B-caroteno 0.94 0.050 0.73 0.061 0.23 0.20
Esteres de 0.49 0.096 0.0065* NA 0.45 0.11
luteina
Totales 0.63 0.072 0.42 0.11 0.28 0.17
Luteina Liberada 0.98 0.050 0.36 0.13 0.81 0.056
B-caroteno 0.15 0.29b 0.59 0.077 0.71 0.063
Esteres de 0.13 0.31 0.017* NA 0.65 0.070
luteina
Totales 0.54 0.086 0.40 0.12 0.70 0.063
Luteina Micelar 0.72 0.061 0.44 0.11 0.25 0.19
B-caroteno 0.74 0.060 0.11 0.35 0.87 0.052
Esteres de 0.063 0.48 0.19 0.24 0.066 0.47
luteina
Totales 0.24 0.20 0.93 0.051 0.39 0.12

*significativo para un o de 5%

Cuadro XII. Valores estadisticos utilizados para reportar significancia en la diferencia en la
retencion de carotenoides ante 2 tratamientos térmicos distintos

Carotenoide Probabilidad
TT TH Interacciones
Luteina 0,2226 0,6358 0,4960
B-caroteno 0,5567 0,7405 0,4138
Esteres de luteina 0,0497* 0,5052 0,2154
Totales 0,0207* 0,3780 0,7445

*Diferencias significativas para un a de 0,05
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Cuadro XIII. Prueba de comparacion de medias de diferencias significativas entre tratamientos
térmicos, obtenidas en el Cuadro XI.

Luteina Producto A B

Esteres de luteina Liberada A B
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