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Laminas de manzana y acachul reducidas en calorias y suplementadas con un
ingrediente de proteinas lacteas y acido folico: vehiculo alternativo de vitamina B9

orientado a poblaciones con regimenes especiales

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue desarrollar una golosina suplementada con vitamina B9 (acido
folico). Para ello, en la primera etapa, se desarroll6 una golosina en forma de lamina,
constituida por una mezcla deshidratada de manzana Granny Smith, polvo de acachul (4rdisia
compressa Kunth), jarabe de maltitol y estevia. Estas laminas resultaron ricas en fibra, bajas
en calorias y presentaron alta concentracion de compuestos antioxidantes con elevada
bioaccesibilidad. Adicionalmente, los estudios sensoriales mostraron que este producto podria
ser aceptado satisfactoriamente por los consumidores. En una segunda etapa, se desarrollaron
dos ingredientes: 1) Blg-AF, a base de acido folico (AF) y B-lactoglobulina (Blg), y 2) WPI-
AF, conformado por un aislado de proteina de suero (WPI) y AF. Estos ingredientes se
caracterizaron contemplando un régimen diluido y otro concentrado y deshidratado. En el
régimen diluido se observd mayor biodisponibilidad de la vitamina, para el sistema WPI-AF
comparando con Blg-AF y AF libre. En cuanto al régimen concentrado, los estudios realizados
brindaron informacion sobre las interacciones entre las proteinas y el AF. Finalmente, en la
tercera etapa, se suplement6 la golosina formulada en la primera etapa con el ingrediente WPI-
AF concentrado desarrollado en la segunda etapa. Se estudio la bioaccesibilidad de la vitamina
en las laminas con WPI-AF y en ldminas control con AF libre. Las ldminas conteniendo WPI-
AF conservaron un 50% de AF luego del secado y la digestion in vitro de la golosina, siendo
los valores mas elevados de bioaccesibilidad de AF obtenidos. Este estudio ofrece una
alternativa para vehiculizar la vitamina B9 a través de un alimento novedoso y mediante un
ingrediente que protege al AF. Estas golosinas resultan una opcion interesante y saludable para
poblaciones con regimenes especiales, como las que siguen dietas hipocaldricas o personas

gestantes en el caso de las adicionadas con el ingrediente formulado.

Palabras clave: Laminas de fruta, compuestos bioactivos, vitamina B9, proteinas lacteas,

bioaccesibilidad.



Apple and acachul leathers reduced in calories and supplemented with an ingredient
composed of dairy proteins and folic acid: alternative vitamin B9 vehicle aimed at

populations with special diets

SUMMARY

The objective of this work was to develop a sweet snack supplemented with vitamin B9 (folic
acid). For this purpose, in the first stage, a sheet-shaped snack was developed, consisting of a
dehydrated mixture of Granny Smith apple, acachul (Ardisia compressa Kunth) powder,
maltitol syrup, and stevia. These fruit-leathers were rich in fiber, low in calories and provided
a high concentration of antioxidant compounds with high bioaccessibility. Furthermore,
sensory studies showed that this product could be satisfactorily accepted by consumers. In a
second stage, two ingredients were developed: 1) Blg-AF, based on folic acid (AF) and B-
lactoglobulin (Blg), and 2) WPI-AF, made up of a whey protein isolate (WPI) and AF. These
ingredients were characterized in a diluted regime and a concentrated and dehydrated regime.
In the diluted regime, greater bioavailability of the vitamin was obtained for the WPI-AF
system compared to Blg-AF and free AF. Regarding the concentrated regime, the carried-out
studies provided information on the interactions between proteins and FA. Finally, in the third
stage, the leather formulated in the first stage was supplemented with the concentrated WPI-
AF ingredient developed in the second stage. The bioaccessibility of the vitamin was studied
in the WPI-AF leathers and in control samples containing free AF. The leathers containing
WPI-AF ingredient conserved 50% of AF after drying and in vitro digestion, being the highest
values of bioaccessibility of AF obtained. This study offers an alternative to transport vitamin
B9 through a novel food and by means of an ingredient that protects FA. These sweet snacks
are an interesting and healthy option for populations with special diets, such as those who
follow low-calorie diets, or pregnant people in the case of those added with the formulated

ingredient.

Keywords: fruit leathers, bioactive compounds, vitamin B9, whey protein, bioaccessibility.
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Nomenclaturas y abreviaturas

Abreviatura Significado
ABTS™ Radical [2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acidosulfonico]
AF Acido félico
AFmax Distancia correspondiente a la fuerza maxima
AMT Antocianinas monoméricas totales
aw Actividad de agua
Blg B-lactoglobulina
Blg-AF Ingrediente de B-lactoglobulina y acido folico
b.s. Base seca
C Constante de Guggenheim
CA Capacidad antioxidante
CLSM Microscopio de barrido laser confocal
CPT Contenido de polifenoles totales
DLS Dispersion de luz dinamica
EAG Equivalente acido galico
FAO Organizacion de las

Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura

FACM Folic Acid Casei Medium
F(ka) Funcion de Henry
Fmax Fuerza maxima
FRAP Poder antioxidante reductor férrico
FT-IR Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier
HR Humedad relativa
K Factor de correccion del modelo GAB
LC-AF Laminas frutales suplementadas con AF libre

L. casei BL23 | Lacticaseibacillus casei BL23

LC-WPI Laminas frutales con WPI

L-WPI-AF Laminas frutales suplementadas con WPI-AF

Contenido de agua limite de hidratacion cinética relacionada con
moe la adsorcién en la primera capa del modelo GAB

OMS Organizacion mundial de la salud




Ppm
SGF
SIF

SSF

tr
WPI
WPI-AF

Partes por millon

Fluido gastrico simulado

Fluido intestinal simulado

Fluido salival simulado
Temperatura de transicion vitrea
Tiempo de retencién en HPLC
Aislado de proteina de suero lacteo

Ingrediente de aislado de proteina de suero lacteo y acido félico
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I-Introduccion

1. Introduccion

1.1 Organizacion de la tesis

La presente tesis se organiza en tres secciones. Las primeras dos secciones son
independientes, y en la tercera se presenta la integracion de éstas dos partes (Figura 1.1). En
la seccion I, se muestra el desarrollo de una golosina frutal deshidratada en forma de lamina,
se presentan estudios de caracterizacion, bioaccesibilidad, sensoriales, texturales y estabilidad.
En la seccion I1, se presenta el desarrollo de dos ingredientes elaborados a partir de proteinas
lacteas y acido folico, mostrando estudios de caracterizacion fisicoquimica, anélisis de las
interacciones entre los componentes, y biodisponibilidad del &4cido fblico ante un
microorganismo posterior a la digestion in vitro. Finalmente, en la seccion III, se presenta la
integracion de las secciones I y II dado que se elabord una lamina de fruta tal como fue
desarrollada en la seccion I, y se suplementd con vitamina B9 mediante la incorporacion de
uno de los ingredientes desarrollados en la seccion II. Estas laminas suplementadas, fueron
evaluadas en funcion de la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de la vitamina B9 mediante

HPLC y una metodologia microbiologica (método oficial) respectivamente.

Figura 1.1: Organigrama de la tesis.
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1.2 Introduccion Seccion I: Desarrollo de laminas de frutas

1.2.1 Necesidades de una alimentacion saludable y desafios en la industria de las

golosinas

Desde hace varios afios, se ha generado un crecimiento paulatino sobre la conciencia
en la nutricion saludable y los productos alimenticios de alta calidad (Kimpel y Schmitt, 2015).
En este sentido, desde el afio 2004, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) promueve una
alimentacion sana a partir de una serie de sugerencias que se van actualizando periédicamente.
Las ultimas recomendaciones se publicaron en el afio 2018, y se han realizado en base al 13°
Programa General de Trabajo, que orienta la labor de la OMS durante el periodo 2019-2023.
Este programa propone principalmente la reduccion de la ingesta de sal (sodio) y la supresion
de grasas trans de produccion industrial como medidas prioritarias para alcanzar el objetivo de
asegurar y promover el bienestar a la poblacion. Las sugerencias emitidas por la OMS (2018)

para alcanzar una vida sana indican lo siguiente:

e Consumir por dia al menos 400g o 5 porciones de frutas y verduras para evitar desarrollar

enfermedades no transmisibles y asegurar la ingesta diaria de fibra dietética.

e Reducir el consumo total de grasa a menos del 30% de la ingesta calérica diaria para evitar
el aumento insalubre de peso en la poblacion adulta. Ademads, para evitar el riesgo de
enfermedades no transmisibles, se debe limitar el consumo de grasas saturadas a menos del
10% de la ingesta caldrica diaria, limitar el consumo de grasas trans a menos del 1% y

sustituir grasas saturadas y grasas trans por grasas poliinsaturadas.

e Consumir menos de 5 g de sal diarios para prevenir la hipertension y el riesgo de

enfermedad coronaria y accidente cardiovascular.
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e Reducir la ingesta diaria de azucares libres a menos del 10% de la ingesta caldrica total.
Esta medida apunta a evitar el exceso de calorias, disminuyendo el riesgo de caries dental
y ademas reduciendo el riesgo de enfermedades cardiovasculares, ya que distintas pruebas

indican que los azucares libres influyen en la tension arterial y los lipidos séricos.

Estas recomendaciones, sumadas a las exigencias de los consumidores, han generado
un cambio de paradigma en la tecnologia alimentaria. La tendencia desde hace varios afos es
desarrollar alimentos que presenten beneficios para la salud y reduzcan los riesgos de sufrir
enfermedades derivadas de la dieta (Chen y col., 2006). En este sentido, la industria de las
golosinas presenta un desafio ain mas grande ya que los caramelos han sido relacionados con
una mala alimentacion debido al alto contenido de azucar (Jackson y col., 2004). La ingesta de
azucares, tal como menciona la OMS, es un factor de riesgo importante para las enfermedades
no transmisibles, en particular el sobrepeso y la obesidad (Te Morenga y col., 2013), la caries
dental (Moynihan, 2016) y la diabetes tipo 2 (Imamura y col., 2015). Por lo tanto, la atencion
se centra en reemplazar los productos altos en calorias y bajos en nutrientes por otros nutritivos,
y reducidos en aziicares simples (Seremet y col., 2020). En contraposicion, esta industria debe
obtener golosinas sabrosas y atractivas para los consumidores, a fin de que tengan
oportunidades en el mercado. En este contexto, numerosas investigaciones han abordado estos
desafios, y han desarrollado alternativas de golosinas saludables, como por ejemplos, barras de
cereal conteniendo altos niveles de fibra y omega 3 (Silva de Paula y col., 2013), caramelos de
fruta enriquecidos con residuos de uva (Cappa y col., 2015), bocaditos liofilizados a partir de
frutos rojas (Archaina y col., 2019), caramelos a base de té blanco (Seremet y col., 2020), postre
de guayaba y azucar de palma (Sobana y col., 2021), gomitas preparadas a partir de melazas

naturales como uva, mora y algarroba (Kurt y col., 2021), entre otros.
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1.2.2 Alimentos funcionales

En concordancia con lo discutido en el item anterior, la creciente conciencia de los
consumidores respecto a los habitos alimentarios y la salud también ha generado que las
investigaciones y la industrializacion de alimentos se centren en desarrollar productos e
ingredientes con funciones fisiologicas especificas (Dominguez-Dias y col., 2020; Nazir y col.,
2019). Estos alimentos, conocidos como alimentos funcionales, son aquellos que ademas de
nutrir, aportan beneficios para la salud humana (Frewer y col., 2003; Khan y col., 2013; Nazir
y col., 2019). A pesar de que estos alimentos actualmente son muy reconocidos y solicitados
por los consumidores, el interés comenzd en 1980 en Japdn y posteriormente se difundid a

occidente (Millone y col., 2011).

Los alimentos funcionales no tienen una definicion oficial debido a que existen distintas
opiniones respecto a las funciones que podrian aportar estos alimentos (Nazir y col., 2019;
Heasman y Mellentin, 2001). En este sentido, existen dificultades para consensuar una
normativa internacional ya que se presentan superposiciones entre las regulaciones
farmacéuticas y las alimentarias (Nazir y col., 2019; Moreno, 2012). Por este motivo se
producen ambigiiedades en el etiquetado de productos nuevos, teniendo que decidir si se deben
etiquetar como medicamentos, suplementos o alimentos (Nazir y col., 2019; Sun-Waterhouse,
2011). Esta situacion representa una desventaja para la industria alimentaria y los
consumidores. Por un lado, si los alimentos se etiquetan con mensajes relacionados con la
salud, los consumidores consideraran a estos productos como “mas saludables”, animéandolos
a comprarlos porque seran mas adecuados para alcanzar una dieta sana (Hieke y col., 2016).
Por otro lado, este interés de los consumidores acompafiado de una normativa clara podria
impulsar a las industrias a tener mayor innovacion y competitividad (Domiguez-Dias y col.,
2020; Tollin y col., 2017). Al no existir un consenso general de la definicion, en la literatura se

encuentran diferentes definiciones de alimentos funcionales emitidas por organismos



I-Introduccion

reconocidos, y aunque se pueden observar ciertas diferencias en las interpretaciones, en general
sirven como guia para identificar a los alimentos funcionales como tales. Algunas definiciones

que se pueden encontrar son:

e “Cualquier alimento o ingrediente alimentario modificado que pueda proporcionar un
beneficio para la salud mas all4 de los nutrientes tradicionales que contiene” (Consejo de
Alimentacion y Nutricion de la Academia Nacional de Ciencias, Martirosyan y Singh,

2015).

e “Aquellos alimentos enteros, fortificados, enriquecidos o mejorados que deben consumirse
regularmente y en cantidades efectivas para obtener beneficios para la salud” (Asociacion

Dietética Americana, Martirosyan y Singh, 2015).

e “Alimentos procesados que contienen ingredientes que ayudan a funciones corporales
especificas ademas de ser nutritivos” (Ministerio de Bienestar y Salud de Japon, MHLW,

1991; Shimizu, 2003).

e “Un alimento puede ser considerado funcional si se logra demostrar cientificamente que
posee efectos beneficiosos para la salud sobre una o mas funciones del organismo, mas alla
de sus propiedades nutricionales habituales, de modo tal que mejore el estado general de
salud o reduzca el riesgo de alguna enfermedad o ambas cosas” (Instituto Internacional de

Ciencias de la Vida- ILSI Europa, Serafini y col., 2012)

e “Los alimentos funcionales son alimentos enriquecidos con ingredientes bioactivos y que
han demostrado beneficios para la salud, como yogur con probidticos o panes y pastas con
fibra anadida” (Division de la Industria Alimentaria, Agricultura y Agroalimentacion de

Canada, Nazir y col., 2019).
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e “Esel alimento que tiene funcionales especiales para la salud o que es capaz de suministrar
vitaminas o minerales. Es apto para el consumo de grupos especiales de personas y tiene la
funcion de regular las funciones del cuerpo humano, pero no se utiliza con fines
terapéuticos. No debe causar ningun dafio, ya sea agudo, subagudo o crénico”

(Administracion Estatal de Alimentos y Medicamentos de China, Nazir y col., 2019).

En resumen, se podria decir que los alimentos para ser considerados funcionales, deben

cumplir con tres requisitos principales:

1) Ser un alimento o un ingrediente modificado/procesado.

2) Ademas de nutrir debe presentar algiin efecto especifico que beneficie a la salud.

3) Los efectos deben estar demostrados cientificamente.

En este Gltimo punto, es interesante mencionar la experiencia de Japon en esta tematica
ya que han sido los pioneros en el area de alimentos funcionales. Japon desarroll6 un sistema
de regulacion llamado “FOSHU” que fue creado por el Ministerio de Salud, Trabajo y
Bienestar de Japon (MHLW) en el afio 1991, para aprobar declaraciones relacionadas con los
efectos de los alimentos en el organismo (Domiguez-Diaz y col., 2020). Los alimentos FOSHU
son los que contienen ingredientes con funciones para la salud y que han sido oficialmente
aprobados para declarar sus efectos fisioldgicos en el cuerpo humano. Estos alimentos estan
destinados a ser consumidos para el mantenimiento y/o promocion de la salud o para usos por
personas que desean controlar algunas condiciones de la salud como la presion arterial o el
colesterol en sangre. Para denominar un alimento como FOSHU, el marco regulatorio de Japon
establece que se debe demostrar la eficacia y la funcion realizada a partir de pruebas cientificas
solidas como estudios metabolicos y bioquimicos in vitro, estudios in vivo y ensayos clinicos.
Ademas, el alimento debe tener un perfil nutricional adecuado, es decir, sin exceso de sal,

azucar o grasa (MHLW, 2021). Por ejemplo, dentro de los ingredientes FOSHU se encuentran
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aquellos que mejoran las afecciones gastrointestinales como oligosacaridos, bifidobacterias,
fibra dietética, entre otros; otro ejemplo son los ingredientes relacionados a funciones sobre el
azlcar en sangre como la dextrina no digerible, albumina de trigo, polifenol de té de guayaba

y L-arabiosa (MHLW, 2021).

En lo que respecta a Argentina, todavia no existe un marco regulatorio sobre este tipo
de alimentos porque resulta complejo incluir en una sola categoria diferentes productos que
contengan una gran variedad de ingredientes con diversos efectos en el organismo (Moreno,
2012). En cuanto al etiquetado, si bien se permite agregar informacion nutricional
complementaria siguiendo las pautas establecidas en el reglamento técnico Mercosur (art. 235
quinto del CAA), como por ejemplo “bajo en sodio”, “alto en fibra” o “no contiene grasas
saturadas”, el articulo 235 del CAA prohibe en forma expresa las indicaciones que se refieran
a propiedades medicinales, terapéuticas o aconsejar su consumo por razones de estimulo,

bienestar o salud (art. 235 del CAA, incorporado por Res. Conj. SPRyRS 149/05 y SAGPyA

683/05).

1.2.3 Léaminas de fruta

Las laminas de fruta son golosinas en forma de laminas o planchas de pulpa de fruta de
consistencia suave y eldstica, sabor dulce y un color que depende de la materia prima empleada
(FAO-PRODAR, 2014). Estos productos se consumen directamente como un snack o se
pueden cortar en trozos pequefios para incorporarlos en mezclas de cereales (Irwandi y col.,
1998). Se producen mediante deshidratacion de puré de frutas logrando un contenido de agua
optimo que permite almacenar el producto a temperatura ambiente sin promover el crecimiento

microbiano (Demarchi y col., 2013). Estos productos son conocidos en algunos paises como
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Canadé y Estados Unidos, pero en el mercado argentino todavia no han sido incorporados. En

la Figura 1.2, se muestra un esquema general utilizado para la produccion de laminas de fruta.

Pelado y
o f Corte y
Fruta extraccion de d
: espulpe
semillas
. 7 )
( ) ! i ( « ey i
Moldeado en Trituracion o Ad:)?r%rsl de
bandejas HIEZE D ingredientes
Deshidratado Lamina de
fruta

\ F .

Figura 1.2: Proceso general utilizado para el desarrollo de laminas de frutas. Adaptacion de
Diamante y col. (2014).

En la preparacion de las ldminas de fruta se suelen agregar diferentes tipos de
ingredientes y aditivos al puré¢ de frutas para aumentar la vida util, mejorar la textura, el color
y el flavor (Raab y Oehler, 1986). Se han estudiado formulaciones desarrolladas con frutas
muy variadas, con el agregado de diferentes ingredientes y empleando distintos métodos de
secado (Maskan y col., 2002; Lee y Hsieh, 2008; Vatthanakul y col., 2010; Quintero-Ruiz y
col., 2012; Demarchi y col. 2013; Diamante y col., 2014; Valenzuela y Aguilera, 2015; Suna y
col. 2019). Debido a que los procesos de deshidratacion pueden afectan la calidad del color y
causar la pérdida de fitoquimicos especificos, las condiciones del proceso de secado se deben
ajustar para minimizar el deterioro (Arancibia-Avila y col., 2012). La Tabla 1.1 muestra
algunos ejemplos de las distintas materias primas y condiciones de secado que se han utilizado

para desarrollar laminas de frutas.



Métodos

Gujral y Khanna (2002)

Pushpa y col. (2006)

Lee y Hsieh (2008)

Che-Man y K-Sin (1997)

Phimpharian y col. (2011)

Demarchi y col. (2013)

Materias primas

Mango, proteinas de soja/leche descremada
en polvo, sacarosa.

Mango, proteinas de soja desgrasadas.

Frutilla, pectina de alto metoxilo, jarabe de
maiz, acido citrico anhidro.

Yaca, jarabe de glucosa, azucar, metasulfito
de sodio, acido sorbico

Pifa, jarabe de glucosa, pectina, azticar y
maltodextrina.

Manzana, sacarosa, polvo de polidextrosa,
acido citrico, sucralosa.

Tabla 1.1: Ejemplos de formulaciones y métodos utilizados para desarrollar laminas de frutas.

Condiciones de secado

Equipo: Deshidratador
Temperatura: 60 °C; Tiempo: 7,60 h

Equipo: Microondas de 750 W 2450 MHz.

Potencia: 2 a 10 niveles; Tiempo: Ciclos de 30 s prendido y
30 s apagado, hasta alcanzar % H requerida.

Equipo; Horno de conveccion.

Espesores de la lamina: 1,8; 2,7;3.6 mm.; Temperaturas 50-
60°C; Tiempos: hasta alcanzar % H requerida (1,3-10 h)

Equipo: Deshidratador
Temperatura: 50 °C; Tiempo: 24 h

Equipo: Deshidratador
Temperatura: 60 °C; Tiempo: 10 h

Equipo: Deshidratador
Temperaturas: 50-70 °C; Tiempo: Hasta alcanzar % H
requerida.

Humedad (H) y/o aw

H=10%

H=12-15%
aw= 0,529-0,667

H=12%
H=12,7%

aw= 0,60
H=7-9%

aw= 0,395-0,55
H=30%

aw= 0,70

10



1) Papaya, sacarosa, acido citrico, benzoato
de sodio. Equipo: Horno awi= 0,61
Babalola y col. (2002) ) . .
2) Guayaba, sacarosa, acido citrico, Temperatura: 60 °C; Tiempo: 8 h aw2= 10,73
benzoato de sodio.
1) Equipo: Deshidratador
-Temperatura: 55-75 °C; Tiempo: Hasta alcanzar % H
requerido
Maskan y col. (2002) Uva, almidon. 2) Secado solar H=11%
Temperatura del dia: 21 °C; Tiempo: Hasta alcanzar % H
requerido (entre 3 y 25 H dependiendo el espesor).

. . Equipo: Horno
Marzelly y col. (2017) Banana, carragenina, aziicar , H=15,16 - 12,87%.
Temperatura: 60 °C; tiempo: 20 h

Equipos: Microondas domestico (90 W y 180 W)
Deshidratador (60-70 °C)
Suna y col. (2019) Nispero, almidon de trigo, acido ascorbico, Estufa de vacio (60-70°C) H=8%
Tiempo: Hasta alcanzar % H requerido

11
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1.2.4 Materias primas

1.2.4.1 Fruto de Ardisia compressa Kunth “Acachul”

Ardisia compressa Kunth es un arbusto silvestre que crece en el continente americano
desde Canada hasta Costa Rica (Heredia-Vasquez, 2013) y su clasificacion taxondmica se
muestra en la Tabla 1.2. El arbusto tiene una altura que varia de 1 a 7 m, presenta flores

numerosas y pequeias, agrupadas en racimos axilares que cuelgan de las ramas del arbol.

Tabla 1.2: Clasificacion taxondémica de Ardisia Compressa Kunth.

Adaptado de (Heredia-Vasquez, 2013).

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales
Familia Myrsinaceae
Género Ardisia
Epiteto especifico Compressa

En algunas zonas de M¢jico, este arbusto esta relacionado a los cafeticultores ya que lo
suelen utilizar en las parcelas cultivadas de café para suministrar sombra a los cultivos y
conseguir hojarasca de rapida desintegracion y nutrientes para el suelo (Herndndez y col.,
2017). Los agricultores también se benefician aprovechando sus frutos como complemento de
la dieta familiar y sus ramas y hojas como fuente de combustible o lefia (Martinez-Blanco y
col., 2019). En general, sus frutos se consumen en fresco o son utilizados para desarrollar
distintos preparados como helados, atoles y licor (Joaquin-Cruz y col., 2015; Martinez-Blanco

12



I-Introduccion

y col., 2019). A pesar de que este arbusto y sus frutos sean conocidos localmente, la cantidad
de informacion disponible sobre su cultivo y aprovechamiento es sumamente limitada

(Martinez-Blanco y col., 2019).

El fruto de la especie Ardisia compressa K. es redondo, de color rojo morado oscuro,
con una cubierta delgada. Su pulpa es jugosa, de color rojizo y presenta una semilla esférica de
sabor amargo (Heredia-Vasquez, 2013; Martinez-Banco y col., 2019). Dependiendo de la zona
de M¢jico recibe diferentes nombres; en la literatura se lo puede encontrar como “Chagalapoli”
(Joaquin-Cruz y col., 2015; Antonio-Gomez y col., 2021); “Capulin de mayo” (Martinez-
Blanco y col., 2019) y “Acéachul” (Vazquez-Sachez y col., 2019; Vazquez-Sachez y col., 2021).

En la Figura 1.3, se muestra una imagen de las flores, las hojas del arbusto y el fruto.

Figura 1.3: Ardisia compressa Kunth: a) flores, b) racimo de frutos inmaduros, c) racimo de
frutos maduros, d) mitad de un fruto maduro y e) semillas. Imagen extraida de Joaquin-Cruz

y col. (2015).

13
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Con respecto a la composicion centesimal (Tabla 1.3), los valores que presenta el
acachul son similares a los que se encuentran en bayas comunes tales como frutilla y ardndanos

(Joaquin-Cruz y col., 2015).

Tabla 1.3: Caracteristicas fisicoquimicas y composicion del acachul. Adaptado de Joaquin-

Cruz y col. (2015).

Propiedad Valor
pH 2,73 £0,01
Acidez titulable (mg &cido tartarico/100g muestra) 2,56 0,03
Soélidos solubles (°Brix) 9,711
Contenido de agua (g/100g de muestra) 86,85 + 0,49
Cenizas (g/100g de muestra) 0,58 = 0,005
Proteinas (g/100g de muestra 0,77 £ 0,01
Fibra cruda (g/100g de muestra) 1,62 + 0,02
Carbohidratos (g/100g de muestra) 9,64 + 0,24

Valores medios + desviacion estandar.

En cuanto a los compuestos bioactivos, se observé que esta fruta presenta un contenido
elevado de polifenoles con alto predominio de antocianinas (Joaquin-Cruz y col., 2015; Garcia-
Flores y col., 2019; Véazquez-Sachez y col., 2019). Joaquin-Cruz y col. (2015) mostraron que
las antocianinas que se encuentran en mayor proporcion son: 35% de malvidina-3-O-
galactosido, 28% de delfinidina 3-O-galactésido y 19% de petunidina 3-O-galactésido.
Ademas, observaron que la actividad antioxidante fue un 40% mayor que la encontrada en otras
bayas comunes (frutilla, ardndano y mora). Por otro lado, Vazquez-Sachez y col. (2019)
encontraron polifenoles como el acido glucodnico, el acido 4-cafeoilquinico, el hexoxido de

galoilo, el 4cido rosmarinico y 3-O-glucosido de quercetina, entre otros.

14
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1.2.4.2 Manzana

La manzana (Malus spp.) es una fruta perteneciente a la familia de las Rosaceas que
presenta mas de 7500 cultivares conocidos en todo el mundo, encontrandose disponible tanto
en climas templados como subtropicales (Dobrzanski y col., 2006). Su consumo se ha
relacionado con efectos beneficiosos para la salud, ademas de ser una fruta de gran aceptacion
sensorial en el mundo. Segin la Camara Argentina de Fruticultores Integrados (CAFI), la
produccion mundial de manzanas se estimé en 75.9 millones de toneladas para los anos

2020/2021.

En Argentina, la region productora de manzana esta ubicada en el Alto Valle del Rio
Negro y Neuquén, y en el Valle Medio del Rio Negro, que concentran el 80% de la produccion.
El resto se genera en el Valle de Uco (Mendoza). Otras zonas de menor relevancia son 25 de
Mayo (La Pampa) y el Valle del Tulum (San Juan). Entre 2020 y 2021, se cultivaron 18.000
hectareas con manzana y las variedades cultivadas en el pais son: Gala y selecciones, Golden
Delicious, Red Delicious y clones, Granny Smith, Fuji y selecciones, Rome Beauty, Braeburn,

Crupps Pink y Starkrimson (CAFI, 2021).

El producto mas popular de la manzana es el jugo (Siebert y col., 2019). En Argentina,
las industrias elaboradoras de jugos concentrados, sidra, deshidratados, conservas, pulpas
deshidratadas y licores se concentran en la region del Alto Valle, el Valle Medio y en Mendoza
(Bruzzone, 2008). El orujo que queda de la produccion de jugo es muy perecedero (Barreira y
col., 2019), pero se puede utilizar para la extraccion de pectinas (Garna y col., 2007), alimento
para ganado (Wadhwa y Bakshi, 2013), para desarrollar productos alimenticios (Sudha y col.,

2007), combustible y biotransformacion (Thi y col., 2016).
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Con respecto a las caracteristicas fisicoquimicas de las manzanas, se ha informado que
son muy variables y que dependen en gran medida de los cultivares. La Tabla 1.4 muestra

ejemplos de algunos resultados de cinco cultivares (Henriquez y col., 2010).

Tabla 1.4: Caracteristicas fisicoquimicas de diferentes cultivares de manzanas. Adaptado de

Henriquez y col. (2010).

Humedad pH Acidez Solidos solubles
Cultivar

(g/100g) (mg 4cido malico/100g) (°Brix)
Fuji 83,9 +0,7 4,2+ 0,01 0,15+ 0,004 12,7+0,8
Granny Smith 83,7+ 0,6 3,3+0,00 0,40 £ 0,002 12,6 £0,3
Pink Lady 82,9+ 0,1 3,5+0,01 0,38 £ 0,023 15,5+0,1
Red Delicious 83,0+ 1 4,0 + 0,04 0,18 £ 0,009 14,6 £0,1
Royal Gala 84,8 £0,6 4,2 £0,05 0,16 £0,010 14,0+ 0,1

Valores expresados como la media + desviacion estandar.

En cuanto a los compuestos bioactivos, en lineas generales se destacan algunos
compuestos polifendlicos, como d4cido clorogénico, 4acidos neoclorogénicos, acido
cumaroilquinico, catequinas, epicatequinas, procianidinas (B1 y B2), entre otros (Khanizadeh
y col., 2008). Sin embargo, el contenido de estos compuestos varia debido a distintas variables:
cultivar, diferentes tejidos de la fruta, condiciones de cultivo, précticas culturales, madurez
durante la cosecha, condiciones de almacenamiento poscosecha, y procesamiento (Imeh y

Khokhar, 2002; Boyer y Liu, 2004; Saxena y col., 2016).

Con respecto a los beneficios para la salud humana, se ha observado que la manzana
puede contribuir en la prevencion de enfermedades cronicas del corazon y enfermedades
vasculares, disfunciones respiratorias y pulmonares, diabetes, obesidad, cancer, entre otras

(Koutsos y col., 2015; Tu y col., 2017). Se observd que las manzanas poseen propiedades
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antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas (Saxena y col., 2016; Barreira y col., 2019).
En este contexto, en un estudio realizado sobre 8 cultivares de manzanas, se encontrd que la
manzana “Granny Smith” mostr6 un alto potencial antimutagénico, mientras que los cultivares
Ambri Kashmiri, "Kinnaur" y "Red Delicious" mostraron niveles altos de capacidades

antioxidantes y radioprotectoras (Saxena y col., 2016).

1.2.4.3 Edulcorantes: Maltitol y Estevia.

El CAA diferencia dos grupos de edulcorantes, por un lado, los que son nutritivos, los
cuales involucran aquellas sustancias que endulzan y que ademdas aportan calorias,
especificamente 4 Kcal/g cuando se trata de hidratos de carbono (sacarosa, glucosa, jarabes) y
2,4 Kcal/g cuando se trata de polialcoholes (sorbitol, xilitol). Por otro lado, estan los
edulcorantes no nutritivos, caracterizados por ser sustancias que endulzan pero que no aportan
calorias y tampoco tienen un efecto glucémico. En general se utilizan en muy poca cantidad

dado que son muy intensos (Secretaria de Agroindustria-MAGyP, 2014).

La sacarosa natural, denominada “aztcar” (articulo 767 del CAA), es uno de los
edulcorantes nutritivos mas conocidos y utilizados. Este compuesto, ademds de endulzar,
presenta muchas propiedades muy apreciadas en la gastronomia y desarrollo de productos, tales
como: estabilizar fermentaciones, conservar, proporcionar textura, consistencia y viscosidad,
dar brillo al producto final, entre otras (Lisbona-Catalan y col., 2013). Sin embargo, la
tendencia de los consumidores ha sido reemplazar el aziicar debido a los efectos perjudiciales
asociados a la salud. Tal como se describi6 antes (item 1.2.1.), el consumo de azicar se ha
asociado a enfermedades tales como diabetes, obesidad, caries, enfermedades
cardiovasculares, entre otros (Gomez-Morales y col., 2013), y la OMS ha recomendado

disminuir su ingesta.
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El jarabe de maiz alto en fructosa (JMAF), es otro edulcorante nutritivo que se utiliza
masivamente. Se lo puede encontrar en bebidas, cereales para el desayuno, productos
horneados, postres lacteos, entre otros (Zargaraan y col., 2016). Este edulcorante que se obtiene
mediante la hidrolisis del almidon y posterior proceso enzimatico (articulo 778 ter del CAA),
es un producto que se ha convertido en el sustituto del azicar, dado que es muy econdmico,
tiene alta capacidad de mejorar el sabor de los alimentos (Zargaraan y col., 2016), disminuye
la actividad de agua, y reduce la cristalizacion (Young y O’Sullivan, 2011). No obstante, las
problemadticas que conlleva su consumo son similares a la de la sacarosa. EI JMAF esta
asociado a la obesidad, sobrepeso, diabetes tipo II, caries, entre otros (Alten y col., 2018; Liao,

2019; Tahmassebi y BaniHani, 2020).

En este contexto, los polioles son una alternativa interesante para reemplazar el azucar
y el JMAF. Estos productos presentan diversas caracteristicas que logran resolver algunos
problemas tecnoldgicos en la elaboracion de alimentos dado que reducen la actividad del agua,
son inertes a las reacciones de Maillard, agentes texturizantes, mediadores de cristalizacion,
solubilizantes y aromatizantes (Carocho y col., 2017). Entre los polioles se destaca el maltitol,
el cual es un compuesto que se obtiene mediante la hidrdlisis, reduccion e hidrogenacion del
almidon (Pratt y col., 2011). Este producto se puede utilizar en forma sélida, o liquida. Segin
el CAA, cuando se encuentra en estado liquido se lo denomina “jarabe de maltitol” y se lo
define como el producto obtenido por hidrogenacién de un jarabe de glucosa de alto contenido
de maltosa (Articulo 778-quinto, CAA). Este poliol presenta propiedades similares a las del
azicar, como su masa molecular y las propiedades de T, (Young y O’Sullivan, 2011),
ofreciendo diversas ventajas tecnologicas, como plasticidad, agente de carga, emulsionante,
estabilizante y espesante, propiedades que permiten su aplicaciéon en muchos productos de
confiteria sin azicar (Young y O’Sullivan, 2011; Grembecka, 2015). Ademas, otorga

beneficios para la salud, dado que no es cariogénico, es seguro para diabéticos (Joshi y col.,
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2016), y como todos los polioles, aporta la mitad de las calorias que la sacarosa. No obstante,
también presenta algunas desventajas, dado que en proporciones mayores a 25-30g/ Kg de peso
corporal por dia presenta efectos laxantes e inflamacion abdominal (Grembecka, 2015). Sin
embargo, la JECFA en 1993 establecié que no tiene un IDA especificado, y actualmente sus

especificaciones contintian sin modificaciones (JECFA, 1993; Grembecka, 2015, Deis, 2016).

Por otro lado, los edulcorantes no caldricos también son una alternativa para reemplazar
el azucar, aunque se los suele utilizar s6lo con la finalidad de endulzar dado que la caracteristica
mas destacable que presentan es el alto poder edulcorante (Carocho y col., 2017). Estos
compuestos son elegidos para dietas hipocaldricas, pacientes diabéticos y otros casos
especificos en las que se debe controlar la ingesta caldrica ya que no desencadenan una
respuesta glucémica (Fry, 2012; Nichol y col. 2018). Ademas, se ha observado que ayudan a

reducir la incidencia de caries dental en los nifios (Baker-Smith y col., 2019).

Entre los edulcorantes no caléricos se encuentran los que son artificiales y los naturales.
Estos ultimos han presentado un gran crecimiento en los tltimos afios debido a la demanda por
parte de los consumidores (Gasmalla y col., 2014; Carocho y col., 2017). Dentro de este grupo
se destacan los glucésidos de esteviol, los cuales se conocen habitualmente con el nombre de
“estevia” debido a que son producidos por plantas género estevia. En este género existen 230
especies, pero solo las especies rebaudiana y phlebophylla producen glucosidos de esteviol,
los cuales son responsables del sabor dulce (Brandle y Telmer, 2007). La Stevia rebaudiana
Bertoni es un arbusto ramificado de la Familia Asteraceae, nativa de la region de Amambay en
el noreste de Paraguay, pero que también se la puede encontrar en Brasil y Argentina (Lumus-
Mondaca y col., 2012). Actualmente muchas investigaciones han destacado la utilizacién de
Stevia rebaudiana B. en el desarrollo de productos, obteniendo excelentes resultados. Por

ejemplo, Gongora-Salazar y col. (2018) desarrollaron galletitas de avena endulzadas con
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estevia ofreciéndolas como alternativa para la prevencion de enfermedades relacionadas con el
sindrome metabodlico; Archaina y col. (2019), desarrollaron snacks de frutas endulzados con
estevia, obteniendo muy buena valoracién por un panel sensorial; Diaz-Garcia y col. (2021)
desarrollaron una infusion a partir de maiz morado, canela y como endulzante natural estevia,
logrando obtener un producto con una capacidad antioxidante mejorada; y Rivero y col. (2021)
desarrollaron caramelos tipo gomitas endulzadas con estevia, con muy buenas caracteristicas
funcionales. Es decir que este edulcorante tiene mucha potencialidad para ser utilizado en el
desarrollo de nuevos alimentos. No obstante, al reemplazar el azicar en un alimento, no solo
se sustituye el dulzor, sino que también se ven afectadas otras propiedades que hacen al
producto final. En este sentido, Samuel y col. (2018), recomiendan que, al reemplazar el aztcar
por estevia, se debe tener en cuenta de combinarlo con otros agentes de carga como
maltodextrina, polialcoholes, hidrocoloides o proteinas para imitar las caracteristicas del azucar
y para proporcionar la humedad y la textura que se consiguen con las versiones de azucar
completo. Por otro lado, estos autores también plantean que la estevia en altas concentraciones
puede impartir sabores desagradables, como amargo y metalico, los cuales pueden perdurar en
el tiempo, por lo que las mezclas con otros edulcorantes pueden resultar favorables. Otro
aspecto relevante por considerar es la ingesta diaria admitida estipulada por JECFA en 2019

que es de 0-4 mg/ Kg de peso corporal.

En este trabajo, a fin de reducir los aspectos negativos de los edulcorantes individuales,
se utilizo la combinacion de jarabe de maltitol y estevia para endulzar las [dminas de frutas. De
esta manera, fue posible obtener un producto con una textura y sabor sensorialmente

agradables.
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1.2.5 Compuestos bioactivos

Un compuesto bioactivo es aquel que tiene la capacidad de interactuar con uno o mas
componentes del tejido vivo, presentando una amplia gama de efectos probables (Abdelkarim
y Bellaoui, 2014). Los compuestos bioactivos son constituyentes extra nutricionales que
normalmente se encuentran en pequeias cantidades en los alimentos (Kris-Etherton y col.,
2002). Entre estos compuestos, se destacan los que poseen capacidad antioxidante ya que
pueden otorgar un importante beneficio para mejorar la calidad de vida, al prevenir o posponer
la aparicion de enfermedades degenerativas (Huang y col., 2005; Alam y col., 2013; Stavrou y
col., 2018). Cuando estos compuestos se incorporan en la dieta, pueden reaccionar eliminando
especies reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrogeno (ERN) (Tabla 1.5), deteniendo
reacciones en cadena de radicales o inhibiendo la formacion de oxidantes reactivos (Poljsak y

Fink, 2014; Gupta, 2015, Caravajal-Caravajal, 2019).

Tabla 1.5: Algunas especies reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrogeno (ERN).

ERO ERN

Anion superdxido (027)

Radicales Radical Hidroxilo (OH") Oxido Nitrico (NO-)
Radical peroxilo (ROO)
_ Peroxido de hidrogeno (H202) L
No radicales Peroxinitrito (ONOQO")

Oxigeno singulete (‘02)

Las especies reactivas son conocidas por causar dafio oxidativo y disfuncion tisular,
pero también sirven como sefales moleculares que activan respuestas al estrés, beneficiando
al organismo. Estos efectos se regulan por un sistema de defensas bioquimicas que neutraliza

el efecto oxidativo, sin embargo, ante una sobreproduccion de EROs el sistema de defensa
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antioxidante no alcanza a regular y se genera un nivel de estrés oxidativo que puede producir
dafio en la funcion celular (Schmidt y col., 2015; Di Meo y col., 2016). Se ha reportado que
estas especies estan involucradas en enfermedades cronicas, incluyendo cancer, enfermedades
cardiovasculares, cataratas, degeneracion macular relacionada con la edad y envejecimiento
(Darlington y Stone, 2001; Poljsak y Fink, 2014). Tanto las ERO como las ERN pueden ser
adquiridas de forma exogena mediante el humo del tabaco, la contaminacién ambiental, las
radiaciones ionizantes (rayos X y UV), el consumo de alcohol, el exceso de ejercicios, el
consumo de azucares y grasas, el consumo de farmacos, y el estrés psicoldgico, entre otros

(Smith y col, 2015).

Existe una gran variedad de compuestos bioactivos que tienen actividad antioxidante y
que podrian ofrecer proteccion contra las ERO y las ERN (Poljsak y Fink, 2014; Caravajal-
Caravajal, 2019). Se observé una correlacion inversa entre la ingesta de frutas y verduras y la
aparicion de enfermedades como inflamacion, enfermedades cardiovasculares, cancer y
trastornos relacionados con el envejecimiento (Huang y col., 2005), sugiriéndose que se debe
al alto contenido en compuestos bioactivos que presentan estos alimentos (Di Gioia y col.,

2020).

Entre los compuestos con capacidad antioxidante se destacan los compuestos fenodlicos
o polifenoles. Estos compuestos estan formados por uno o varios anillos aromaticos unidos a
uno a mas grupos hidroxilos. La estructura principal en la que se basa todo el grupo es el fenol

(Figura 1.4), y el anillo aromatico es el benceno.
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OH

Figura 1.4: Estructura del fenol.

Algunos compuestos fenodlicos son moléculas simples con bajo peso molecular,
mientras que otros son polimeros (Manach y col., 2004; Kim y col., 2014). Debido a la
diversidad de moléculas que pueden existir, los compuestos fendlicos se han clasificado en

grupos y subgrupos (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Clasificacion de los compuestos fenolicos (Ignat y col., 2011).
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De las cinco familias en las que se dividen los compuestos fenodlicos (Figura 1.5), el
grupo de los flavonoides es especialmente importante dado que est4 asociado a muchos efectos
beneficiosos en la salud. Se han demostrado propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antimutagénicas y anticancerigenas (Panche y col., 2016; Tungmunnithum y col., 2018).
Muchas de estas funciones estan relacionadas con el alto potencial redox que presentan estas
moléculas, que permite que actien como agentes reductores, donantes de hidrogeno y
extintores de oxigeno singulete (Tsao y Yang, 2003; Ignat y col., 2011). Estos compuestos se
hallan distribuidos en la naturaleza en varias partes de las plantas, dado que son utilizados por
los vegetales para su crecimiento y defensa contra plagas (Panche y col., 2016;
Tungmunnithum y col., 2018). Por este motivo, se encuentran abundantemente en alimentos y

bebidas de origen vegetal, como frutas, verduras, té, cacao y vino, entre otros.

1.2.5.1 Antocianinas

Dentro de los flavonoides, se distinguen las antocianinas dado que son las responsables
del color de muchas flores y vegetales de la naturaleza (Dangles y Fenger, 2018). Estos
compuestos son antocianidinas glicosiladas, es decir que se forman a partir de una
antocianidina y azucares. Las antocianidinas consisten en un anillo aromatico [A] unido a un
anillo heterociclico [C] que contiene oxigeno y a su vez, este también esta unido por un enlace
carbono-carbono a un tercer anillo aromatico [B] (Castafieda-Ovando y col., 2009). La Figura

1.6 muestra la estructura general de las antocianinas.
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Figura 1.6: Estructura general de las antocianinas.

Existe una amplia variedad de antocianidinas en la naturaleza, y en consecuencia de
antocianinas. En general se distinguen en funcion del nimero de grupos hidroxilados, la
naturaleza y el nimero de azlcares enlazados a su estructura, los carboxilatos alifaticos o
aromaticos enlazados a la molécula de azuicar y la posicion de estos enlaces (Liu y col., 2018).
Entre las antocianidinas, son seis las que se encuentran en mayor proporciéon y que por ese
motivo han sido las mas estudiadas. Entre los alimentos de origen vegetal que contienen estos
pigmentos, se ha observado una mayor proporcion de cianidina (50%), siguiendo en cantidades
iguales la delfinidina (12%), pelargonidina (12%), y peonidina, (12%), y finalmente la
petunidina y malvidina hallandose ambas en un 7% (Kong y col., 2003). Por otro lado, la
antocianina mas comun es la cianidina-3-glucésido (Kong y col., 2003; Castafieda-Ovando y
col. 2009; Panche y col., 2016). En la Figura 1.7 se pueden observar las estructuras quimicas
de estos seis pigmentos. Los alimentos que presentan mayor concentracion de estos compuestos
son los frutos rojos como grosellas negras, uvas rojas, frambuesas, frutillas, arandanos, y moras

(Panche y col., 2016).
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Figura 1.7: Estructura molecular de las antocianinas mas comunes.

Las antocianinas aisladas son muy inestables y susceptibles a la degradacion (Giusti y
Wrolstad, 2001; Ignat y col., 2011). Su estabilidad depende de varios factores como el pH, la
temperatura de almacenamiento, la estructura, concentracion, luz, oxigeno, enzimas, entre
otros (Castaneda-Ovando y col., 2009). En este sentido, el pH es un factor muy importante,
dado que las antocianinas experimentan transformaciones estructurales reversibles
manifestando espectros de absorbancia muy diferentes a distintos valores de pH. Dicha
propiedad ha sido aprovechada para cuantificar las antocianinas (Giusti y Wrolstad, 2001). De
acuerdo con Castafieda-Ovando y col. (2009), las antocianinas a pH 1 se hallan con una
estructura predominante del i6n flavilio, caracterizado por presentar una coloraciéon que se
encuentra en la gamma de los rojos intensos. A valores de pH entre 2 y 4, predomina una
especie quinoidal de color azul. Entre los valores de pH 5 y 6 se hallan dos especies incoloras:

pseudobase carbinol y chalcona, y finalmente a valores de pH superiores a 7, dependiendo de
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los sustituyentes, pueden sufrir degradaciones. En este ultimo punto, los monoglucésidos y los

diglucésidos son més estables a pH 7. La Figura 1.8 esquematiza las reacciones mencionadas.

Cation flavilio
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z
OH
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Figura 1.8: Estructuras quimicas adoptadas por las antocianinas en funcion del pH. Adaptado

de Castanieda-Ovando y col. (2009).

Por otro lado, las antocianinas también se destacan por presentar una capacidad

antioxidante elevada. Estos compuestos en sus formas nativas pueden transferir electrones a

ERO y podrian, por lo tanto, proporcionar proteccion a importantes biomoléculas oxidables,

como los acidos grasos poliinsaturados, proteinas y ADN (Dangles y Fenger, 2018). En este

contexto, numerosas investigaciones han demostrado que estos compuestos tienen propiedades
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beneficiosas para la salud, como mejoras en el sistema cardiovascular, obesidad, diabetes,
cancer y propiedades neuroprotectoras (Tena y col., 2020). Por lo tanto, los beneficios de las
antocianinas para ser utilizados en alimentos no solo se relacionan con su utilizacion como

colorantes naturales, sino que también podrian mejorar el perfil funcional de los alimentos.

1.2.5.2 Metodologias para determinar la Capacidad antioxidante.

Tal como se menciond previamente, los alimentos presentan una variedad de
compuestos bioactivos, entre los cuales se encuentran los descriptos anteriormente, que
muestran actividad antioxidante. La ingesta de estos antioxidantes puede ser muy beneficiosa
para mejorar la calidad de vida dado que podrian prevenir o posponer la aparicion de
enfermedades degenerativas (Stavrou y col., 2018). Existe un consenso creciente entre los
cientificos en relacion a que una combinacion de antioxidantes, en lugar de entidades
individuales, puede ser mas eficaz a largo plazo (Alam y col.,, 2012). En este sentido,
Baranowska y col. (2021) encontraron que el efecto antioxidante de distintos flavonoides
alimentarios (quercetina, naringenina y rutina) aumento sinérgicamente cuando se encontraban

juntos, comparado con las actividades antioxidantes de los compuestos individuales.

Existen numerosos procedimientos para comprobar la capacidad antioxidante de los
alimentos (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2005). En general los ensayos in vitro mas
utilizados por la comunidad cientifica para cuantificar la capacidad antioxidante de alimentos
se basan principalmente en dos mecanismos (Apak y col., 2016; Gulcin, 2020). Dichos

mecanismos se describen a continuacion:

e Transferencia de electrones SET: Estos métodos detectan la capacidad de un

antioxidante potencial para transferir un electrén y reducir a otro compuesto, como
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metales, carbonilos y radicales. En general estos ensayos pueden ser observados
mediante un cambio de color de la muestra a medida que se reduce el oxidante (Apak
y col., 2016; Gulcin, 2020). En estos métodos se incluye: cuantificacion de polifenoles
totales mediante Folin-Ciocalteu, poder antioxidante mediante la reduccion del i6n
férrico (FRAP), poder antioxidante mediante la reduccion del i6n caprico (CUPRAC).

e Transferencia de atomos de hidrégenos (HAT): Los métodos basados en este

mecanismo miden la capacidad que presenta un antioxidante potencial para reaccionar
con radicales libres mediante la trasferencia de 4&tomos de hidrégeno, y generar como
producto un radical mas estable. En general estas reacciones son independientes del pH
y del solvente y son bastante rapidas (Apak y col., 2016; Gulcin, 2020). En estos
métodos se destacan: capacidad de absorcion de radicales oxigenos (ORAC), poder de
captacion de radicales totales (TRAP), blanqueamiento de la solucién B-caroteno,

ensayo de quimioluminiscencia.

A pesar de que estos mecanismos estan bien definidos, no todos los ensayos para medir
capacidad antioxidante actian mediante un solo mecanismo. Por ejemplo, es el caso de la
evaluacion de la capacidad depuradora del radical 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acidosulfonico (ABTS™) y del radical 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH ), dado que se ha

reportado que puede actuar tanto por SET como HAT (Apak y col., 2016; Gulcin, 2020).

Por otro lado, es importante destacar que se recomienda evaluar la actividad
antioxidante de las muestras de interés realizando varios procedimientos, dado que de esta
manera se logra complementar las metodologias y las concusiones alcanzadas son mas

completas (Alam y col., 2013).
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1.2.6 Bioaccesibilidad y biodisponibilidad de compuestos bioactivos

Para el disefio y desarrollo de alimentos potencialmente funcionales, es importante que
se realicen estudios que ofrezcan informacion sobre los efectos beneficiosos reales que podria
tener el alimento sobre la salud. Cuando se trata de compuestos bioactivos su accion depende
en gran medida de su bioaccesibilidad y biodisponibilidad en el tracto digestivo y el sistema

circulatorio (Shahidi y Peng, 2018).

Aunque se ha reportado que los estudios in vitro no siempre se correlacionan
positivamente con lo que sucede en una dieta real, se considera que la investigacion sobre
bioaccesibilidad es importante dado que proporciona informacidn valiosa para la seleccion de
dosis de compuestos y para definir los métodos de coccidon y procesamiento de los alimentos

(Carbonell-Capella y col., 2014).

El término bioaccesibilidad hace referencia a la cantidad o fraccion de compuestos que
se liberan de la matriz alimentaria en el tracto géstrico-intestinal y que son transformados por
procesos digestivos a fin de ser absorbidos por el epitelio intestinal (Carbonell-Capella y col.,
2014; Shahidi y Peng, 2018). La eficiencia de este proceso normalmente se expresa como un
porcentaje de la cantidad del constituyente liberado en el tracto intestinal con respecto a su
contenido total (Shahidi y Peng, 2018). Por otro lado, la biodisponibilidad corresponde a la
accion biolégica del compuesto de interés en el organismo (Carbonell-Capella y col., 2014;
Gutiérrez-Grijalva y col., 2016; Shahidi y Peng, 2018). Por lo tanto, la biodisponibilidad
implica la digestion gastrointestinal, absorcidon, metabolismo, distribucion tisular, y

bioactividad de un compuesto de interés (Carbonell-Capella y col., 2014).

Para estudiar la bioaccesibilidad de un compuesto generalmente se utilizan métodos in
vitro que simulan procesos de digestion, ya que son mas rapidos, mas econdmicos, menos

laboriosos y no tiene restricciones éticas como sucede con los estudios in vivo (Minekus y col.,
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2014). Estos métodos imitan las condiciones fisiologicas teniendo en cuenta la presencia de
enzimas digestivas y sus concentraciones, pH, tiempo de digestion, y concentraciones de sal,
entre otros factores (Minekus y col., 2014; Shahidi y Peng, 2018). La mayoria de los protocolos
abarca las primeras tres fases de la digestion: fase oral, gastrica e intestinal (considerando so6lo
el intestino delgado), pero también puede incluir estudios de fermentacion intestinal, y la
evaluacion del transporte intestinal empleando células Caco-2 (Carbonell-Capella y col., 2014;

Minekus y col., 2014; Shahidi y Peng, 2018).

La desventaja de la existencia de diversos modelos para desarrollar ensayos de digestion
in vitro es que los resultados obtenidos son dificiles de comparar dado que las condiciones de
los experimentos son diferentes (enzimas, concentraciones, pH, tiempos). Por este motivo, a
partir de un consenso cientifico internacional, se desarroll6 el primer protocolo estandarizado
llamado INFOGEST (Minekus y col., 2014) donde se armonizaron las metodologias existentes
y se realizaron validaciones con modelos de digestion in vivo. Por lo tanto, este protocolo
representa una guia y ademas brinda recomendaciones para proceder en estos ensayos. Cabe
aclarar que en el 2019 se hicieron algunos ajustes y se emitio el protocolo INFOGEST 2.0
(Brodkorb y col., 2019). A continuacion, se muestran las condiciones principales para

desarrollar la digestion in vitro segun el protocolo INFOGEST 2.0 (Figura 1.9).
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Fase Oral:

* Enzima: o-amilasa (75
U/ml)

* Condiciones: pH 7; 2
min; 37 °C. Fase Intestinal:

* Enzimas: Pancreatina
(100 U de tripsina/ml)

» Sales biliares (10 mM)

* Condiciones: pH 3; 2 h;
3770EE

Fase gastrica:

* Enzimas: pepsina (60
U/ml) y lipasa gastrica
(2000 U/ml)

* Condiciones: pH 3; 2 h;
B/ @

Figura 1.9: Fases de protocolo INFOGEST 2.0.

Para desarrollar el ensayo previamente se debe preparar la muestra. En el caso de que
el alimento a digerir sea sélido, debe triturarse o disolverse con la solucion del fluido salival
(SFS). Esta solucion se compone de diferentes sales en concentraciones apropiadas para imitar
los fluidos salivales. En esta primera etapa la relacion entre el alimento y las soluciones a
agregar (SFS y enzima a-amilasa) es 1:1, el pH debe ser ajustado a 7 y el tiempo de incubacion
es de 2 min a 37 °C. En la modificacion realizada en INFOGEST 2.0, si el alimento es liquido

se puede prescindir de esta fase y comenzar con la siguiente.

El tratamiento contintia en la fase gastrica, agregando un fluido simulado géstrico
(FSG), el cual imita las soluciones gastricas del estdmago, y también se agregan dos enzimas,
la pepsina que actuara sobre las proteinas y la lipasa gastrica que actuara sobre los lipidos. Cabe

aclarar que esta ultima enzima fue parte de la modificacion de INFOGEST 2.0. Las soluciones
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para afiadir deben agregarse en una proporcion 1:1 respecto al contenido procedente de la fase

oral y la muestra debe ajustarse a pH 3. El tiempo de incubacion es de 2 h a 37 °C.

La ultima etapa es la fase intestinal. En esta etapa se afiade una solucion simulada
intestinal (SSI), que consiste en una solucion que imita los fluidos fisiologicos intestinales, y
ademas se agregan sales biliares y pancreatina. Estas soluciones deben ser afiadidas en una
proporcion 1:1 respecto al contenido anterior, ademas se debe ajustar el pH a 7 y se debe

incubar durante 2 h a 37 °C.

Al finalizar, se realiza un proceso de inhibicion para que las enzimas dejen de actuar y
posteriormente se centrifuga para separar el extracto digerido, del precipitado. A partir del
extracto se realizan las pruebas para evaluar la bioaccesibilidad de los compuestos de interés y

en cuanto al precipitado, este puede liofilizarse y también analizarse.

Cuando se trata de compuestos con actividad antioxidante, como los polifenoles, se ha
observado que la bioaccesibilidad y la biodisponibilidad se pueden afectar por varios factores.
Por ejemplo, los polifenoles pueden mostrar menor bioaccesibilidad debido a la matriz del
alimento, dado que podrian interaccionar con macronutrientes como la fibra, proteinas y
polisacaridos en productos alimenticios procesados (Carbonell-Capella y col., 2014). También
se ha observado que la polaridad del compuesto puede afectar en la absorcidon, como reportaron
Chandrasekara y Shahidi (2012), quienes estudiaron flavonoides de granos de mijo y
encontraron una mayor liberacion de los compuestos hidrofobos que de los hidrofilicos. En
este sentido, se ha considerado que la estructura de los polifenoles es mas importante que la
concentracion en la que se encuentran (Cipolletti y col., 2018; Gulcin, 2020). Sin embargo,
también se ha reportado que la digestion gastrointestinal puede modificar las estructuras de los
compuestos fenolicos, lo cual conduce a mayor o menor bioactividad de los mismos

(Kamiloglu y col., 2015; Shahidi y Peng, 2018).
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1.2.7 Estudios sensoriales

Cuando se desarrolla un nuevo alimento, las metodologias instrumentales no son
suficientes para caracterizar integramente al nuevo producto dado que no aportan informacion
sobre la percepcion y opinidn de los potenciales consumidores respecto al producto. Por este
motivo, cuando se disefia un nuevo producto, los estudios sensoriales se presentan como un
gran complemento, ya que proporcionan informacion util sobre su aceptabilidad por parte de
los consumidores (Lawless y Heymann, 2010). Estos estudios logran disminuir la
incertidumbre y los peligros en la toma de decisiones, garantizando mayor probabilidad de
aceptacion por parte de los consumidores, y por lo tanto mayor rentabilidad (Vivek y col.,

2020)

La evaluacion sensorial consiste en un conjunto de técnicas que permiten medir, evaluar
e interpretar las respuestas sensoriales emitidas por personas sobre los alimentos (Lawless y
Heymann, 2010). Estas respuestas son el reflejo de los estimulos percibidos por la vista, el
olfato, el tacto, el gusto y el oido durante el consumo de un alimento (Mihafu y col., 2019;
Vivek y col., 2020). En este punto, el cerebro cumple una funcion fundamental ya que integra
el estimulo percibido con experiencias previas, organiza la informacién, interpreta las
sensaciones y finalmente elabora una respuesta (Drake y col., 2009). A partir de los resultados
obtenidos de estos estudios, es posible decidir si el producto es aceptable, o si es necesario
realizar alguna modificacion en su formulacion. En este Gltimo caso, es necesario realizar una

nueva evaluacion del producto modificado (Mihafu y col., 2019).

Debido a que existen numerosos métodos sensoriales, el objetivo del estudio debe ser
claro. Entre los métodos se pueden diferenciar los estudios cualitativos o cuantitativos. En
general los métodos cualitativos son los mas adecuados para aclarar problemas y conocer

perspectivas de los consumidores, identificar oportunidades y generar ideas e hipotesis,
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mientras que los cuantitativos dan informacion mas concreta del producto desarrollado

(Lawless y Heymann, 2010). A continuacion, se describe cada tipo de ensayo.

1.2.7.1 Analisis sensorial cualitativo

En el proceso de disefio de nuevos alimentos es importante conocer cémo los
consumidores perciben un producto y cudles son sus opiniones sobre ese producto (Masson y
col., 2016). Para obtener esta informacion se pueden realizar estudios exploratorios mediante
técnicas cualitativas. Estas técnicas son menos estructuradas que las cuantitativas tradicionales,
dado que en la medida que surge nueva informacion, el flujo y el contenido de la investigacion
puede cambiar (Lawless y Heymann, 2010). En cuanto a la forma de operar, puede ser a través
de entrevistas en profundidad, o también mediante la utilizacién de metodologias como las

técnicas proyectivas.

Gambaro (2018) define las técnicas proyectivas como aquellas que utilizan un estimulo
no estructurado a fin de que los participantes proyecten sus creencias y sentimientos. De esta
manera, la persona entrevistada cree que la informacion que esta brindando es en funcion de
otras personas y no de si misma, llevandola a expresarse mas alla de lo racional y permitir el
acceso a actitudes y emociones subyacentes o profundas, no reveladas conscientemente o no

aceptadas abiertamente.

Las técnicas proyectivas se pueden clasificar en cinco categorias: asociacion,
construccion, terminacién, organizacion y expresiva (Gambaro, 2018). Las técnicas de
asociacion en general se basan en presentar un estimulo a un individuo y pedirle que responda
con las primeras apreciaciones que se le ocurran, las cuales pueden ser las primeras palabras,

imagenes o pensamientos. En esta categoria se encuentran las pruebas de: asociacion de

35



I-Introduccion

palabras, personificacion de marca, ordenamiento de fotos y mapeo (Ares y col., 2010;

Gambaro, 2018).

En la categoria de construccion se presenta un estimulo a un individuo y se le solicita
que construya una respuesta a través de una historia o imagen. Se considera que a través de una
fotografia o caricatura un individuo podria manifestar sus propias actitudes y sentimientos

(Mesias y Escribano, 2018; Gambaro, 2018).

En la categoria de terminacion, se solicita a un participante que complete una oracion,
una historia, un argumento o conversacion incompleta las cuales pueden estar acompanadas de

imagenes. Segun Vidal y col. (2013) las imagenes proporcionan mejores resultados.

En las técnicas de organizacion de opciones, se les solicita a los encuestados que
clasifiquen u ordenen determinados factores asociados a productos, marcas o servicios, y
adicionalmente se les pide que expliquen el orden de importancia de dichos factores (Gambaro,

2018).

En las técnicas expresivas los participantes deben dramatizar, actuar, dibujar o pintar
un concepto o una situacion especifica. En el campo de alimentos estas técnicas son poco
utilizadas debido a su complejidad y dificultad de entendimiento, (Mesias y Escribano, 2018;

Gambaro, 2018).

De las categorias mencionadas, en el presente trabajo se empled la asociacion de
palabras debido a que es una técnica muy utilizada para investigar las percepciones de los
consumidores sobre los productos alimenticios (Ares y col., 2010; Guerrero y col., 2010,
Masson y col., 2016). Dicha técnica se basa en la teoria de Ajzen y Fishbein’s sobre la accién
razonada (Gambaro, 2018), la cual establece que la toma de decisiones esta relacionada con

diferentes variables como actitudes, creencias, convicciones, intenciones y comportamiento
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(Reyes, 2007). De esta manera, se asume que las asociaciones que realizan los consumidores
sobre un objeto en cuestion es la mejor forma de predecir el comportamiento del consumidor
en relacion con dicho objeto (Gambaro, 2018). En esta prueba, se le solicita al consumidor que
indique las primeras palabras que le vienen a la mente cuando se le presenta un producto.
Generalmente el cuestionario se acompana de frases como: por favor diga..., ;qué piensa
acerca de...?, escriba lo primero que viene a su mente cuando... (Mesias y Escribano, 2018).
Para los productos alimenticios, se considera que las primeras asociaciones que realizan los
consumidores son las mas relevantes para obtener informacion acerca del proceso de seleccion
y compra de los productos. La prueba de asociacion de palabras requiere un numero de
participantes superior a 150 consumidores, los cuales se pueden reclutar utilizando
cuestionarios online con instrucciones simples y claras, distribuidos por correo electronico y/o

redes sociales (Vidal y col., 2013; Li y col., 2018).

La prueba de asociacion de palabras es considerada muy versatil dado que en la Gltima
década se ha aplicado para explicar la percepcion de los consumidores con relaciéon a una
amplia variedad de productos, como pizzas, chocolates, mermeladas, yogures, cremas, carnes,

entre otros (Gambaro, 2018).

1.2.7.2 Andlisis cuantitativo

El estudio sensorial cuantitativo es un método utilizado para medir, analizar e
interpretar aquellas respuestas a los productos tal como se perciben a través del sentido de la
vista, el olfato, el tacto, el gusto y el oido (Lawless y Heymann, 2010; Mihafu y col. 2019;

Vivek y col., 2020). Lawless y Heymann, (2010) indicaron que involucra cuatro procesos:
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1) Evaluacion de las caracteristicas organolépticas de un producto alimenticio mediante el uso
de técnicas estrictamente estandarizadas: implica tener en cuenta las pautas existentes para la

preparacion y servicio de muestras a fin de minimizar los factores de sesgo.

2) Recopilacion de datos numéricos: los datos numéricos se recopilan a través de las
mediciones. Estas mediciones consisten en técnicas de investigacion del comportamiento a fin

de observar y cuantificar las respuestas humanas.

3) Anadlisis de datos: los datos obtenidos pueden ser muy variables dado que las respuestas
humanas pueden estar influidas por el estado de d&nimo, la motivacion de los participantes, su
historia pasada y familiaridad con productos similares. Por este motivo, los datos se suelen

analizar mediane evaluaciones estadisticas.

4) Interpretacion de resultados: la informacion estadistica obtenida solo sera util si los
resultados se interpretan en el contexto de hipotesis, conocimientos previos, € implicaciones
para las decisiones y acciones a ser tomadas. Las conclusiones deben ser razonables, basadas
en datos, andlisis y resultados. En este contexto, deben considerarse las limitaciones del

experimento, y los antecedentes y marco contextual del estudio.

Los métodos de medicion sensorial se han clasificado en tres grandes categorias
basicas: pruebas discriminativas, descriptivas y afectivas. La eleccion del tipo de prueba esté
relacionada intimamente con los objetivos del estudio y la disponibilidad tanto de personal

como de material a utilizar.

Las pruebas discriminativas se disefian para determinar si existen diferencias entre
productos alimenticios. Estas pruebas pueden utilizarse para distintos propdsitos como, por
ejemplo, determinar las diferencias o similitudes de una muestra, o determinar el grado de

diferencia o similitud de dicha muestra. Para realizar estas pruebas, se recomiendan entre 10 y

38



I-Introduccion

50 panelistas. Las pruebas discriminatorias incluyen la prueba triangular, la prueba do-trio y

la prueba de comparacion por pares (Mihafu y col., 2019).

En cuanto a las pruebas descriptivas, estas permiten realizar una descripcion completa
de los alimentos a través de un panel entrenado. La informacion reunida puede relacionarse
con medidas instrumentales (Lawless y Heymann, 2010). Este tipo de pruebas proporcionan
informacion sobre las caracteristicas del producto y las posibles variaciones que deban
realizarse a la formulacion. Normalmente se realiza con un panel sensorial integrado por 6 a
15 personas las cuales son meticulosamente seleccionadas y capacitadas. Estas pruebas
incluyen analisis descriptivo cuantitativo, perfil de flavor y perfil de textura, entre otras

(Mihafu y col., 2019).

Finalmente, las pruebas afectivas son las que permiten evaluar la respuesta de
consumidores reales o potenciales de un determinado alimento. Son pruebas muy utiles para
evaluar la aceptabilidad o preferencia de productos alimenticio. Se utilizan paneles sensoriales
integrados por varias personas, considerandose adecuados entre 80-150. Dichos panelistas no
son capacitados, sino que se seleccionan en funcion del producto, nivel econdmico social y

area geografica (Lawless y Heymann, 2010; Mihafu y col., 2019).

Las laminas de fruta desarrolladas en el presente trabajo se analizaron mediante paneles
sensoriales de gran nimero de personas sin entrenamiento, dado que de esta manera fue posible
recabar amplia informacion respecto a la aceptabilidad e intensidad de los atributos, y de la

aceptabilidad global de la golosina.
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1.3 Introduccion seccion II: Desarrollo de un ingrediente funcional a base

de acido folico y proteinas lacteas

1.3.1 Vitaminas

1.3.1.1 Generalidades

Las vitaminas son micronutrientes que actuan en el control de reacciones del
anabolismo y catabolismo de hidratos de carbono, de proteinas y de grasas, en las cuales se
genera energia y se propicia la sintesis de otros compuestos (Badui Dergal, 2006). La
deficiencia de estos micronutrientes ocasiona enfermedades nutricionales que pueden ser
mortales (Pita Martin de Portela, 1995; Badui Dergal, 2006; Awuchi y col., 2020). El
descubrimiento de estos micronutrientes se remonta a principios del siglo XX, cuando el
bioquimico Casimir Funk (1884-1967) aisl6 la primera sustancia que considero esencial para
evitar la enfermedad de beriberi: la tiamina. El bioquimico Funk se baso en los estudios previos
realizados por el bioquimico Sir Frederick Hopkins (1861-1967), quién habia observado que
el crecimiento de un grupo de ratas se detenia cuando eran alimentadas con sustancias puras
(consideradas nutrientes esenciales en ese tiempo), y se reestablecia cuando se les suministraba
leche. Este hallazgo, junto con otros estudios, demostraron la existencia de un conjunto de
sustancias orgénicas indispensables para el desarrollo animal, las cuales fueron denominadas
“factores accesorios para la alimentacion”. En 1911, el bioquimico Funk estudi6 a un grupo de
marineros japoneses debido a que pasaban periodos largos encerrados en un barco manteniendo
la dieta y las actividades similares, y encontré que la cascarilla del arroz contenia una sustancia
que prevenia el beriberi. Afios posteriores esta sustancia seria denominada “vitamina B1”. Fue
entonces Funk, quien propuso que estas sustancias necesarias para el desarrollo y para prevenir

enfermedades, sean llamadas vitaminas (Vita: vida y amina: Sustancia que contiene amoniaco)
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(Palacios Sanchez, 2013). A lo largo del siglo XX se fueron desarrollando diferentes

investigaciones que sumaron distintas sustancias al grupo de las vitaminas.

1.3.1.2 Clasificacion

Desde los inicios, las vitaminas se han clasificado en hidrosolubles y liposolubles. Esta

division se mantiene vigente debido a que facilita el conocimiento de su distribucion en los

alimentos (Awuchi y col., 2020).

Vitaminas hidrosolubles: En este grupo se encuentran la tiamina (Vit. B1), la rivoflavina

(Vit. B2), la piridoxina (Vit. B6), el acido félico (Vit. B9), la cobalamina (Vit. B12), la
niacina, la biotina, y el acido ascorbico (Vit. C). A excepcion de la vitamina C, estas
vitaminas se transforman en una o mas formas activas (coenzimas) y luego forman
haloenzimas con proteinas especificas. Por otro lado, la vitamina C tiene una participacion
relevante en la sintesis de colageno y también participa en sistemas enzimaticos, pero de
manera indirecta. Las vitaminas de este grupo se encuentran en alimentos de origen
vegetal. Luego de su ingesta, son hidrolizadas y absorbidas por difusion simple o por
transporte activo, o como es el caso de la Vit. B12 que se absorbe a través de un proceso
complejo en el que participa un transporte denominado “factor intrinseco”. La pérdida de

estas vitaminas en los alimentos es muy comun debido a la lixiviacion.

Vitaminas liposolubles: En este grupo se encuentran las vitaminas A, E, D y K. Estas

sustancias ademas de ser liposolubles se caracterizan por presentar en su estructura
quimica un resto isopreno 2-metil-4-butadieno. Las funciones de estas vitaminas se
relacionan con la sintesis de estructuras tisulares. Las vitaminas A y E estan involucradas

en la proteccion de las membranas celulares, y las vitaminas D y K en la sintesis de
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proteinas especificas relacionadas al metabolismo de calcio y fosforo. Este grupo de
vitaminas se encuentra frecuentemente en alimentos de origen animal, aunque también es
posible encontrar precursores en vegetales, como es el caso de la vitamina A que sélo se
halla en alimentos carnicos, pero presenta a su precursor (B-caroteno) en diferentes
vegetales como en zanahorias y calabazas. A diferencia de las vitaminas del grupo
hidrosoluble, este grupo de compuestos es absorbido y retenido en el tejido adiposo, por

lo que su ingestién no necesita ocurrir de manera sistematica.

1.3.1.3 Requerimientos diarios

Las consecuencias sufridas por la carencia de las vitaminas son conocidas desde
tiempos remotos, en las antiguas civilizaciones de Roma, Egipto y Grecia, donde las
poblaciones padecian raquitismo, escorbuto y ceguera nocturna. Si bien estas poblaciones no
sabian qué se debia a esta carencia, hoy en dia se sabe que estos problemas estan directamente
relacionados a la falta de vitaminas (Badui Dergal, 2006). Por ejemplo, la deficiencia de
vitamina D se relaciona con el raquitismo, la falta de vitamina C con el escorbuto y la ceguera

nocturna se asocia a la deficiencia de vitamina A.

Las deficiencias de vitaminas pueden ser primarias o secundarias. La deficiencia
primaria ocurre cuando el ser humano/organismo no obtiene suficiente vitamina de los
alimentos. Por otro lado, la deficiencia secundaria puede ser el resultado de un trastorno
subyacente que limita o impide la absorcion o el uso de vitaminas, debido a factores del estilo
de vida, como el consumo excesivo de alcohol, el tabaquismo o el uso de medicamentos que

interfieren con la absorcién (Awuchi y col., 2020).
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Por definicidn, las ingestas diarias recomendadas (IDR) indican la cantidad de un
nutriente esencial, en este caso de una vitamina, que debe ser consumida para satisfacer las
necesidades de la mayoria de los individuos de una poblacion (Garcia Gabarra, 2006). Estos
requerimientos surgen de estudios epidemioldgicos y estudios clinicos. Los estudios
epidemiologicos ofrecen documentacion para relacionar la ingesta diaria de una vitamina
(establecida en base a encuestas alimentarias) con el estado nutricional respecto a dicha
vitamina, en una determinada poblacion. Los resultados obtenidos luego se comparan con los
que corresponden a poblaciones cuyas ingestas son también conocidas y que no manifiestan
signos de deterioro nutricional. Por otro lado, los estudios clinicos brindan informacién acerca
de posibles cambios en los pacientes debido a una ingesta inadecuada de vitaminas, sin
embargo, estos resultados son relativos debido a que la carencia de la vitamina puede deberse
a otros factores no relacionados con la alimentacién (Pita Martin de Portela, 1995). Estas
investigaciones son realizadas por Organismos Internacionales como FAO (Food Agricultural
Organization) y luego son adoptadas por diferentes paises, o por Comités Oficiales propios de

cada pais como es el caso de Canada, el Reino Unido y la Comunidad Europea.

En lo que respecta a las vitaminas, los requerimientos diarios pueden variar entre
mujeres y hombres, también con la edad, y con estados particulares como en el caso de mujeres
embarazadas o en el periodo de lactancia. La Tabla 1.6 muestra las IDR descriptas en el CAA

(Art. 1387 — Res. Conj. SPRel N°118/2008 y SAGPyA N° 474/2008).
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Tabla 1.6: Ingesta diaria recomendada para hombres, mujeres y mujeres embarazadas o en

periodo de lactancia.

Vitamina Unidades Hombres Mujeres Embarazo Lactancia

A ng 600 500* 800 850

C mg 45 45 55 75

D ug 5,0%* 5,0%* 5,0 5,0

E mg 10 7,5 7,5 7,5

K ng 65 55 55 55

BI mg 1,2 1,1 1,4 1,5
B6 mg 1,3 1,1 1,9 2,0
B9 ng 240 240 360 300
B12 ug 2,4 2,4 2,6 2,8

*entre 19 y 50 afios, mayores de 50 afios la IDR es de 600 ug

** entre 19 y 50 afios. Para edades entre 51 y 65 la IDR es de 10 pg y para
mayores de 65 es de 15 pg.

1.3.2 Vitamina B9: Folatos naturales y acido f6lico

1.3.2.1 Generalidades

Los folatos, también llamados folacina (del latin, folium, hoja), son un grupo de
compuestos que pertenecen a las vitaminas del grupo B. Entre ellos se diferencian en el nimero
de residuos de acido glutdmico que contienen (Badui Dergal, 2006). Esta vitamina fue
descubierta por la médica Lucy Willis (1888-1964) cuando estudiaba la anemia macrocitica
que padecian las mujeres de la India. Sus pruebas consistieron en alimentar inicialmente ratas
embarazadas y posteriormente monos, con la misma dieta que adquirian las mujeres
embarazadas en estudio. Con dicha dieta observé que los animales perdian los embarazos, pero
al suplementar su dieta con extracto de levadura mostraron una importante mejoria. Aunque no

pudo aislar la sustancia responsable, la denomindé Factor M (M de Mokey, mono) que
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posteriormente seria llamada “Factor Willis”. Fue recién en el afio 1941 que se aislo el primer

folato de una espinaca (Palacios Sanchez, 2013; Pérez, 2016).

Las fuentes de esta vitamina son los vegetales de hoja de color verde, el higado y el
huevo, entre otros. No obstante, durante la coccion, la exposicion a la luz y diversos factores
del procesado conllevan a que esta vitamina se deteriore facilmente (Frommherz y col., 2014;
Jastrebova y col., 2013; Ruiz-Rico y col., 2017). El &cido folico es un folato sintético que se
caracteriza por ser mas estable que los naturales y por tal motivo se lo utiliza para fortificar los
alimentos (Frommbherz y col., 2014). Es un compuesto cristalino amarillo, cuyo peso molecular
es 441,4 (Tuszynska, 2012). Estd formado por un doble anillo pterinico con un sustituyente en
la posicion 6. El sustituyente consta de dos partes: una molécula de dcido p-aminobenzoico y
una molécula de 4cido glutdmico. La diferencia con los demads folatos es que estas moléculas
pueden contener hasta nueve residuos de acido glutdmico y en el caso del acido folico s6lo
uno; en consecuencia, existen hasta 100 formas distintas de esta vitamina, pero menos de 50
tipos se encuentran en tejidos vegetales y animales (Gregory, 1989). Las dos porciones del
sustituyente (4cido p-aminobenzoico y acido glutdmico) estdn unidas entre si por una union
peptidica (funciéon amida), en la cual la primera aporta el carboxilo y la segunda la amina. El
acido p-aminobenzoico, por su parte, esta ligado al doble anillo pterinico mediante un puente
metilénico unido a su grupo amino (Badui Dergal, 2006; Thomas, 2001). La Figura 1.10

muestra la estructura quimica que presenta el acido folico.
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Figura 1.10: Estructura de la molécula de 4cido félico.

1.3.2.2 Caracteristicas fisicoquimicas

En la naturaleza, la fraccion pterina de los folatos puede presentarse con tres estados de
oxidacion: completamente oxidado, o como formas reducidas de 7,8 dihidrofolato (H>folato),
0 5,6,7,8 tetrahidrofolatos (Hafolato). Este ultimo compuesto es la forma activa (coenzima
activa) que adoptan los folatos en el organismo para desarrollar sus funciones. De este
compuesto es importante la orientacion estereoquimica, ya que se ha observado que sélo el

isomero de folato 6S tiene actividad vitaminica (Gregory, 1989).

Los folatos se caracterizan por ser moléculas ionogénicas y anfoteras. Los grupos
ionogénicos mas importantes del tetrahidrofolato (en el rango de pH de alimentos y sistemas
biologicos) son el grupo N-5 y el glutamatocarboxilo, cuyos pK son 4,8 y 3,5; respectivamente.
Los folatos en general alcanzan una solubilidad minima a pH 4cido, predominando las formas
monocationicas y neutras (pH 2 a 4). Al incrementar el pH, la solubilidad aumenta,
predominando las formas anionicas (Gregory, 1989). Este comportamiento también se observa
en la molécula de 4cido folico, diferenciandose en que la forma catidénica puede encontrarse
como monocatiénica o bicationica (Figura 1.11) (Poe, 1977; Tyagi y Penzkofer, 2010;

Tuszynska, 2012).
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Figura 1.11: Disociacién ionica del AF. Adaptada de Tyagi y Penzkofer, (2010).

Poe (1977), estudi6 las constantes de disociacion del acido folico y determind que
cuando el acido folico pasa de estado neutro a monocationico, el pK corresponde a 2,35, el cual
es similar al de la pterina (2,20) y se relaciona a la protonacién del Ni. Cuando pasa de su
estado monocationico a bicationico el pK es de 0,20, y estd dado por la protonacion del Nio.
Los valores de pK debidos a la protonacién de los grupos a-carboxilo y y-carboxilo no se han
determinado, pero se espera que sean similares a los valores de pK del 4cido glutdmico libre
en soluciodn acuosa, 2,1 y 4,07, respectivamente (Poe, 1977; Tuszynska, 2012). En cuanto al
cambio de ionizacion de estado neutro a anionico del acido folico, el pK es de 8,35, y se lo
asigna a la disociacion de la amida, donde los dos grupos carboxilicos le confieren a la molécula
dos cargas negativas adicionales (Poe, 1977; Thomas, 2001). Estas cargas permiten que el
acido folico presente sea muy soluble en medio basico. Younis y col. (2009) estudiaron la

solubilidad del acido folico a diferentes pH, y encontraron que la solubilidad a pH 7 es 183
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veces mayor que a pH 1. La Figura 1.12 muestra la curva de solubilidad del acido foélico en

funcién de distintos pH (Younis y col., 2009).
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Figura 1.12: Curva de solubilidad del acido folico en funcion del pH a 37 °C.

Se puede observar que a partir de pH 4, la curva de solubilidad comienza a tener un
crecimiento exponencial y por debajo de este valor la solubilidad es muy baja. Este efecto esta
relacionado con el autoensamblaje del acido folico. Cuando el acido folico se encuentra en
condiciones acidas la repulsion electrostatica entre moléculas de acido félico se reduce,
produciendo que las moléculas comiencen a atraerse y por lo tanto las moléculas de acido folico
se asocian entre si. El resultado es la formacion por autoensamblaje o apilamiento de cristales
liquidos polimorfos, con estructuras columnares en forma hexagonal (Figura 1.13) (Ciuchi y

col.,1994).
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Figura 1.13: Modelo de formacion de las mesofases columnares a partir del AF. a)
Tetrameros del residuo de AF; b) y ¢) acumulacion y formacion columnar; d) y )

autoensamblaje de mesofase hexagonal. Adaptado de Ciuchi y col. (1994).

1.3.2.3  Estabilidad

La estabilidad de los folatos en los alimentos depende de muchos factores: temperatura,
oxigeno, luz y la composicion en general del alimento en el cual que se encuentra (Czarnowska
y Gujska, 2012; Frommbherz y col., 2014, Ruiz-Rico y col. 2017). En los alimentos frescos,
aproximadamente un 80% de los folatos naturales se presentan en formas de poliglutamilo, es
decir, presentan una cadena lateral con varios restos de glutamato (Fennema, 2000), pero en el
almacenamiento pueden descomponerse lentamente en monoglutamatos y oxidarse a folatos
biologicamente menos disponibles (Berry Ottaway, 2010). Por este motivo, para fortificar los
alimentos se utiliza el acido folico comercial (Gregory, 1989; Fennema, 2000; Tuszynska,
2012; Frommbherz y col., 2014; Mohammed y col., 2021) y desde el 2005 también se encuentra

disponible comercialmente el dcido 5-metiltetrafolico (Berry Ottaway, 2010).
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En cuanto a los efectos de la luz, se ha encontrado que la estabilidad est4 relacionada
con el pH. En un experimento donde se irradiaron soluciones de 4cido folico a diferentes pH
con luz UV (88,7% de su energia de radiacion a 254 nm) se encontr6 que la tasa de fotolisis
fue menor a pH 6-7 que a valores de pH acidos (Akhtar y col., 1999). Por otro lado, se ha
reportado que los productos de fotolisis del acido folico son acido p-aminobenzoil glutdmico y
acido 6-formilpterina, que luego podrian ser oxidados a 4cido pterina 6-carboxilico (Figura

1.14) (Song y Hwang, 2007; Mohammed y col., 2021).

Acido folico
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Figura 1.14: Mecanismo de fotodegradacion del acido félico bajo radiacion UV.

La concentracion de oxigeno también influye en la estabilidad de los folatos. Gregory
(1989), indicod que el principal producto de oxidacion del Hsfolato es acido p-aminobenzoil
glutdmico producido por la escision de la molécula, y en el caso de 5-metil-tetrahidrofolato al

oxidarse forma dihidrofolato 5,6-Hzfolato y si la oxidacion es mas severa el compuesto que se
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forma es 4a-hidroxi-5-metil-Hasfolato, en ambos casos se pierde la actividad bioldgica de la

vitamina porque los compuestos no pueden ser metabolizados.

Por otro lado, se ha reportado que en condiciones anaerobicas la estabilidad oxidativa
puede mejorar, sobre todo cuando se lo expone frente a compuestos como ascorbato, hierro
ferroso y azucares reductores. Estas sustancias funcionan reduciendo la concentracion del
oxigeno disuelto mediante sus propias reacciones oxidativas. Estos hallazgos indican que los
alimentos complejos pueden contener compuestos que influyen en la estabilidad del folato, al

consumir oxigeno o actuando como agentes reductores, o ambos (Fennema, 2000).

En cuanto a la estabilidad de los folatos durante el procesamiento de alimentos, se ha
visto que es muy variable. En el procesamiento de vegetales se observaron pérdidas de hasta
un 70% (Berry Ottaway, 2010; Tuszynska, 2012). Esto se debe en parte a las pérdidas por
lixiviacion debido a la alta solubilidad que presentan los folatos en agua y en parte a las
temperaturas a las que se realiza la coccion (Fennema, 2000; Berry Ottaway, 2010; Tuszynska,
2012; Czarnowska y Gujska, 2012). En este contexto, Gregory (1989) indicé que la oxidacion
es mayor cuando los alimentos que presentan folatos son expuestos a altas temperaturas en
medios acuosos, debido a la difusion del oxigeno. La Tabla 1.7 muestra el efecto de la coccion
y la lixiviacion sobre el contenido de 4acido folico en la coccidn de algunos vegetales (Fennema,

2000).

En otros alimentos como los lacteos se observé que las pérdidas no son tan importantes.
Durante la pasteurizacion de la leche por métodos convencionales y por tratamientos UHT las
pérdidas son menores a 20% (Berry Ottaway, 2010; Gregory, 1989) y en procesos de
esterilizacion de 30% (Berry Ottaway, 2010). Por otro lado, en huevos duros las pérdidas
alcanzan al 10%, mientras que si son cocidos por otras formas (frito, escaldado, revuelto)

alcanza pérdidas de 30-35% (Berry Ottaway, 2010).
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Tabla 1.7: Efecto de la coccion y la lixiviacion sobre el contenido de folatos en la coccion

de vegetales. Valores expresados en pg folatos/g de muestra.

Folatos en agua de coccion

Vegetales Cocidos
(lixiviacion)
Esparragos 175+ 25 146 + 16 39+10
Brocoli 169 + 24 65+7 116 + 35
Coles de brucella 88+ 15 16+4 17+4
Repollo 30£12 16 +8 17+4
Coliflor 56+ 18 42+7 47+20
Espinaca 143 + 50 31+10 92+12

En cuanto a las pérdidas durante el almacenamiento, Frommherz y col. (2014)
estudiaron el almacenamiento de jugos de naranja fortificados con 4cido folico durante 12
meses. Estos autores reportaron que al cabo de un mes tuvieron la mayor tasa de degradacion
del acido f6lico debido al oxigeno que queda en el espacio cabeza en el envasado. Por otro
lado, al cabo de 12 meses la concentracion de acido folico pas6 de ser 186 ug/100 ml a 98
ug/100 ml en un envase oscuro y en un envase transparente 92 pg/100 ml, con lo cual las
pérdidas fueron practicamente del 50%. Estos resultados implican que debido a las pérdidas es
necesario agregar un 50% mas de esta vitamina, sin embargo, esto puede ser contraproducente

a nivel econdomico.

En este sentido, con el fin de cumplimentar con las dosis recomendadas de esta
vitamina, diferentes investigadores han buscado la manera de asegurar la estabilidad y
viabilidad del 4cido folico mediante encapsulacion y el complejamiento con proteinas y
polisacaridos. Por ejemplo, Aceituno-Medina y col. (2015), encapsularon &cido folico
utilizando una mezcla de proteinas de amaranto y pululano (80:20). Estos autores reportaron

que no observaron degradacion del acido félico luego de exponer las muestras frente a luz UV
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por dos horas, mientras que en los controles sin encapsular si se observaron pérdidas. En otro
estudio se desarrollaron microcépsulas de AF utilizando sporopollenina Lycopodium clavatum
L. y también se informo que de esta manera la vitamina adquirié mayor fotoestabilidad cuando
fue expuesta frente a luz UV (Mohammed y col., 2021). Svarca y col. (2020) encapsularon 5-
metiltetrahidrofolato mediante electropulverizacion, utilizando como material de pared una
combinacion de jarabe de glucosa y pululano, y encontraron que luego de 21 dias de
almacenamiento el folato encapsulado presento un porcentaje de recuperacion de 91% mientras
que el folato libre obtuvo un 61%. Estos ejemplos demuestran las diversas maneras que existen
para lograr proteger el acido folico, lo importante es encontrar una metodologia que se ajuste
a los objetivos de estudio, dado que también se han reportado inconvenientes en algunas
experiencias, como es el caso de Assadpour y col. (2016) que desarrollaron emulsiones de
acido folico y proteinas lacteas y tras deshidratarlas mediante secado por atomizacion,
observaron que la técnica estaba limitada por la concentracion de acido folico, dado que a altas

concentraciones la vitamina cristalizaba.

1.3.2.4 Acceso del acido folico al organismo

La vitamina B9 se adquiere a través de la dieta, y en menor medida por los
microorganismos del tubo digestivo (Thomas, 2001). La mayoria de los alimentos contiene
folatos en forma de poliglutamatos, pero los folatos se absorben en el yeyuno so6lo en la forma
de monoglutamatos. Por este motivo en las células epiteliales del intestino (mucosa yeyunal)
se encuentran enzimas conjugasas responsables de hidrolizar estas cadenas y trasformar los
folatos poliglutamatos en monoglutamato (Pita Martin de Portela, 1995; Thomas, 2001;
Tuszynska, 2012). Una vez que se genera esta molécula, la absorcion se realiza por un proceso

activo, estimulado por glucosa y mediante una proteina de union de la membrana. Si la vitamina
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se encontrase en una concentracion alta en el intestino también se absorbe por difusion simple.
En el interior de la célula de la mucosa intestinal la molécula se convierte en tetrahidrofolato y
este a su vez en N° metiltetrahidrofolato para ser transportada por el plasma mediante una o
dos globulinas, y luego es captada por todos los tejidos siendo el principal el tejido hepatico,
donde puede almacenarse como tal, o interconvertise nuevamente a tetrahidrofolato (Pita

Martin de Portela, 1995; Thomas, 2001).

1.3.2.5 Reacciones metabdlicas del acido folico

El tetrahidrofolato actiia como coenzima y transporta uno o dos fragmentos carbonados
en las posiciones N-5, N-10, o en ambas, generandose asi diversos derivados del
tetrahidrofolato (Thomas, 2001). Todos los compuestos generados son metabolicamente
interconvertibles entre si. La funcion de estos compuestos es ser dadores de unidades

monocarbonadas en las siguientes reacciones:

a) actuan como fuente de C en la biosintesis de purinas y de timina a partir de uracilo. Ambas
reacciones son muy importantes para la formacion de ADN y ARN, siendo esto relevante

en la division y crecimiento celular.
b) Participan de la transformacion de homocisteina en metionina.

c¢) Participan en el metabolismo de histidina: Ia histidina se escinde y genera acido formimino

glutamico el cual cede el grupo formimino al tetrahidrofolato.
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1.3.2.6 Déficit de acido folico

Existen diversas causas que pueden ocasionar déficit de esta vitamina, entre las
principales se encuentran la mala alimentacion, patologias a nivel intestinal que ocasionen mala
absorcion de la vitamina, incremento de la actividad metabolica como sucede en el embarazo
o durante la lactancia. El inconveniente de esto es que repercute directamente sobre las rutas
metabolicas anteriormente descriptas, siendo la méas problematica aquella en la que participa
en la sintesis de los nucleodtidos llevando a que las células no puedan completar su proceso de
mitosis. Las células mas afectadas son los leucocitos, las células epiteliales del estomago, del
intestino, la vagina y el cervix uterino (Suarez de Ronderos, 2003). Esto tiene una gran
implicancia en la embriogénesis humana y en la carcinogénesis. Es asi como su deficiencia ha
sido relacionada a diversas problematicas tales como enfermedades cardiovasculares, cancer
de colon, deterioro neurocognitivo, y defectos en el tubo neural en el desarrollo de embriones
(Scholl y Johnson, 2000; Assanelli y col., 2004; Cardona y Cabrera, 2010; Pérez y col., 2014;
Ruiz-Rico y col., 2017, Mohammed y col., 2021). Por otro lado, la anemia megaloblastica es
otra de las afecciones conocidas debido a esta problematica. En esta patologia, se generan
cambios caracteristicos en los eritrocitos y leucocitos, lo cual conduce a diferentes problemas
tales como baja fertilidad, esterilidad, o anomalias en el desarrollo del feto o la placenta. En el
caso de las anomalias en el feto, son consecuencia de la falta de 4cido folico para el desarrollo
del sistema nervioso central del embrion. Durante las primeras semanas el embrion desarrolla
el cerebro y el resto del sistema nervioso periférico, incluyendo el cierre del tubo neural, donde
se encuentra la médula espinal. Si el tubo neural no se cierra completamente ocurren
malformaciones, siendo las mds frecuentes: la anencefalia, producida por un desarrollo
incompleto del cerebro y los huesos craneales (Figura 1.15a), y la espina bifida, la cual ocurre

debido a que la médula espinal no logra desarrollarse o cerrarse correctamente (Figura 1.15b).
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Figura 1.15. Defectos del tubo neural: a) anencefalia, b) espina bifida.

1.3.2.7 Marco legal e Ingesta Diaria Recomendada (IDR)

A nivel internacional, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion recomienda un consumo diario de 400 pug de AF para personas con buen estado
de salud. Sin embargo, en el caso de personas en tratamientos de anemia nutricional
macrocitica, megaloblastica o para prevenir los defectos en el desarrollo del tubo neural en
mujeres embarazadas, la dosis diaria que se recomienda es de 5 a 10 mg. En este sentido, el
parlamento europeo a través de su resolucion CE 1925/2006 aprobo el enriquecimiento de
alimentos con acido folico entre otras vitaminas. Cabe destacar que esta resolucion no
especifica la cantidad maxima de fortificacion. La sociedad Alemana de Quimica Alimentaria
recomienda una tolerancia maxima de + 30% de 4acido folico respecto de lo que indica la

etiqueta (Frommbherz y col., 2014).

Si bien existen normativas claras, algunos estudios médico-estadisticos han informado

que s6lo un 10% de las mujeres ingieren la cantidad 6ptima de acido folico a través de la dieta
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(Partearroyo y col., 2017). Muchos expertos sostienen que la prevencion de defectos del tubo
neural en fetos solo es posible si se garantiza un nivel adecuado de 4cido folico en las mujeres
con potencial reproductivo, el cual se podria lograr mediante la fortificacion de alimentos. Por
lo tanto, tal fortificacion debe ser parte del cuidado prenatal integral (Calvo y Biglieri, 2008;

Crider y col., 2011).

En Argentina, en el afio 2002 se promulgé la Ley Nacional N°25630, la cual es una
normativa sobre la anemia y la prevencion de enfermedades del tubo neural. Esta normativa
recomienda un consumo diario de 400 pg de acido fdlico, y para alcanzar a toda la poblacion
se implement¢ la fortificacion de harinas. El aumento de los niveles de folato por medio de la
fortificacion de los alimentos es una estrategia importante de salud publica para llegar a un
extenso numero de miembros de la poblacion destinataria. En América, 19 paises han
fortificado la harina de trigo con &cido folico, ademas de hierro (Sociedad Argentina de

Pediatria, 2008).

1.3.3 Proteinas del suero lacteo

El CAA en el articulo 582 (Res 879, 5.6.85) denomina a los “sueros de lecheria” como
los liquidos formados por parte de los componentes de la leche, que resultan de diversos
procesos de elaboracion. Por mucho tiempo se considerdé un desperdicio y se descartd sin
ningun tratamiento previo, generando un gran problema ambiental (Musset y Castells, 2017).
No obstante, a mitad del siglo XX, los avances tecnologicos permitieron convertir a este

desperdicio en una materia prima.

El suero lacteo presenta aproximadamente el 50% de los nutrientes de la leche original

y, ademads, las proteinas que contiene representan alrededor del 20% del total que contiene la
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leche (Al-Jasaar y col.,, 2020). Las proteinas de suero tienen una estructura globular y
esencialmente incluyen B-lactoglobulina, a-lactoalbimina, inmunoglobulinas de proteinas
sanguineas y albumina de suero bovino (Donato y Guyomarc'h, 2009), encontrandose en
mayor proporcion (80%) B-lactoglobulina y a-lactoalblimina (Carter y Drake, 2018; Halabi y
col., 2020). No obstante, estas proteinas presentan distintas propiedades de gran interés para
su aprovechamiento por la industria alimentaria. En la Tabla 1.8 se muestran algunas proteinas

del suero lacteo y sus propiedades.

Tabla 1.8: Proteinas del suero lacteo, propiedades y sus posibles usos (Tamime, 2013).
Proteina Propiedades Usos

Confiteria, panaderia,

B-lactoglobulina, Estabilizante de espumas _
embutidos
o ) Férmulas infantiles, productos
a-lactoalbumina Gelificante ‘
nutracéuticos
Seroalbumina bovina Espumante Productos como merengue
Emulsionante

. Enlaces con lipidos ) )
Inmunoglobulinas Alimentos funcionales
Afinidad con receptores

glicosilados
Lactoferrina Actividad microbiana Farmacéutica
Péptidos bioactivos Actividad antihipertensiva Suplementos

La mayoria de los componentes del suero lacteo se deshidratan para convertirlos en
productos en polvo (Foegeding y col., 2011). Los principales ingredientes son: suero en polvo,
suero en polvo desmineralizado, lactosa en polvo, suero en polvo deslactosado y suero reducido

en lactosa (Reduced Lactose Whey — RLW), aislados proteicos de suero (Whey Protein Isolates
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— WPI), proteinas concentradas de suero (Whey Protein Concentrates — WPC), lactalbumina y
suero permeado (Whey Permeate — WP). La funcionalidad tecnoldgica que poseen algunos de
estos concentrados proteicos los convierte en ingredientes de gran relevancia para la
formulacion de nuevos productos en diversos sectores alimentarios y de bebidas, y como
reemplazo o alternativa a otros ingredientes tradicionales (Musset y Castells 2017; Carter y

Drake, 2018).

Los concentrados de proteina de suero pueden contener entre un 34 y 90% de proteinas,
para lograr estos porcentajes se eliminan los componentes no proteicos mediante metodologias
como ultrafiltracion. En este sentido, el aislado de proteina de suero (WPI) es el que mayor
contenido de proteinas presenta (> 90% de proteina sobre una base de peso seco). En este caso,
se utiliza también la microfiltracion para eliminar exceso de lipidos del suero, aunque también
se lo puede obtener mediante cromatografia de intercambio i6nico (Carter y Drake, 2018).
Durante la fabricacion de este producto las proteinas pueden sufrir algunos cambios
conformacionales (Al-Jasaar y col.,, 2020). No obstante, el producto final presenta
caracteristicas muy favorables como alto valor nutricional, facil digestion y alta
biodisponibilidad, haciéndolo un ingrediente muy importante en la fabricacion de productos

lacteos con alto valor agregado (Wang y col., 2019).

La proteina dominante del WPI es la B-lactoglobulina. Esta es una proteina globular, su
peso molecular es de 18,4 kDa y su punto isoeléctrico es 5,2. En su composicion, cada
monoémero consta de 162 aminoacidos, incluida una cisteina libre y dos puentes disulfuro
(Farooq y col., 2019). Debido a las caracteristicas de su composicion, sus propiedades no
toxicas, biocompatibilidad y biodegradabilidad, el WPI ha sido utilizado ampliamente como

vehiculo de diferentes compuestos de interés. La Figura 1.16 muestra las principales formas
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en las que se ha usado el WPI para vehiculizar principios activos, demostrando la versatilidad

que presenta este ingrediente.
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Figura 1.16: Representacion esquematica de los usos del WPI como vehiculo de principios

activos (Farooq y col., 2019).

Dadas las caracteristicas del WP, en el presente trabajo se utiliz6 este ingrediente

como forma alternativa para vehiculizar la vitamina B9.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

El objetivo general de esta tesis fue desarrollar una golosina saludable suplementada

con vitamina B9 (4cido folico) para ser destinada a personas con regimenes especiales.

2.2 Objetivos especificos

Objetivo especifico 1: Formulacion de una golosina hipocalorica

1) Formular una golosina hipocaldrica de manzana y acachul presentada en forma de ldmina
de fruta.

2) Estudiar las propiedades fisicoquimicas y potencialmente funcionales de las materias
primas y del producto formulado.

3) Evaluar la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos.

4) Evaluar la aceptacion de los atributos y el impacto global del producto mediante un panel
sensorial.

5) Analizar la estabilidad fisicoquimica y de compuestos antioxidantes durante seis meses de

almacenamiento.

Objetivo especifico 2: Formulacion de dos ingredientes a base de acido félico

1) Desarrollar dos ingredientes a base de proteinas lacteas y acido folico.
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2) Evaluar las interacciones entre las proteinas y el acido fo6lico, estudiando diferentes
aspectos fisicoquimicos de los ingredientes.
3) Estudiar la biodisponibilidad de la vitamina luego de la digestion in vitro empleando el

método microbiolodgico oficial.

Objetivo especifico 3: Formulacion de una lamina de fruta suplementada con acido
folico
1) Suplementar con acido folico la golosina desarrollada en el objetivo especifico 1, utilizando
un ingrediente formulado en el objetivo especifico 2.
2) Evaluar la bioaccesibilidad de la vitamina luego del desarrollo y la digestion in vitro de la

golosina.

3) Implementar un método alternativo al oficial para cuantificar acido folico.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Seccion I: Laminas de fruta

Seccion I:

Laminas de
fruta

Secciénm
Laminas de fruta

@

[

Seccién II:

La seccion I, consiste en el desarrollo de una

golosina en forma de ldmina de fruta deshidratada. A

Ingrediente
de proteinas
lacteasy de
acido folico

continuacion, se relatan los materiales y las metodologias

que se utilizaron en esta seccion.

Ingrediente de
proteinas lacteasy
4cido félico

3.1.1 Materiales

e Manzanas

Se utilizaron manzanas de la variedad Granny Smith producidas en el Alto Valle de Rio
Negro (Rio negro, Argentina) por la compaiiia 7res Ases. Las manzanas se seleccionaron, se
lavaron y desinfectaron con NaClO durante 5 min, se pelaron, se cortaron en cubos descartando
las semillas y se almacenaron en bolsas herméticas a -20°C hasta su utilizacion (Figura 3.1).
Al momento de utilizarlas, se descongelaron y se procesaron con un mixer hasta obtener un

puré.

Lavado y desinfeccién Pelado Cortado en cubos Almacenamiento Procesado
-20°C (obtencion del
puré)

Figura 3.1: Procesamiento de la manzana Granny Smith.
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e Polvo de acachul

Los frutos frescos y maduros de acachul se recolectaron manualmente en Xicotepec de
Judrez (Puebla, México), se lavaron y desinfectaron con NaClO durante 5 min. y luego se
enjuagaron con agua potable. Posteriormente se despulparon y secaron en un horno de
conveccion HCC San-Son (México DF, México) a 60 °C durante 20 h. La pulpa y la céscara
deshidratadas se molieron utilizando un molinillo para café¢ Moulinex (Alenzon, Francia) hasta
obtener un polvo homogéneo (Figura 3.2). Este polvo se almacend en una bolsa constituida
por tres laminas (cristal de polietileno, poliéster metalico y pelicula de polipropileno mate), en
ausencia de luz y humedad hasta su uso. La obtencion del polvo de acachul se realizo en el area
Agroindustrial Alimentaria de la Universidad Tecnologica de Xicotepec de Juarez (Puebla,

M¢éxico), bajo la supervision de la Dra. Alma Vazquez Sanchez.

Figura 3.2: Polvo de acachul.

e FEdulcorantes

Se utiliz6 jarabe de maltitol al 65% (g/100g) marca Ferromet (Buenos Aires, Argentina)

y estevia en polvo marca DULRI (Buenos Aires, Argentina).
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3.1.2 Desarrollo de laminas de frutas

La formulacion de las ldminas de fruta se optimizé utilizando un panel interno
conformado por 10 personas (Watts y col., 1992). Las formulaciones consistieron en variar la
proporcion de polvo de acachul (0,5 a 3%), jarabe de maltitol (5-10%) y de estevia (0 a 0,5%),
modificando en cada cambio el contenido de puré de manzana. La formulacion preferida por

el panel interno se muestra en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Formulacion de laminas de fruta.

Componentes (g/100g)
Puré de manzana 90,17
Polvo de acachul 1,00
Jarabe de maltitol 8,5
Estevia 0,33

Para el desarrollo del producto, los ingredientes se procesaron con un mixer (Phillips,
HR1362/02, Paises bajos) durante 90 s obteniendo una mezcla homogénea. A continuacion, la
mezcla se pesd y se molded en placas de Petri de borosilicato de 6 cm de diametro, las cuales
contenian un disco de material antiadherente sobre el vidrio interno. Por cada placa se utilizaron
18,0 + 0,5 g de mezcla. Posteriormente, las placas se colocaron en un deshidratador FA-10MZ
(Maquinarias Cobo, Buenos Aires, Argentina) a 60°C hasta llegar a una aw= 0,45 £ 0,1 (6:30-
7:00 h de deshidratacion). Al finalizar, las placas tapadas se dejaron enfriar a temperatura
ambiente en un desecador, las laminas se desmoldaron, y luego se envasaron en bolsas

individuales con cierre hermético. La Figura 3.3 esquematiza el diagrama de flujo del proceso.
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Mezcla de
ingredientes

Moldeado
18 g por placa

Deshidratacion |
60 °C
6-7 h

Enfriado (placas
tapadas)

Desmoldado y
control de a,

Envasado

Figura 3.3: Diagrama de flujo utilizado para desarrollar las ldminas de fruta.

3.1.3 Analisis fisicoquimico de los materiales

En la Tabla 3.2 se resumen las determinaciones realizadas sobre el puré de manzana,

el polvo de acachul y la formulacion fresca de las ldminas frutales.
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Tabla 3.2: Determinaciones fisicoquimicas realizadas sobre los materiales frutales

empleados.
o Puré de Polvo de Formulacion
manzana acachul Fresca
Contenido de agua X
Soélidos solubles X X
Acidez X X
pH X X
Color
Actividad de agua (aw)

Temperatura de transicion vitrea (Tg)

T I

Isoterma de sorcion de agua

3.1.3.1 Contenido de agua

El contenido de agua se determin6 mediante el método de Karl Fischer (KF). Se utiliz6
un titulador automatico Mettler Toledo DL 31 (Uster, Suiza) aplicando la técnica de un so6lo
componente con el reactivo Hydranal Titrant Composite 5 Riedel-de Haén (Seelze, Alemania)
y usando como disolvente metanol puro. Las mediciones se registraron a 25 °C y se realizaron
por triplicado. Los resultados se expresaron como g H>O/100g de muestra + la desviacion

estandar.

3.1.3.2 Sdlidos solubles, acidez total y pH

e Contenido de sélidos solubles: se determiné mediante el método oficial 932.12 (AOAC,
2005) con un refractometro digital modelo AR200 (Reichert, USA) a 25 °C. Los resultados
se mostraron como el promedio de tres determinaciones expresadas como g solidos/100g

de muestra (°Brix) + la desviacion estandar.
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e Acidez total: se determind por titulaciéon con una solucion de NaOH. Los resultados se
mostraron como el promedio de tres determinaciones expresadas en g acido malico/100g

muestra + la desviacion estandar.

e pH: Se empled un pHimetro modelo 340 (Mettler Toledo, Reino Unido) y los resultados

se expresaron como el promedio de tres determinaciones + la desviacidon estandar.

Para estas tres determinaciones, los resultados de muestras distintas se compararon

mediante un analisis T-Test utilizando el programa GraphPad Prism 6.0.

3.1.3.3 Determinacion de color superficial

El color superficial se determind con un fotocolorimetro portatil (CM-700d Konica
Minolta, Japén) midiendo los parametros L*, a* y b" del espacio CIELAB, empleando el
iluminante C y observador CIE 2°. La medicién se realizo por triplicado y los resultados se

expresaron como el promedio + la desviacion estandar.

3.1.3.4 Actividad de agua (aw)

La actividad de agua (aw) se determind por el método oficial 925.09 (AOAC, 2005)
utilizando un higrémetro de punto de rocio Aqualab 3TE (Decagon Devices, Estados Unidos).
La medicién se realizd por triplicado y los resultados se expresaron como el promedio + la

desviacion estandar.
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3.1.3.5 Temperatura de transicion vitrea (Tg)

La T, se midié mediante calorimetria de barrido diferencial utilizando un calorimetro
DSC 822 (Mettler Toledo, Suiza). Se utilizé una rampa de calentamiento entre -20 y 100 °C a
10 °C/min. Se us6 una capsula vacia y herméticamente sellada como referencia. Los
termogramas se evaluaron con el software Mettler Star® Thermal Analysis System version 3.1
(Mettler Toledo AG). Los valores de Ty se obtuvieron considerando el valor onset de las
discontinuidades detectadas en las curvas de flujo de calor versus temperatura, que se observan

en los termogramas como corrimientos endotérmicos en la linea de base.

3.1.3.6 Isotermas de sorcion de agua a 25 °C

Las muestras de polvo de acachul se colocaron en recipientes dentro de desecadores
herméticos que contenian soluciones saturadas de diferentes sales que proveen distintas
humedades relativas (HR): cloruro de litio (HR= 11%), acetato de potasio (HR=22%), cloruro
de magnesio (HR= 33%), carbonato de potasio (HR=43%), nitrato de magnesio (HR=52%)y
cloruro de sodio (HR= 75%) (Greenspan, 1977). La humidificacion se realiz6 a 25 °C durante
18 dias y finalmente se determiné el contenido de agua (seccién 3.1.3.1). Ademas, se evaluo
la aw y la Tg de cada muestra siguiendo las metodologias descriptas en las secciones 3.1.3.4 y

3.1.3.5, respectivamente.

El ajuste de las isotermas de sorcion de agua se realizd a partir de los valores
experimentales, utilizando la ecuacién de Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) (Lewicki,

1997) (Ecuacion 3.1).

moxc xKxay .,
m = (Ecuacion 3.1)
(1-CxKxay)x (1-CxK xay+Cx K xay)
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Donde:

e m: contenido de agua en base seca (g H>O/100g b.s.).

e myo: contenido de agua limite de hidratacion cinética relacionada con la adsorcién en la
primera capa (g H20/100g b.s.).

e ay: actividad de agua expresada como HR/100.

e c: constante de Guggenheim, relacionada con el calor de sorcion del agua a la primera
capa de sitios activos del sélido.

e K: factor de correccion de las propiedades de las moléculas de agua de la multicapa

respecto del agua libre.

Se informaron los pardmetros mo (contenido de agua de la monocapa) y las constantes ¢ y K.

3.1.4 Caracterizacion del potencial bioactivo de los materiales

Preparacion de extractos

Para preparar los extractos se pesaron 0,6 g de cada muestra (puré de manzana, polvo
de acachul, formulacion fresca, formulacion control de la 1amina de fruta sin polvo de acachul)
y se afiadieron 3,0 ml de alcohol acidificado (etanol al 95% con HCI 1,5 N en relacion 85:15),
se agito la mezcla durante 15 min al resguardo de la luz y posteriormente se filtr6 al vacio con
un embudo Biichner. El procedimiento se repitié dos veces mas. Al finalizar, la solucion
filtrada se traspasd a un matraz aforado de 10 ml y se enras6 con alcohol acidificado. Se

realizaron tres extractos por cada muestra.
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3.1.4.1 Contenido de compuestos fendlicos totales (CPT)

El CPT se cuantifico utilizando el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu
(Singleton y Rossi, 1965) con algunas modificaciones. Se mezclaron 100 pl de extracto
con 900 pl de agua, 100 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu y 600 pl de Na,COs al 20%. Las
muestras se incubaron 30 min a 40 °C y posteriormente se midi6 la absorbancia a 765 nm
con un espectrofotometro UV-visible Jasco V-630 (Japdén). E1 CPT se estandarizdé con
4cido gélico construyendo una curva de calibracion (R?= 0,999) y se expresd como mg de
equivalentes de acido gélico (EAG)/g de muestra. Se analizaron tres réplicas por cada
muestra y los resultados se expresaron como el promedio + la desviacion estandar. Las
muestras distintas se compararon mediante un analisis ANOVA o T-Test, segin fue

necesario, utilizando el programa GraphPad Prism 6.0.

3.1.4.2 Determinacion de la capacidad antioxidante (CA)

3.1.4.2.1 Meétodo de decoloracion del radical (ABTS™)

La determinacion mediante el método de decoloracion del cation radical [2,2"-azinobis
(3-etilbenzotiazolina-6-acidosulfonico)] (ABTS™) se realizd siguiendo la metodologia
propuesta por Coria Cayupan y col. (2011), con algunas modificaciones. Se prepar6 una
solucion de ABTS 7,00 mM conteniendo persulfato de potasio 2,45 mM y se dejé incubar 16
h a temperatura ambiente al resguardo de la luz. Posteriormente se diluy6é con una solucion
buffer fosfato pH 7,4 hasta obtener una absorbancia final de 1,00 = 0,01 a 734 nm. Para la
determinacion de la CA de las muestras, se mezcld 0,1 ml de cada extracto con 1,9 ml de
solucion ABTS™", luego las muestras se incubaron a 25 °C durante 30 min, y finalmente se

midi6 la absorbancia a 734 nm utilizando un espectrofotometro UV-visible Jasco V-630
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(Tokyo, Japon). Paralelamente se construyé una curva de calibracion con 4cido galico (R?=
0,997). Los resultados se expresaron como mg EAG/g de muestra. Se analizaron tres réplicas

por cada muestra y los resultados se expresaron como el promedio =+ la desviacion estandar.

3.1.4.2.2 Poder antioxidante reductor del hierro (FRAP)

El poder antioxidante reductor férrico (FRAP) de las muestras se determin6 en los
extractos de acuerdo con Benzie y Strain (1996) con algunas modificaciones. Se mezclaron 60
pl de agua bidestilada, 40 pl de extracto y 600 ul de reactivo de FRAP, las muestras se
incubaron 30 min en oscuridad a 25 °C, y se midi6 la absorbancia a 593 nm utilizando un
espectrofotometro UV-visible Jasco V-630 (Tokyo, Japdn). Paralelamente, se realiz6 una curva
de calibracién con 4cido galico (R?=0,995) y los resultados se expresaron como mg EAG/g de
muestra. Se analizaron tres réplicas por cada muestra y los resultados se expresaron como el

promedio + la desviacion estandar.

Los resultados de CA (ABTS y FRAP) de diferentes muestras se compararon mediante
un andlisis ANOVA o T-Test, segin fue necesario, utilizando el programa GraphPad Prism

6.0.

3.1.4.3 Contenido de antocianinas monoméricas totales (AMT)

El contenido de AMT se determiné para los extractos del polvo de acdchul y las
formulaciones frescas de las laminas de fruta. El analisis se llevo a cabo mediante el método
de pH diferencial siguiendo el protocolo descrito por Giusti y Wrolstad (2001). Los extractos
se diluyeron con soluciones buffer cloruro de potasio 0,025 M de pH 1,0 o buffer acetato de

sodio 0,4 M de pH 4,5 (1:3, extracto: buffer) y posteriormente se incubaron 15 min en la
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oscuridad y a temperatura ambiente. Las absorbancias se midieron con un espectrofotometro
UV-visible Jasco V-630 (Tokyo, Japén) a 510 y 700 nm. El contenido de AMT se expresod
como mg de equivalentes de cianidina-3-O-glucésido (cia-3-O-glu) por gramo de muestra

analizada (n=3) utilizando las Ecuaciones 3.2 y 3.3

A = (As10— A700) pH 1,0 — (As10 — A700) pH 4,5 (Ecuacion 3.2)

AMT = (A x PM x FD x 1000)/ (€ x 1) (Ecuacién 3.3)

Siendo el PM: 445,2 g mol!; Coeficiente de extincién molar & 26,900 Lecm 'mol ' y

paso optico /: 1 cm.

Los resultados obtenidos de distintas muestras se compararon mediante un analisis

ANOVA o T-Test, segun fue necesario, utilizando el programa GraphPad Prism 6.0.

3.1.5 Composicion centesimal de las laminas de fruta

3.1.5.1 Proteinas

La cuantificacion de proteinas se determind segin el método Kjeldhal (AOAC, 1984).
Los analisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en g/100g de muestra +

la desviacion estandar.
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3.1.5.2 Fibra total

La cuantificacion de fibra se determin6 siguiendo el método 999.43 (AOAC, 2000)
utilizando un extractor Raw Fiber V230, VELP SCIENTIFIC (Usmate Velate, Italia). Los
analisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como g/100g de muestra,

como el promedio =+ la desviacion estandar.

3.1.5.3 Contenido de grasa

El contenido de lipidos se determin6 segiin el método Soxhlet 960.39 (AOAC, 2000).
Los andlisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en g/100g de muestra,

como el promedio + la desviacion estandar.

3.1.5.4 Cenizas

El contenido de cenizas se determind siguiendo el método directo 923.03 (AOAC,
2000). Se pesaron 4,0 g de trozos de laminas de fruta en una cépsula de porcelana. La
incineracion de las muestras se realizd en primer lugar utilizando un mechero Bunsen y
posteriormente se continué hasta finalizar en una mufla, Mufla N°275, ESTIGIA®
(Argentina). El residuo remanente luego de la incineracion se pesé y el contenido se expreso

como g/100g de muestra, como el promedio de tres réplicas = la desviacion.

3.1.6 Analisis fisicoquimico de las laminas de fruta

3.1.6.1 Contenido y actividad de agua

El contenido de agua de las laminas de fruta se determind por gravimetria. Las muestras
se colocaron en una estufa Vaccum Oven Fistreem (Cambridge, Reino Unido), a una
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temperatura de 100 °C. Cada dos horas se registraron los pesos en una balanza analitica digital
de precision Mettler Toledo AG245 (Giessen, Suiza). Antes de cada pesada las muestras se
enfriaron en un desecador conteniendo gel de silice. El final del andlisis se consider6é cuando
las muestras deshidratadas alcanzaron un peso constante. La determinacion se realizd por

triplicado y los resultados se expresaron como g H>O/100g de muestra + la desviacion estandar.

El analisis de la a se desarroll6 siguiendo el protocolo indicado en el item 3.1.3.4.

3.1.6.2 Determinacion de color superficial

La determinacion del color superficial se realizé de la misma manera que se describe
en el item 3.1.3.3. El estudio se llevo a cabo por triplicado y midiendo en tres puntos diferentes
de cada lamina de fruta. Adicionalmente se calcul6 el angulo de tono y el valor croma mediante
las ecuaciones 3.4 y 3.5, respectivamente. Los resultados se expresaron como el promedio + la

desviacion estandar.

angulo de tono = [arctan ( z—: )] Ecuacion 3.4

croma = ((@")? + (b*)?)'/? Ecuacion 3.5

Donde a” y b" son parametros cromaticos del espacio CIELAB.
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3.1.6.3 Analisis de textura

La evaluacion de la textura instrumental se realizo utilizando una maquina de ensayos
universales Instron 3342 (Instron Corporation, Massachussets, Estados Unidos) (Figura 3.4)
conectada por medio de una computadora al software Instron Bluehill Material Testing
Software. Se obtuvieron las curvas fuerza-deformacion mediante el test de puncion realizado a
8 muestras de laminas de fruta segun Vazquez-Sanchez y col. (2021). Se utilizé una punta de
penetracion de 3 mm de didmetro de punta roma que simulaba la fuerza ejercida por un molar,
y la prueba finaliz6 cada vez que la muestra era completamente atravesada. Los resultados

obtenidos se expresaron como el promedio de las repeticiones = la desviacion estandar.

Figura 3.4: Instrumento empleado para el analisis de textura de las laminas de fruta.

Las condiciones de trabajo utilizadas fueron: velocidad de cabezal: 0,5 mm/s; intervalo
de tiempo (captura de datos): 100 ms; rango de carga: 500 N. A partir de las curvas de fuerza-

deformacion obtenidas, se obtuvieron los siguientes parametros:
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e Fuerza Maxima (Fmax): indica la fuerza méxima para atravesar la muestra y se relaciona
con la resistencia del producto a la fractura o firmeza. Los resultados se expresaron en

Newton (N).

e Distancia correspondiente a la fuerza maxima (AFmax): indica la deformacion de la muestra

en el punto de fuerza maxima. Los resultados se expresaron en milimetros (mm).

e Energia o trabajo (W): Deducida del area bajo la curva fuerza-distancia hasta el pico
maximo. Es la energia de deformacion liberada por unidad de area de fractura del material

y esté relacionada con su dureza. Los resultados se expresaron en Joules (J).

3.1.7 Caracterizacion del potencial bioactivo de las laminas de fruta

La caracterizacion del potencial bioactivo de las laminas de fruta se realizé de forma
similar a la descripta en el apartado 3.1.4 para las materias primas y la formulacion fresca. Se
prepararon los extractos de las laminas de fruta (n=3) y posteriormente se caracterizaron en
funcion del CPT (3.1.4.1), CA (3.1.4.2), y AMT (3.1.4.3). Todos los ensayos se realizaron por

triplicado y los resultados se expresaron como el promedio + la desviacion estandar.

3.1.8 Digestion in vitro y evaluacion de la bioaccesibilidad de los compuestos

potencialmente bioactivos.

Para realizar el ensayo de digestion in vitro se siguié el protocolo internacional
estandarizado INFOGEST 2014, propuesto por Minekus y col. (2014) (Figura 3.5). En primer
lugar, se desarroll6 la fase oral, mezclando 5,0 g de laminas de fruta, previamente disgregadas
manualmente, con 3,5 ml de una solucién de fluido salivar simulado (SSF). Posteriormente se
afiadieron 0,50 ml de una solucién de a-amilasa salivar de 1500 U ml™!, 25 pl de CaCl, 0,3 M

y 975 ul de agua destilada y se incubd en una estufa Function Line 7000 (Heraeus, Hanau,
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Alemania), bajo constante movimiento en un agitador orbital Vicking M-23 (Vicking, Buenos
Aires, Argentina) a 100 rpm, durante 2 min. A continuacion, se procedié con la fase géstrica,
adicionando a la mezcla de la fase oral: 7,5 ml de una solucion de fluido gastrico simulado
(SGF), 1,6 ml de una solucién de pepsina de 25000 U ml!'y 5,0 ul CaCl, 0,3 M. Esta solucién
se ajustd pH 3,0 con HCI y se completd el volumen a 10 ml finales con agua doblemente
destilada. La mezcla se incubd con agitacion, a 37 °C durante 2 h. Transcurrido este tiempo, se
continuo con la fase intestinal. Para ello, la solucion procedente de la fase gastrica se mezclo
con: 11 ml de solucion de fluido intestinal simulado (SIF), 5,0 ml de una solucion de
pancreatina de 800 U ml'!, 2,5 ml de una solucién de sales biliares y 40 ul de CaCl, 0,3 M.
Posteriormente se ajustd el pH a 7,0 adicionando NaOH 0,1M y finalmente se complet6 el
volumen con agua bidestilada hasta alcanzar 20 ml totales. Esta mezcla se incub6 durante 2 h
con agitacion a 37 °C. Completado el tiempo de incubacion, las muestras se centrifugaron a
10.000 rpm a 4 °C durante 10 min, separando la fraccion soluble “sobrenadante” de la fraccion
insoluble. En la fraccion soluble se determinaron: CPT, CA y AMT como se describi6 en los
apartados 3.1.4.1, 3.1.4.2 y 3.1.4.3, respectivamente. En cuanto a la fraccioén insoluble, la
misma se deshidratdé mediante liofilizacion. Para ello, los residuos obtenidos se congelaron a
-20 °C vy se liofilizaron durante 48 h usando un liofilizador Alpha 1-4 LD/2-4 LD-2 (Martin
Christ, Gefriertrocknungsaniagen GmbH, Alemania) a una temperatura de -54 °C y una presion
de 4 Pa. Finalmente se cuantifico la CA mediante el método de decoloracion ABTS-
utilizdndose la metodologia QUENCHER (Archaina y col., 2019). Para ello, se pes6 1 mg de
muestra y se mezclé con 10 ml de solucion ABTS, preparada de la misma manera que lo
descripto en el apartado 3.1.4.2.1. Esta mezcla se agito mediante vortex durante 3 min y se
centrifug6 a 10.000 rpm 10 min. Posteriormente se incub6 17 minutos (tiempo que restaba para
cumplir 30 min. de la exposicion de la muestra con la solucion ABTS) y se midi6 la absorbancia

a 734 nm. Los resultados se expresaron en mg EAG/g de muestra liofilizada utilizando una
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curva de calibracion de EAG/ml (R?>= 0,997). Los resultados de la cuantificacion de
compuestos potencialmente bioactivos de las muestras sin digerir y las digeridas se compararon
mediante un analisis ANOVA o T-Test, segun fue necesario, utilizando el programa GraphPad

Prism 6.0.

E Muestra+ oi-amilasa en SSF a 37°C

Fm +CaCl, 0,3M a 37°C

o * Agitacion 2 min. a 37°C
or

* Muestra Fase Oral + SGF + pepsina. 3 * AMT

Faise * Ajustar pH 3. Sobrenadante < * CPT

* Agitacion 2 h 37°C * CA-ABTS

gastrica * CA-FRAP
. ] Precipitado— ¢ CA-ABTS
* Muestra Fase gastrica + SIF + Centrifugacion (QUENCHER)

pancreatina + sales biliares.
Fase * Ajustar pH 7.
intestinal °* Agitacion 2 h 37°C

600 rpm 10 min.

Figura 3.5: Esquema del proceso de digestion in vitro de las laminas de fruta.

3.1.9 Analisis sensorial de las laminas de fruta

3.1.9.1 Analisis cualitativo: Prueba de asociacion de palabras

Este estudio tuvo como objetivo recabar la opinion del publico acerca de las ldminas de
fruta y evaluar el interés de compra del producto. Para ello se elabord una encuesta que se
distribuyo por correo electronico y redes sociales (Anexo 1). La encuesta fue respondida por
359 personas. Todas las palabras, descripciones y asociaciones provistas por los participantes
mediante sus respuestas fueron consideradas para el analisis. Los datos se analizaron mediante

el programa Word Art (www.wordart.com) y se cred una nube de palabras. Las palabras

obtenidas se agruparon en diferentes categorias por un conjunto de tres investigadores,

considerando su interpretacion personal y el significado de las palabras (Guerrero y col., 2010).
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Finalmente, se determin6 el porcentaje de las palabras mencionadas para cada categoria

identificada.

3.1.9.2 Analisis sensorial cuantitativo

El panel sensorial estuvo integrado por 96 panelistas de entre 18 y 65 afios. El estudio
se realiz6 en la Facultad de Bromatologia (UNER, Entre Rios, Argentina), utilizando cabinas
especiales, disefiadas segun Meilgaard y col. (2006). Estas cabinas son cubiculos semi cerrados
con el fin de que los consumidores no tengan distracciones al momento de probar las muestras.
En cada cabina se encuentra un panel de luces colocado de manera de alumbrar directamente a
la muestra. En la mesa se colocd la muestra, el formulario correspondiente, una lapicera, una
servilleta, un cesto pequefio y un vaso de agua. En la Figura 3.6 se muestra una imagen de las

cabinas y de los consumidores realizando la prueba sensorial de las laminas de fruta.

Figura 3.6: a) Cabinas utilizadas en los estudios sensoriales; b) Consumidores realizando las

pruebas sensoriales de las 1aminas de fruta.

Los métodos utilizados para la evaluacion sensorial fueron los que se utilizan

normalmente para evaluar los productos antes de lanzarlos al mercado (Moskowitz y col.,

82



III-Materiales y métodos

2012). Los atributos sensoriales evaluados fueron color, dureza, sabor a fruta, acidez, dulzor y

pegajosidad.

3.1.9.2.1 Evaluacioén del grado de satisfaccion

Mediante esta prueba se evaluaron las sensaciones agradables o desagradables que
produjeron las muestras al ser degustadas (Anzaldua Morales, 1994). El grado de satisfaccion
de los diferentes atributos y la satisfaccion global del producto se estudiaron mediante escalas
hedodnicas de 5 y 7 puntos, respectivamente (Ramirez-Navas, 2012). En el Anexo 2 se muestran

las planillas utilizadas para esta evaluacion.

3.1.9.2.2 Evaluacion de la intensidad de cada atributo

Esta evaluacion consistio en pedir a los consumidores que describieran la intensidad
percibida de cada atributo utilizando una escala de tres puntos JAR (Just About Right): 'muy
intenso', 'justo’ o 'poco intenso' segun la representacion que cada persona percibiera del punto
justo (Lawless y Heymann, 2010). En el Anexo 2 se encuentra la planilla utilizada para esta

evaluacion.

3.1.10 Estudios de estabilidad

Con el objetivo de conocer la estabilidad de las laminas de frutas, se estudiaron sus
caracteristicas fisicoquimicas y funcionales en funcion del tiempo. Se desarrollaron tres lotes
de laminas de frutas cada 15 dias por un tiempo total de 184 dias (6 meses). En cada produccion
las muestras se envasaron en bolsas plasticas Ziploc® (Figura 3.7), se protegieron de la luz

recubriendo las bolsas con papel aluminio y se almacenaron a 25,0 = 0,1 °C en una camara
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Thermo Scientific™ Precisién 815 (Long Branch, Estados Unidos). Al finalizar el tiempo de
almacenamiento, se evaluaron los cambios en la actividad de agua, el contenido de agua y el
color siguiendo las metodologias mencionadas en los apartados 3.1.6.1 y 3.1.6.2,
respectivamente; y, por otro lado, se evaluaron los cambios en CPT, CA y AMT utilizando las
metodologias descriptas en los apartados 3.1.4.1; 3.1.4.2 y 3.1.4.3, respectivamente. Los
resultados obtenidos se evaluaron mediante un analisis ANOVA o T-Test, segin fue necesario,

utilizando el programa GraphPad Prism 6.0.

Figura 3.7: Laminas de fruta envasadas en bolsas selladas (Ziploc®).
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3.2 Seccion II: Ingrediente de proteinas lacteas-acido folico

En esta seccion se describe el desarrollo de dos A [\
////: e {

[/ Seccioén |: \
1|

ingredientes a base de proteinas lacteas (B-lactoglobulina /,\ = La'r;‘,‘u"f;“e ~
. . - . / J —
o aislado de proteina de suero) y &cido folico. A Seccitn ;- ) -
[ \7 Ingrediente
\/ | de proteinas ’ y /Z
. ., . , lacteasy de
continuacion, se relatan los materiales y las metodologias __ écido félico _, Sacssbinl

Laminas de fruta

r""‘“ ||
utilizados en esta seccion. pr'o"ir.i‘iﬁgﬁffsy '

</\ acido félico ‘/\>’//

/U

3.2.1 Materiales

e Proteinas lacteas: p-lactoglobulina (Blg) proporcionada por Davisco Foods International
Inc. (Le Sueur, Minnesota) y aislado de proteina lacteo (WPI) de pureza mayor a 90%

donada amablemente por Arla Foods S.A. (Buenos Aires, Argentina).

e Acido félico (AF) en polvo con pureza de 99, 2% donado por Laboratorios Bagé (La Plata,

Argentina).

e Reactivos para ajustar pH: HCl 1,0 y 0,1 N, 4cido citrico 47,4% y 4,47% calidad

alimentaria, NaOH 0,1N, 2,0 N,4,0 N calidad farmacologica.

e Agua bidestilada.

3.2.2 Sintesis de los ingredientes proteina-vitamina B9

Se prepararon dos ingredientes a partir del complejamiento entre las proteinas lacteas
(Blg y WPI) y la vitamina B9 (4cido f6lico, AF) siguiendo la metodologia de Pérez y col. (2014)
con modificaciones. El procedimiento consistié en tres fases las cuales se describen a

continuacion (Figura 3.8).
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Fase 1 Fase 2 Fase 3
Plg /{/y.;
| Proteina
AF BN @0 [ AF
| WPI)
\

Soluciones Soluciones mixtas, Deshidratacion por
individuales complejamiento y liofilizacion

separacion de fases

Figura 3.8: Fases para el desarrollo de los ingredientes proteina-vitamina B9.

En la Fase 1 se prepararon soluciones acuosas de igual concentracion de Blg, WPI y
AF, se dejaron hidratar a 24 h a 4 + 2 °C y finalmente se ajustaron los valores de pH de las

soluciones a 7 con NaOH al 0,1; 2,0 y/o 4,0 N.

En la Fase 2 se generaron los complejos mezclando en una proporcion 50:50 las
soluciones de proteinas (Blg o WPI) y de AF, ambas a pH 7. La solucion mixta resultante
(proteina-AF), se ajust6 a pH 3 utilizando acido citrico. Este Gltimo paso causo la separacion
de fases, con una fase depletada en complejos y una fase inferior rica en ellos. Esta condicion
de trabajo fue optimizada previamente a partir de pruebas realizadas con soluciones mixtas de

proteina-AF a pH 7 ajustadas con HCI 1,0 y 0,1 N a un rango de pH de 2 a 7.

En la Fase 3, las soluciones mixtas de proteina-AF se congelaron a -20 °C y se
liofilizaron durante 48 h usando un liofilizador Alpha 1-4 LD/2-4 LD-2 (Martin Christ,

Gefriertrocknungsaniagen GmbH, Osterode, Alemania) a una temperatura de -54 °C y una
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presion de 4 Pa. De esta manera se logré obtener un polvo de facil manipulacién, con

caracteristicas apropiadas para utilizarlo como ingrediente alimentario.

Siguiendo el mismo procedimiento, se prepararon controles de proteinas puras y de AF

puro, sustituyendo por agua bidestilada la solucion de AF o proteina, segun corresponda.

En la Figura 3.9 se muestra el esquema del procedimiento utilizado para desarrollar los

ingredientes y se puede observar una imagen del producto final obtenido.

Solucién de AF Solucién de proteina
pH7 lactea (B-l|g o WPI) -
pH7 =
| ‘ Acido citrico | |
— 13

Mezcla AF-Proteinas

mn———

Complejo de AF-Proteinas Aislado del complejo AF-
lacteas pH 7 lacteas pH 3 proteina lactea

Figura 3.9: Esquema representativo del procedimiento para desarrollar los complejos

proteina-AF.

Para el estudio integral de estos complejos se trabajé en un régimen concentrado y otro
diluido. En ambos casos se respetaron las fases 1 y 2 de la preparaciéon. Debido a las
consecuencias metodologicas del régimen diluido, la deshidratacion del ingrediente sélo se

realizé en el régimen concentrado.

En el régimen concentrado, las concentraciones de las soluciones primarias de flg, WPI

y AF fueron de 10,0 g de especie disuelta/100 g de solucion, por lo que en la mezcla final
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proteina-AF, ambos componentes se encontraron a la mitad de la concentracion, es decir a 5,0
g de especie disuelta/100g de solucion. Los estudios realizados a partir de este régimen se
hicieron directamente sobre el ingrediente deshidratado o en los casos en que fue necesario, se
resuspendid el polvo agregando la misma cantidad de agua sublimada durante el proceso de
liofilizacion. Estos estudios comprendieron evaluar las interacciones entre las proteinas y la
vitamina B9, analizar la distribucion de particula y estudiar aspectos vinculados a la estabilidad

del ingrediente en polvo.

En el régimen diluido las concentraciones de las soluciones primarias de las proteinas
y el AF fueron 0,0125%; 0,01825% y 0,0365% (g de especie disuelta/100 g de solucion), por
lo tanto, al realizar las mezclas 50:50 (proteina:AF), las concentraciones finales de los
complejos fueron 0,00625; 0,0125 y 0,01825 g de especie disuelta/100 g de solucion, siendo la
especie disuelta la proteina o el AF. Estas muestras se emplearon para el estudio de la
formacion de los complejos, la evaluacion del efecto de la vitamina libre y ligada a las proteinas
para depurar el radical ABTS™". Finalmente, se realizo una digestion in vifro y se evalud la
biodisponibilidad de la vitamina libre y presente en los complejos mediante un método

microbiologico.

En la Tabla 3.3 se resumen las determinaciones realizadas sobre cada tipo de muestra.

Tabla 3.3: Determinaciones realizadas en cada régimen.

Determinacion Régimen concentrado Régimen diluido
FT-IR X
Potencial { X
Microscopia confocal de fluorescencia X

Cinética de agregacion
Capacidad antioxidante
Digestion in vitro y biodisponibilidad

I

Contenido de agua

il

Temperatura de transicion vitrea (Tg)
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3.2.3 Caracterizacion de las interacciones proteina-vitamina B9

3.2.3.1 Analisis FT-IR

Las muestras liofilizadas de los controles y de los complejos proteinas-AF se molieron
con un mortero y se mezclaron con KBr seco previamente molido, grado espectroscopico
(BDH VWR, VWR International, LLC, Radnor, PA, EE. UU.) en una proporcién de ~ 1: 10
hasta que se obtuvo un polvo fino y homogéneo. Se adquirieron espectros por reflectancia
difusa mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) empleando un
equipo modelo Spectrum 400 (Perkin Elmer, Inc., Shelton CT, EE. UU.) con detector DTGS,
utilizando un accesorio DRIFT (Perkin Elmer, Inc.). Se realizaron 16 scans para cada muestra,
adquiridos con una resolucion de 4 cm™ y entre 600 y 4000 cm™ a 25 °C. Cada muestra se
analiz6 por triplicado. Se utiliz6 KBr como referencia. Los espectros se corrigieron,

normalizaron y analizaron con el software Spectrum version 6.3.5 (Perkin Elmer, Inc.).

3.2.3.2 Potencial {

La evaluacion del potencial { se realizé utilizando analizador Zetasizer Nano-Zs, de
Malvern Instruments (Worcestershire, Reino Unido), el cual cuenta con un laser He-Ne (633
nm) y un correlador digital Modelo ZEN3600, siguiendo la metodologia de Martinez y col.
(2019). Las muestras en polvo se resuspendieron, se homogeneizaron y se midieron
répidamente para evitar la precipitacion durante la medicion, utilizando celdas capilares
desechables (DTS1060, Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido) provistas de
electrodos en cada lado. El analizador mide el potencial { a partir de la movilidad
electroforética de las particulas y posteriormente convierte los resultados en potencial {

mediante la ecuacion de Henry (Ecuacion 3.6).
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_ 2¢&( f(ka)
= —317

Ue

Ecuacion 3.6

Donde:

e Ue es la movilidad electroforética
e ("es el potencial

e ¢ es la constante dialectrica

e 1 la viscosidad de la muestra

e F(ka) es la funcion de Henry, que en medio acuoso se suele utilizar 1 (aproximacion de

Huckel)

Por cada medicion se realizaron 12 lecturas secuenciales. Los resultados se expresaron
como el promedio de tres réplicas + la desviacion estdndar. Los resultados obtenidos de
distintas muestras fueron comparados un andlisis ANOVA o T-Test, segun fue necesario,

utilizando el programa GraphPad Prism 6.0.

3.2.4 Caracterizacion del tamafio de particula en nano y microescalas

3.2.4.1 Distribucion del tamario de particula

Este estudio permite analizar el tamafio de particulas presentes en las muestras en el
rango submicronico. El analisis se llevo a cabo mediante dispersion de luz dindmica (DLS) con
el mismo analizador que se utilizd para evaluar el potencial . Para realizar este estudio, los
polvos proteina-AF y sus respectivos controles se resuspendieron en agua agregandoles la
misma masa de agua sublimada. El andlisis se llevd a cabo siguiendo el procedimiento
descripto por Carpineti y col. (2014). Las mediciones se realizaron a un angulo fijo de 173°,

dentro de un rango de 0,6 nm a 6 pm, segun especificaciones del equipo. Se tomaron diez
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lecturas de cada muestra (n= 3), contenida en una cubeta de poliestireno desechable. La
distribucion de intensidad se determin6 usando una funcioén exponencial multiple (CONTIN)
para analizar los datos de distribucion porcentual de tamafios de particula/agregados (Stépanek,
1993). Cabe destacar que la distribucion de tamafio fundamental generada por DLS es una
distribucion de intensidad, pero es posible transformar estos resultados en una distribucion de
volumen o una distribuciéon de niumeros mediante la teoria de Mie. Este enfoque permite
describir la proporcion relativa de poblaciones de particulas multiples presentes en la muestra
en funcion de su masa o volumen o directamente el nimero en lugar de basarse en su dispersion.
Por lo tanto, se evalud la distribucion global del tamafo de particula y se analizaron los picos

principales segun Ochnio y col. (2018).

3.2.4.2 Analisis de microscopia confocal de fluorescencia

Las estructuras de los complejos de tamafios también se analizaron mediante
microscopia confocal de fluorescencia. Con esta metodologia se pueden observar las
estructuras de tamafios en microescala. Se usé un microscopio de barrido laser confocal
(CLSM) (Olympus FV1000, Japon). Las muestras en solucion (ingredientes y controles
resuspendidos en agua) se marcaron de forma no covalente con gotas de rodamina B al 0,02%
p/v (excitacion a 560 nm y emision maxima a 625 nm). Se obtuvieron imagenes de
fluorescencia de 1024 x 1024 pixeles de tamafio con un objetivo de aceite PLAPON 60X NA
= 1,42 (1 pm = 4,83 pixeles) utilizando un laser He-Ne (543 nm). Las iméagenes se procesaron

con el software FIJI (ImageJ) (NIH).
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3.2.5 Caracterizacion de la formacion de los complejos

3.2.5.1 Cinética de agregacion proteica

A fin de analizar la agregacion proteica inducida por la asociacion con el AF, lo cual es
una prueba de la formacion de los complejos, se evaluo la cinética de agregacion. Las muestras
se prepararon directamente en una cubeta de cuarzo mezclando las cantidades necesarias de
cada componente. Se tomo la lectura de la absorbancia de las soluciones de los complejos y
sus respectivos controles en las concentraciones de proteina y AF de: 0,00625%; 0,0125% y
0,01825% p/p. Se registr6 el incremento de las absorbancias en el tiempo a una longitud de
onda de 600 nm a 25°C durante 20 min, empleando un espectrofotémetro UV-Visible JASCO

V 630 (Tokyo, Japon).

3.2.6 Caracterizacion potencialmente funcional de los complejos

3.2.6.1 Meétodo de decoloracidn del radical (ABTS™)

Esta técnica se empled para estimar la capacidad antioxidante de las muestras. Se
analizo el efecto depurador del radical ABTS™ de los complejos proteina-AF 0,00625%,
0,0125% y 0,01825% p/p y de sus controles (Blg, WPI y AF). La metodologia utilizada fue la
mencionada en el apartado 3.1.4.2.1. Los resultados se expresaron como el promedio de tres
réplicas + la desviacion estandar. Los resultados obtenidos de distintas muestras fueron
comparados un andlisis ANOVA o T-Test, segin fue necesario, utilizando el programa

GraphPad Prism 6.0.
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3.2.6.2 Digestion in vitro y biodisponibilidad de la vitamina B9

La digestion in vitro se realizo siguiendo el protocolo de INFOGEST 2014 (Minekus y
col., 2014) descrito en el apartado 3.1.8. Para ello, primero se desarrollo la fase oral pensando
5,0 g de los complejos proteina-AF y de los respectivos controles, preparados a una
concentracion de 0,01825 g de especie disuelta/100 g de solucion (siendo la especie disuelta la
proteina o el AF) y se mezclaron con 3,5 ml con una solucion de fluido salivar simulado, 0,50
ml de una solucion de a-amilasa salivar de 1500 U ml!, 25 ul de CaCl> 0,3 M y 975 ul de agua
destilada y posteriormente las muestras se incubaron en una estufa Function Line 7000
(Heraeus, Hesse, Alemania), bajo constante movimiento en un agitador orbital Vicking M-23
(Vicking, Buenos Aires, Argentina) a 100 rpm, durante 2 min. A continuacion, se continud
con la fase géstrica, adicionando 7,5 ml de una solucion de fluido gastrico simulado, 1,6 ml de
una solucién de pepsina de 25000 U ml! y 5,0 pul CaCl, 0,3 M y se ajusté el pH 3 con HCI 1
N, posteriormente se completd el volumen a 10 ml finales con agua bidestilada. La mezcla se
incub6 con agitacion y a 37 °C durante 2 h. Transcurrido este tiempo, se continud con la fase
intestinal donde se afiadieron 11,0 ml de solucion de fluido intestinal simulado, 5,0 ml de una
solucion de pancreatina de 800 U ml-1, 2,5 ml de una solucion de sales biliares y 40 ul de
CaCl2 0,3 M. El pH se ajust6 a 7 adicionando NaOH 0,1 N y por tltimo se completo el volumen
con agua bidestilada hasta alcanzar 20,0 ml totales. Esta mezcla se incubd durante 2 h con
agitacion y a 37 °C. Completado el tiempo de incubacion, las muestras se centrifugaron a 10000
rpm a 4 °C durante 10 min. Al finalizar, se recolectaron los sobrenadantes obtenidos de la etapa
intestinal y se cuantifico la vitamina mediante el método microbiologico oficial AOAC
(método 992.05, 2000). Este método permite cuantificar la vitamina B9 y ademads estimar su

biodisponibilidad utilizando un modelo bacteriano.
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3.2.6.2.1 Evaluacion de la biodisponibilidad del AF

La cuantificacion del dcido folico se realiz6 mediante el método microbioldgico AOAC
(método 992.05, 2000). Este método se basa en la promocion de crecimiento de ciertos
microorganismos pertenecientes al grupo de las bacterias acido-lacticas, con auxotrofia para
folato (Cheung y col., 2008). Como microorganismo auxoétrofo para acido folico se empleo

Lacticaseibacillus casei BL23 (L. casei BL23).

Para llevar a cabo el ensayo, se utiliz6 el protocolo descripto por Ochnio y col. (2018)
en el cual se realiza una curva de calibracion de AF paralelamente a la medicion de las
muestras. El procedimiento consta de tres etapas (Figura 3.10) las cuales se realizan en un total

de 7 dias.

\
/ _\ w
» Activacion e Curva de

de L. casei « Agotamiento calibracion

BL23 de AF * Medicion de
las muestras

Figura 3.10: Etapas para analizar la biodisponibilidad del AF en los ingredientes.

A continuacion, se describe cada etapa:

e Etapa 1: Activacion de las bacterias

La cepa L. casei BL23, que se encontraba conservada a -20 °C en glicerol, se inocul6
en medio MRS (Biokar, Beauvais, Francia) e incub6 a 37 °C durante 72 h. Luego el cultivo se

cosecho por centrifugacion y las células se lavaron dos veces con agua destilada estéril.
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e Etapa 2: Agotamiento del AF en las células

Agotamiento del AF en las células: Para asegurar que el crecimiento de L. casei BL23
durante el experimento correspondiera al AF suministrado y no al remanente del intracelular
bacteriano (pool intracelular), las bacterias se inocularon en un medio carente de acido félico
FACM (Folic Acid Casei Medium, Difco, Buenos Aires, Argentina) y se incubaron a 37 °C
por 24 h. Posteriormente el cultivo obtenido se cosechd nuevamente por centrifugacion y se

lavd dos veces con agua destilada estéril.

e Etapa 3: Curva de calibracion y medicion de las muestras

Curva de calibracién: Para realizar la curva de calibracion, la suspension bacteriana de L. casei

BL23 se inocul6 en diferentes tubos que contenian el medio FACM y distintas concentraciones
de acido folico. Estos cultivos se incubaron 48 h, y posteriormente se determind la densidad
optica (DO) a 600 nm como medida de la biomasa producida por crecimiento bacteriano. De
este modo se generd una curva de crecimiento microbiana en funcion de la concentracion de

acido félico nominal (Figura 3.11).

1.0
~ 0.8
g
S
> 0.6-
NS
QO 0.4-
a

0.2- Y =705,7X + 0,002630

R%=0,9938
0.0 r T
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015
g AF/ml

Figura 3.11: Curva de calibracion obtenida a partir del crecimiento de L. casei BL23 en
funcion de la concentracion de AF. Los valores obtenidos se expresaron como el

promedio de tres repeticiones + la desviacion estandar.
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Cabe aclarar que la curva de calibracion es un factor limitante de la metodologia, dado
que, si no se logra obtener una curva de calibracién que aproxime a una funcion lineal, las
mediciones de las muestran deben ser desechadas y el procedimiento debe repetirse. En este
contexto, las dificultades que surgen experimentalmente para obtener la curva de calibracion
estan relacionadas al agotamiento de las células, ya que, aunque este procedimiento esté
estandarizado, no siempre se alcanza el agotamiento de AF esperado. El resultado, en las
ocasiones en las que falla el agotamiento es una lectura alta de la DO independientemente de

la concentracion de AF.

Determinacion de &cido félico en las muestras: Las muestras (complejos y controles digeridos)

se midieron paralelamente a la curva de calibracion, por lo que los cultivos utilizados de L.
casei BL23 fueron sometidos a los mismos procedimientos. Estas bacterias fueron inoculadas
en un medio que contenia FACM y la muestra a analizar. Las muestras se incubaron 48 h, y
posteriormente se determiné la densidad Optica a 600 nm. Los resultados se expresaron como el
promedio de tres réplicas + la desviacion estandar. Adicionalmente, los resultados obtenidos de
distintas muestras fueron comparados mediante un analisis ANOVA o T-Test, segun fue

necesario, utilizando el programa GraphPad Prism 6.0.

3.2.7 Evaluacion de la estabilidad fisica del ingrediente

3.2.7.1 Temperatura de Transicion vitrea

Las temperaturas de transicion vitrea (Tg) se determinaron siguiendo el protocolo del

item 3.1.3.5.

3.2.7.2 Determinacion del contenido de agua

El contenido de agua se determin6 por el método de Karl Fischer (KF) siguiendo el

protocolo utilizado en el item 3.1.3.1.
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3.3 Seccion III: Lamina de fruta + ingrediente de proteinas lacteas-acido

folico
En esta seccion, se unifican las secciones I y IT y n
7~
. r 3 i eccion I:
se describe el desarrollo de una lamina de fruta [l & Seedont 3

/ fruta :
suplementada con un ingrediente a base de proteinas ( s~ ) <% | —
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/

continuacion, se relatan los materiales y las metodologias

Ingreduente de

\ proteinas Iacteasy/b
acndofollco /
utilizadas en esta seccion. /

3.3.1 Desarrollo de las 1aminas de manzana y acachul suplementadas con un

ingrediente a base de proteinas lacteas y acido folico

Se prepararon laminas de fruta siguiendo el procedimiento descripto en el item 3.1.2,
sin embargo, en esta oportunidad se suplementaron con el ingrediente descripto en la seccion

3.2.2 constituido por WPI y AF. El procedimiento consisti6 en:

1) Mezclar los ingredientes: manzana Granny Smith (90,17%); polvo de acéachul (1,00%);
jarabe de maltitol (8,50%); estevia (0,33%) y el ingrediente WPI-AF en cantidades necesarias

para que una golosina deshidratada de 4,4 g aporte 400 ppm de AF.
2) Moldear la mezcla en placas 6 cm de diametro.
3) Deshidratar en estufa de conveccion hasta alcanzar una ay = 0,45 + 0,1.

4) Desmoldar y almacenar en bolsas con cierre hermético a temperatura ambiente hasta su

analisis.
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De la misma manera que se elaboraron las ladminas frutales suplementadas con el
ingrediente WPI-AF (L-WPI-AF), se prepararon los controles reemplazando el ingrediente por

AF puro (LC-AF) y por WPI puro (LC-WPI).

3.3.2 Digestion in vitro de las laminas de fruta suplementadas con AF

Las laminas de fruta suplementadas con la vitamina B9 mediante el complejo WPI-AF
y las laminas de fruta controles (con AF libre y con WPI puro) se sometieron a una digestion
in vitro, siguiendo el protocolo de INFOGEST (Minekus y col., 2014) que fue descrito en el
item 3.1.8. Luego de obtener el sobrenadante de la etapa de digestion intestinal, se evalud la
biodisponibilidad de la vitamina B9 presente en las laminas ante L. casei BL23 vy,

adicionalmente, se cuantifico el AF mediante un método alternativo de HPLC.

3.3.2.1 Evaluacion de la biodisponibilidad del AF presente en las laminas ante L. casei

BL23

La evaluacién se realizo sobre el sobrenadante utilizando el modelo L. casei BL23

descrito en el item 3.2.3.6.

3.3.2.2 Cuantificacion de la vitamina B9 en el sobrenadante obtenido de la digestion in

vitro mediante HPLC.

Para estas determinaciones se utilizd un equipo HPLC (Waters 1525, EE. UU.)
equipado con un inyector automatico (Waters 2707, EE. UU.) y con un fotodiodo detector de

matrices (Waters 2996, EE. UU.). Se empled una columna Lichrospher® 100, RP-18e (250 x
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4 mm, 5 pm). La fase movil fue constituida por dos porciones, en la bomba A —
metanol:acetonitrilo (1:1) y en la bomba B - agua:acido fosforico (99:1). El gradiente de
elucion fue optimizado de la siguiente manera: T, tiempo (min)/fase movil-A:B (%): T0/10:90,
T3/10:90, T12,5/15:85, T14/15:85, T15/10:90, T25/10:90, a una velocidad de flujo de 0,8
ml/min y a una temperatura de estabilizacion de 30 °C. Tanto el estandar como las muestras se
filtraron con filtros jeringa de 0,22 micrones de espesor de poro. El volumen inyectado por

muestra fue de 40 pul (n=3).

El método de HPLC se realizé siguiendo el protocolo de Koning (1999) con algunas
modificaciones. La longitud de onda de trabajo fue seleccionada mediante la obtencion del pico
maximo de absorcion del estandar de AF en el espectro la cual resulté a 290 nm. Esta longitud
de onda méxima obtenida fue consistente con las informadas en otros trabajos (Koning, 1999;
Alaburda y col., 2008; Matias y col., 2014; Modupe y col., 2020). Posteriormente se evalud el

tiempo de retencion del estandar de 4cido folico a 290 nm el cudl fue observado a 8,7 = 0,2 min

(Figura 3.12).
E
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Figura 3.12: Cromatograma del estandar de AF (15 ppm).
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Para la curva de calibracion (Figura 3.13) se prepard una solucion madre de 100 ppm
en NaOH 0,05N y a partir de ella se prepararon 6 soluciones de trabajo cuyas concentraciones
iban de 1 a 50 ppm disueltas en HCl 0,05N. Posteriormente las muestras se filtraron y se

midieron a 290 nm.

Area

Y = 126894X - 22067
R%=0,9994

0 10 20 30 40 50
AF (ppm)

Figura 3.13: Curva de calibracion del area en funcion de la concentracion de AF, obtenida
mediante HPLC. Los valores se expresan como el promedio de tres repeticiones =+ la

desviacion estandar.

A continuacion, se analizaron los cromatogramas de las muestras con y sin AF para
verificar la factibilidad de la medicion. Tal como se esperaba, el cromatograma de la muestra
con AF mostrd el pico caracteristico del AF (Figura 3.14) y la muestra que no contenia AF no
lo mostré (Figura 3.15). De esta manera se pudo asegurar que este tipo de muestras se pueden
medir mediante esta metodologia. Las muestras se midieron por triplicado de la misma manera
que se procedi6 con la curva de calibracion. Los resultados obtenidos de distintas muestras
fueron comparados mediante un analisis ANOVA o T-Test, segiin fue necesario, utilizando el

programa GraphPad Prism 6.0.
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Figura 3.14: Cromatograma correspondiente a la lamina de fruta (Control LC-AF) digerida.

La flecha negra sefiala el pico caracteristico del AF a 8,6 min.
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Figura 3.15: Cromatograma correspondiente a la lamina de fruta (Control LC-WPI).

digerida. La flecha negra sefiala la ausencia del pico caracteristico del AF a 8,6 min.

3.3.2.3 Evaluacion de la bioaccesibilidad de la vitamina B9.

A partir de los resultados obtenidos mediante la cuantificacion de AF obtenido por el
método alternativo de HPLC, se calculd la bioaccesibilidad como el porcentaje de AF

recuperado posterior a la digestion in vitro.
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4. Resultados y discusion

4.1 Seccion I: Laminas de fruta

4.1.1 Materiales y formulacioén

4.1.1.1 Analisis fisicoquimicos de los materiales y la formulacion fresca

En todo producto a desarrollar es importante caracterizar las materias primas que se
utilizardn para lograr que el producto final sea siempre homogéneo y conserve su calidad. Por
este motivo, en una primera etapa se realizd la caracterizacion del puré de manzana, de la
formulacion fresca de las laminas de fruta y del polvo de acachul. En la Tabla 4.1 se presentan
los resultados de la caracterizacion de los dos primeros materiales en términos de contenido de

solidos solubles, pH y acidez.

Tabla 4.1: Caracterizacion fisicoquimica del puré de manzana y de la formulacion fresca.

Propiedad Puré de manzana Formulacién fresca
Sélidos solubles (°Brix, 25 °C) 13,5+ 0,4° 21,3+£0,5%

pH (25 °C) 3,85+ 0,022 3,71 +0,05°
Acidez total (mg acido malico/100g) 0,6 = 0,003° 0,8 +0,0*

Valores expresados como la media + la desviacion estandar. Diferentes letras indican

diferencias significativas p < 0,05.

Los valores obtenidos para el puré manzana fueron similares a los informados por
Henriquez y col. (2010) para manzanas Granny Smith cultivadas en Chile (Tabla 1.4), y a los
valores obtenidos por Satici (2012), quien report6 sélidos solubles de 13,20 (°Brix), pH 3,10y

acidez 0,77 mg acido malico/100g de muestra en pulpa de manzanas Granny Smith cultivadas
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en Turquia. Este tipo de manzana a menudo suele percibirse sensorialmente mas 4cida que
otros cultivares (Abbott y col., 2004), lo que esté relacionado justamente con su valor de acidez.
En este sentido, si recurrimos nuevamente a la Tabla 1.4 se pueden observar que el cultivar
Granny Smith fue la manzana que mayor acidez presentd en comparacioén con otros cultivares

estudiados por Henriquez y col. (2010).

Con respecto a la formulacion fresca, se hace evidente el efecto de los demads
componentes (jarabe de maltitol, polvo de acachul y estevia) dado que el contenido de so6lidos
solubles resulto ser 1,6 veces mayor que el valor correspondiente al puré de manzana. Por otro
lado, se observa que la acidez titulable también aumentd. Esto podria deberse a la incorporacion
del polvo de acachul, ya que por un lado este fruto presenta alta acidez (Tabla 1.3) y por el
otro, al ser un ingrediente deshidratado, es posible que los acidos de la fruta se hubieran
concentrado (Dahiya y Dhawa, 2004). No obstante, se puede observar que este pequefio
aumento de acidez no se reflejo en el valor de pH, el cual fue levemente menor que el valor

correspondiente al puré de manzana.

En cuanto al polvo de acachul, se caracterizd6 su color en el espacio CIELab
obteniéndose los siguientes valores: L'= 14,8 + 3,4; a’=2,4 + 0,3 y b= 0,06 = 0,03. Estos
resultados sugieren que el polvo de acachul presenta una tonalidad purpura intensa, tal como
se observa en la Figura 3.2. Por otro lado, el polvo se caracterizd teniendo en cuenta
propiedades vinculadas a la estabilidad del polvo, de manera de asegurar un ingrediente estable
y con buenas propiedades fisicas. El polvo presentd valores muy bajos de aw, (0,18 = 0,04) y
de contenido de agua (2,65 = 0,10 g H>O/100g de polvo). Adicionalmente, se construyé la
isoterma de sorcion de agua a 25 °C (Figura 4.1). Esta isoterma es una curva que describe la
relacion termodindmica entre el contenido de agua y la ayw de un alimento (a una temperatura y
presion especificas), aportando informacion sobre su estabilidad (Staniszewska y col., 2020).

Estos estudios son muy importantes para establecer el embalaje apropiado y las condiciones de
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almacenamiento Optimos a fin de extender la vida util del producto (Arévalo-Pinedo y col.,
2004). En este trabajo, la curva de sorcion de agua del polvo de acachul mostrdo un
comportamiento sigmoideo del tipo II seglin la clasificacion de Gregg y Sing (1982). Este tipo
de curvas es tipico de los productos con alto contenido de azucar, ya que adsorben una pequefia
cantidad de agua a valores bajos de aw, mientras que hay un marcado aumento en la cantidad

de agua adsorbida a valores altos de ay (Telis y Sobral, 2001).

Por otro lado, los valores experimentales de la isoterma de sorcion de agua se ajustaron
al modelo de GAB (Guggenheim-Anderson-de Boe) (Lewicki, 1997) obteniendo un R?=0,990.
Esta ecuacion es muy utilizada en la caracterizacion del comportamiento de sorcion de agua de
materiales alimenticios, ya que permite abarcar un amplio rango de aw, y, por otro lado,
proporciona informacion sobre el contenido de agua de la monocapa, el cual esta relacionado
al contenido de agua Optimo para mantener la estabilidad de los alimentos de baja humedad
(Goémez Giraldo y col., 2011; Timmermann, 2003). A partir del modelo de GAB se obtuvieron
tres parametros: 1) el valor de humedad de monocapa (mo) que fue de 2,80 + 0,2 g H>0/100g
polvo en b.s.; 2) el valor de la constante de Guggenheim (c) que fue de 18,3,y 3) el valor de la
constante K la cual resulté 1,081. En lo que respecta al valor de mo obtenido para el polvo de
acachul, resulté ser menor que los valores reportados para otros polvos de berries. Por ejemplo,
Syamaladevi y col. (2009) analizaron un polvo de frambuesa obtenido mediante liofilizacion y
molienda de la fruta y encontraron que la humedad de monocapa fue de 7,40 g de H2O/100 g
de polvo. Por otro lado, Gémez Giraldo y col. (2011) estudiaron polvos de moras y obtuvieron
valores de mpde 5,85 g de H2O/100g de polvo, habiendo realizado la deshidratacion de la fruta
en estufa de vacio, y de 6,57 g de H20/100g de polvo cuando la deshidratacion se llevo a cabo

mediante lecho vibrofluidizado.
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Figura 4.1: Isoterma de sorcidon de agua del polvo de acachul a 25 °C. Los puntos
negros corresponden a los datos experimentales (promedio + desvio estandar) y la

linea azul corresponde al ajuste de estos utilizando el modelo de GAB.

Otro aspecto analizado fue la temperatura de transicion vitrea (Tg) del polvo de acachul
en funcion de la aw. La Ty estd asociada a la temperatura en la cual se produce un cambio,
pasando de un estado vitreo a un estado de liquido sobreenfriado (Khalloufi y col., 2000;
Staniszewska y col., 2020). El conocimiento del comportamiento de la Ty en funcién de la
humedad o de la actividad de agua permite establecer las condiciones adecuadas para el
almacenamiento evitando la ocurrencia de cambios fisicos indeseables (Mrad y col., 2013;
Staniszewska y col., 2020). En el caso de los polvos, el estado liquido sobreenfriado esta
asociado a fendmenos como pegajosidad, apelmazamiento y colapso estructural (Martinez y
col., 2000), siendo caracteristicas no deseables en este tipo de productos. En la Figura 4.2 se
muestra la curva de T, versus aw obtenida para el polvo de acachul. En la misma se puede
observar que a medida que aumenta la ay hasta valores cercanos a 0,4 la T, disminuye
abruptamente, debiéndose principalmente al efecto plastificante del agua (Vasquez y col.,
2013). Ademas, se observa una la linea punteada que sefiala la temperatura ambiente (25 °C).

Este dato es importante porque indica que el polvo de acdchul podria mantenerse perfectamente
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en estado vitreo a temperatura ambiente, siempre y cuando se encuentre almacenado a una aw
inferior a 0,43. En este sentido, una aw, apropiada para almacenar este producto podria ser 0,33,
ya que el valor de Ty se presentaria a los 62 °C, evitando la ocurrencia de cambios fisicos del

producto a temperatura ambiente.

Figura 4.2: Valores de temperatura de transicion vitrea (Tg) (promedio + desvio estandar) en

funcion de la aw.

4.1.1.2 Caracterizacion del potencial bioactivo de los materiales y la formulacion

Ademas de caracterizar las propiedades fisicoquimicas de los materiales y de la
formulacion fresca, también se evaluaron compuestos con potencial bioactivo. En este sentido,
se estudio el contenido de polifenoles totales (CPT) y la capacidad antioxidante (CA) en el puré
de manzana, en el polvo de acachul, en la formulacién fresca (formulacién c/acachul), y
también en una formulacidon control que contenia todos los ingredientes menos el polvo de
acachul (formulacion s/acachul). Adicionalmente, se cuantifico el contenido de antocianinas
monoméricas totales (AMT) en los materiales que presentaban estos compuestos. En la Tabla

4.2, se muestran los resultados obtenidos.

107



IV-Resultados y discusion

Tabla 4.2: Caracterizacion de los compuestos bioactivos (AMT y CPT) y la capacidad

antioxidante (CA) de las materias primas y las formulaciones.

Polvo de Puré de Formulaciéon  Formulacién ¢/
acachul manzana s/ acachul acachul
AMT
. 22,4+0.,8 - - 0,11 0,004
(mg cia-3-O-glu/g)
CPT
709+38 0,79+0,13 0,44 +0,07 1,41+0.14
(mg EAG/g)
CA: ABTS
23,7+3,0 020+£0,02 0,13+£0,012 0,41 £ 0,02
(mg EAG/g)
CA: FRAP
30,3+£2,6 0,20+0,03 0,06+0,01 0,48 £0,03
(mg EAG/g)

Valores expresados como la media + la desviacion estandar.

El polvo de acachul mostrd valores muy elevados de AMT, CPT y CA, lo cual es
esperable ya que las berries son frutas conocidas por ser fuente muy rica de una amplia variedad
de compuestos bioactivos (Hariram-Nile y Park, 2014; Skrovankova y col., 2015; Zorzi y col.,
2020). Sumado a esto, Joaquin-Cruz y col. (2015), pioneros en investigar el fruto de acachul,
reportaron un contenido de aproximadamente 4 veces mas de CPT y 3,5 veces mas de CA que
otras berries popularmente mas consumidas como frutilla, mora y ardndano, y también
reportaron que contenia 56 veces mas de AMT que la frutilla y 4 veces mas que el arandano.
En lo que respecta a los valores hallados para el polvo de acachul, es dificil realizar una
comparacion directa de todos los resultados debido a que son pocas las investigaciones
realizadas sobre esta fruta (Martinez-Banco y col., 2019). No obstante, Lopez-Yerena y col.
(2017) utilizaron la pulpa sin semillas del acachul (similar a este trabajo), y la deshidrataron
mediante liofilizacién con el fin de elaborar un polvo de acachul. Entre sus resultados se

encuentra que los valores obtenidos de CPT y el contenido de AMT fueron similares a los que
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se muestran en la Tabla 4.2 (CPT= 63,0 + 8,6 g EAG/g polvo; AMT= 29,0 + 1,47 cia-3-O-

glu/g polvo).

En cuanto al puré de manzana, el valor obtenido de CPT fue mayor al reportado por
Ergiin (2021) (CPT= 0,31 = 0,01 mg EAG/g), pero menor al hallado por Picouet y col. (2009)
(1,12 £ 0,05 mg EAG/g). Esta variacioén posiblemente esté relacionada con la heterogeneidad
de los suelos, cultivos, tiempos de cosecha y las diferentes condiciones climaticas (Imeh y

Khokhar, 2002; Boyer y Liu, 2004; Saxena y col., 2016; Musacchi y Serra, 2018).

Con respecto a las formulaciones de las laminas de fruta, se observa que el uso de 1%
de polvo de acachul aumentd notablemente los valores de AMT, CPT y CA en comparacion
con la formulacioén fresca sin adicidon de polvo de acachul. No obstante, es importante destacar
la diversidad fitoquimica que posee la manzana (Boyer y Liu, 2004; Khanizadeh y col., 2008;
Francini y Sebastiani, 2013), la cual podria contribuir al perfil bioactivo del producto final.
Ademas, muchos compuestos bioactivos de esta fruta podrian tener efectos positivos en la salud

de los consumidores (Saxena y col., 2016; Barreira y col., 2019).

4.1.2 Laminas de fruta:

4.1.2.1 Analisis fisicoquimico

El procedimiento empleado para el desarrollo de las laminas de fruta y las condiciones
de secado (tiempo y temperatura) se optimizaron en el laboratorio teniendo en cuenta diversas
referencias bibliograficas mencionadas en la Tabla 1.1. Cabe destacar que no existe un
procedimiento estandar para el desarrollo de este tipo productos, ya que influyen diversas
variables tales como las materias primas utilizadas en la formulacion, la cantidad de agua
inicial, el espesor que se desea tener en el producto final, la temperatura de secado, la actividad

de agua final, en otros (Tabla 1.1). Esta amplia variabilidad se ve reflejada en los tiempos de
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secado, encontrandose desarrollos de laminas de fruta con tiempos de secado desde 4,37 h
(Demarchi y col.,, 2013) hasta 24 h (Che-Man y col.,, 1997). Existen reportes sobre
procedimientos para disminuir los tiempos de secado, como Gujral y Brar (2007) que
incorporaron concentrado de soja, leche en polvo y sacarosa en las formulaciones de ldminas
de mango y lograron reducir hasta una 1 h el tiempo de secado. En este trabajo, se busco
alcanzar un valor de aw= 0,45 £+ 0,1 para obtener un producto que fuera microbioldégicamente
estable a temperatura ambiente (Tontul y Topuz, 2018), para ello el tiempo total empleado fue

de 6,0+ 0,5h a 60 °C.

Las laminas de manzana y acachul presentaron una humedad a la salida del equipo de
secado de 12,10 + 1,0 g H2O/100g de muestra. Este contenido de agua fue levemente superior
al valor reportado por Phimpharian y col. (2011) en ldminas de pifia (humedad de 10,3 g

H>0/100g de producto), cuya aw era similar a la de este trabajo.

Por otro lado, también se caracterizé la coloracion de las laminas de frutas mostrando

los siguientes parametros cromaticos (Tabla 4.3).

Tabla 4.3: Parametros cromaticos de las laminas de frutas.

Parametro Valor
L’ 32,2+4.0
a’ 13,4+29
b’ 1,9+0,4
Angulo de tono (°) 8
croma 13,5

Valores expresados como la media =+ la desviacion estandar.
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Diamante y col. (2013), elaboraron diferentes laminas deshidratadas de manzana y
grosella negra, en las cuales variaron los porcentajes de cada fruta en las formulaciones, y
reportaron valores de croma entre 4 y 19. Seglin estos autores, la intensidad del rojo/ptrpura
que presentaban sus muestras estaba relacionado al aumento del croma. En el caso de las
laminas de manzana y acachul (Figura 4.3), la tonalidad observada también fue rojo/purpura
intenso. Esta coloracion fue consecuencia de la adicion del polvo de acéchul, dado que como
se mostrd en la Tabla 4.2 fue muy rico en pigmentos antocianicos. Asimismo, los valores
obtenidos fueron cercanos a los reportados por Karki (2011) para laminas de ardndanos L*=
28,5+0,2; a*=1,7+£ 0,1 y b*=-0,1 £ 0,1, quien adjudic6 también la coloracion rojiza intensa

a las antocianinas provenientes del arandano.

Figura 4.3: Apariencia de la lamina de manzana y acachul.

En las laminas de frutas deshidratadas, la textura es un parametro de gran relevancia
porque debe parecerse a un cuero natural (de alli su nombre en inglés “fruit leather”). Ademas,
las propiedades mecanicas deben ser lo suficientemente resistentes para mantener su integridad
durante la manipulacién en el procesamiento y envasado (Valenzuela y Aguilera, 2013). En
este sentido, los estudios mecénicos mediante ensayos instrumentales de fuerza-deformacion
suelen ser ampliamente utilizados para caracterizar los alimentos solidos (Lu y Abbott, 2004).
En este trabajo, la textura de las laminas de fruta se estudio6 utilizando una maquina de ensayos
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universales mediante un test de puncion. En la Figura 4.4 se muestra, a modo de ejemplo, una
curva de fuerza vs distancia obtenida durante un ensayo realizado sobre laminas de manzana y

acachul.
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Figura 4.4: Curva fuerza vs distancia de la lamina de fruta.

Se puede observar que la fuerza de penetracion (Fmax) aumento6 progresivamente hasta
alcanzar un valor méximo correspondiente a 3,69 + 0,44 mm, siendo la energia de deformacion
liberada hasta ese punto (o dureza del material) de 4,5 + 1,2 J. Valenzuela y Aguilera (2015)
reportaron valores similares de Fmax (1,0-3,0 N) en ldminas de manzana almacenadas en
diferentes condiciones de humedad relativa (0-75%). Ademas, la curva mostré una forma
redondeada, lo que sugiere que la lamina de fruta opuso cierta resistencia a la ruptura. También
se observa que la linea es continua y suave, comportamiento tipico de un material no crujiente.
Estos resultados fueron consistentes con las caracteristicas esperadas para este tipo de golosina,

que generalmente son suaves y gomosas (Raab y Oehler, 1986).
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4.1.2.2 Composicion centesimal

La importancia de evaluar la composicion centesimal de un alimento es conocer cuales
son los nutrientes que lo constituyen y cuanta energia aportan a la dieta (Pita Martin de Portela,
2006). Ademas, el Codigo Alimentario Argentino (CAA) en el capitulo 5 (Res. GMC 46/03)
establece como obligatorio declarar en el rétulo de los productos alimenticios el contenido
cuantitativo de los nutrientes y su valor energético. Teniendo en cuenta esto, se analizaron los

macronutrientes provenientes de las laminas de frutas (Tabla 4.4).

Tabla 4.4: Composicion centesimal de las [aminas de fruta.

Componentes 2/100g de lamina de fruta
Hidratos de Carbono 70,03 £ 4,6
Fibra dietaria Total 5,29 £ 0,69
Contenido de proteinas 0,88 + 0,20
Contenido de grasa 0,12 +£0,03
Contenido de cenizas 4,70 £ 0,67

Valores expresados como la media =+ la desviacion estandar.

De los macronutrientes analizados, los hidratos de carbono se destacaron por
presentarse en mayor proporcion y, por otro lado, las grasas y las proteinas mostraron los
valores mas bajos. Estos resultados estan relacionados a los materiales frutales utilizados en la
formulacion, ya que se encontraban en mas de un 90% sobre el total de ingredientes. Ademas,
los ingredientes frutales aportaron un interesante contenido de fibra (Tabla 4.4), obteniéndose
valores cercanos a los reportados por Cappa y col. (2015) en el desarrollo de golosinas frutales
altas en contenido de fibra (=6g/100g producto). En este sentido, se ha demostrado que una
ingesta de fibra elevada se asocia con el control del peso corporal, la reduccion de riesgos de

enfermedades coronarias (Slavin, 2005; Thompson, 2000; Cappa y col., 2015), la prevencion
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del estrefiimiento, el control de la absorcion del colesterol sérico, la prevencion del cancer
intestinal y colon, y la promocién de microorganismos beneficiosos (Perry y Ying, 2016;

Merenkova y col., 2020).

Adicionalmente, en funcioén de la composicion de las laminas de fruta (Tabla 4.4), se
determino el aporte energético total resultando de 284,7 Kcal/100g de producto y de 12,2 Kcal
por unidad de lamina de frutas (aproximadamente 4,4 g). En cuanto a la porcion, existen
productos similares comerciales a nivel internacional (por ejemplo, “Fruit Snack Frutina”) que
presentan a una porciéon como 20 g del producto. Teniendo en cuenta esta referencia, el aporte
energético resulta de 56,9 Kcal/ porciéon. En una dieta 2000 Kcal/dia, el consumo de una
porcion aportaria 2,8% de los valores energéticos diarios recomendados (%VD). Este aporte se
debe mayoritariamente a las frutas y no a endulzantes comerciales utilizados cominmente en
la industria de golosinas, como sacarosa, glucosa, jarabes, entre otros (Vazquez-Sanchez y col.,
2019), dado que de los componentes que integran estas golosinas, las frutas aportan un 82%
del total de las calorias, y el jarabe de maltitol el 18% restante. Otro aspecto por destacar es
que teniendo en cuenta una persona de 60 Kg esta porcion representa sélo el 7% de la ingesta
diaria admisible (IDA) de estevia. Por lo tanto, este producto podria ser considerada una
“golosina saludable” ya que presenta bajo poder caldrico, un interesante aporte de fibra,
nutrientes provenientes de las frutas y ademds contiene un porcentaje de estevia muy bajo

respecto al valor de IDA.

4.1.2.3 Caracterizacion del potencial bioactivo

La caracterizacion de las laminas de fruta consistio en estudiar las mismas propiedades
evaluadas en las materias primas: contenido de antocianinas monoméricas (AMT), contenido

de polifenoles totales (CPT), y la capacidad antioxidante (CA). La Figura 4.5 muestra los
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resultados obtenidos para las laminas de frutas, comparandolos con los obtenidos para la
formulacion fresca. En este caso, la expresion de los resultados se realizo sobre base seca para

poder realizar una comparacion adecuada de las muestras.

% 0.6 b
: .
J: 4
E -
o0 (.4- o
o >
“ =
3 024 2
on
£
0.0-
55 CA-ABTS ¢ - , CAFRAP  d
. a .
2 2.0 b 2 2.0
20 20
O 1.54 O 1.5
=" ="
o0 1.0- o0 1.0-
£ £
0.5 0.5
0.0 0.0

- Formulacion Fresca - Formulacion Deshidratada

Figura 4.5: Contenido de antocianinas monoméricas totales (AMT) (a), polifenoles totales
(CPT) (b), capacidad antioxidante medida mediante los métodos ABTS (¢) y FRAP (d).

Diferentes letras indican diferencias significativas p < 0,05.

Se observa que tras el proceso de deshidratacion las AMT (Fig. 4.5-a) y los CPT (Fig.
4.5-b) disminuyeron levemente, mostrando pérdidas de 20% y 25% respectivamente. Esta
pérdida se ve reflejada en los compuestos con CA, dado que también mostraron una
disminucién del 12% para ABTS (Fig. 4.5-¢) y del 10% en el caso del ensayo de FRAP (Fig.

4.5-d). En este sentido, diversos trabajos han reportado la reduccion de compuestos bioactivos
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debido al proceso de deshidratacion de las ldminas de fruta. Por ejemplo, Torres y col. (2015)
reportaron pérdidas de 31% de CPT y 42% de CA en laminas de manzana y membrillo;
Quinteros-Ruiz y col. (2014) obtuvieron pérdidas del 81% para CPT y del 60% de la CA en
laminas de rosa mosqueta; y Demarchi y col. (2013) quienes estudiaron los efectos de la
temperatura en el desarrollo de laminas de manzana probando diferentes tecnologias de secado
y temperaturas, encontraron que, en la situacion mas favorable, la retencion de los compuestos
con CA fue de 16%. Por lo tanto, las pérdidas de los compuestos bioactivos son frecuentes en

el desarrollo de este tipo de productos.

4.1.2.4 Bioaccesibilidad de los compuestos potencialmente bioactivos

Desde hace varios afios se observa que la caracterizacion de los compuestos bioactivos
de un alimento no alcanza para describir los efectos que podrian tener sobre la salud, ya que se
ha encontrado que la matriz y la forma en que se encuentran esos compuestos interfieren en
gran medida en la absorcion intestinal y finalmente podrian no llegar al destino esperado
(Pastoriza y col., 2011; Santos y col., 2020). Es decir que segin la composicion del alimento
se puede modificar la bioaccesibilidad y la biodisponibilidad de estos compuestos. En este
sentido, Kamiloglu y col. (2014) determinaron la bioaccesibilidad de la CA de frutos secos y
encontraron que para el higo fue de 41% y para durazno deshidratado de 32%, exponiendo las
diferencias que se pueden encontrar segun el tipo de alimento. Teniendo en cuenta este
contexto, se estimo la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos (AMT y CPT) y de los
compuestos con capacidad antioxidante (ABTS y FRAP), sometiendo a la ldmina de fruta a
una simulacion del proceso gastrointestinal (Minekus y col., 2014). En la Figura 4.6 se
comparan los resultados obtenidos para las ldminas sin digerir (SD) y para las laminas

sometidas a la digestion in vitro (D).
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Figura 4.6: Contenido de antocianinas monoméricas totales (AMT) (a), polifenoles totales
(CPT) (b), capacidad antioxidante medida mediante los métodos ABTS (¢) y FRAP (d)
obtenidos para las laminas sin digerir (Iamina SD) y digeridas (lamina D). Diferentes letras

indican diferencias significativas p < 0,05.

Por un lado, se observa que las AMT (Fig. 4.6-a) disminuyeron notablemente,
alcanzando s6lo un 17% de bioaccesibilidad de estos compuestos. Por otro lado, la
bioaccesibilidad de los polifenoles (Fig. 4.6-b) y de los compuestos con CA (Fig. 4.6-c y 4.6-
d) resultaron en 90% y 50%, respectivamente. Observando estos ultimos valores, se podria
pensar que la matriz de la lamina de la fruta tuvo un efecto protector sobre la mayoria de los
compuestos antioxidantes, evitando su degradacion durante la digestion gastrointestinal. Sin

embargo, al observar los resultados de las AMT, es posible que hubiera cambios durante la
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digestion. En este sentido, Goémez-Mattson y col. (2021) reportaron que luego de la digestion
in vitro de polvo de sauco, las AMT disminuyeron entre un 50 y un 80% Yy, por otro lado,
obtuvieron una recuperacion de los compuestos con CA de aproximadamente 50%. Segun estos
autores la disminucion de las AMT podria deberse a la rotura del anillo de las antocianinas
debido a las condiciones alcalinas en la fase intestinal. Este mecanismo ha sido descripto por
Castafieda-Ovando y col. (2009), quienes sefialan que, al aumentar el pH de las antocianinas
por encima de 5, el carbono 2 del anillo pyrilium sufre un ataque nucleofilico desencadenado
por el agua. En consecuencia, se pierden dos electrones, y se rompe el anillo formando en
primer lugar una base hidratada y posteriormente, al subir el pH por encima de 6, una chalcona.
Esto explicaria en parte que el contenido de CPT se haya mantenido luego de la digestion, ya
que las chalconas son flavonoides. Sin embargo, se debe considerar que puede existir un
balance entre los polifenoles degradados, los generados por cambios estructurales de las
moléculas como es el caso de las antocianinas y los liberados desde la matriz del alimento

debido al efecto de la digestion.

En cuanto a la CA obtenida de la fraccion insoluble luego de la digestion in vitro, se
obtuvo un valor de 134,53 + 10,4 mg EAG/g de lamina de fruta. Este valor fue mucho més alto
de lo esperado, sin embargo, estos resultados se encuentran en concordancia con Archaina y
col. (2019), quienes reportaron que la CA del residuo obtenido luego de la digestion in vitro de
unos bocaditos de grosella negra liofilizados, aumentd casi 14 veces con respecto al valor
obtenido sin digerir el bocadito. Sin embargo, segin estos autores, la mayor parte del bocadito
luego de la digestion in vitro pasoé a ser parte de la fraccion insoluble, tal como sucedi6 con las
laminas de fruta en las que el precipitado correspondi6 a un 80% de la muestra. Lo interesante
de este resultado, es que los compuestos con CA dirigidos al colon podrian ser benéficos, ya
que segun Wu y col. (2015), una vez en el intestino grueso o en el colon, estos compuestos

pueden biotransformarse y absorberse. En este punto, se debe tener en cuenta el papel que
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cumple la microbiota colonica, la cual se encarga de procesar la mayoria de los flavonoides no
absorbidos en el intestino delgado y transformarlos en especies bioaccesibles (Santos y col.,
2020). Ademas, la presencia de esta fraccion insoluble podria resultar beneficiosa para la
microbiota, puesto que recientes evidencias cientificas apuntan a que ciertos polifenoles
podrian ejercer su accion beneficiosa actuando como prebidticos a través de la modulacion de
la microbiota fomentando la proliferacion de bacterias beneficiosas (Van Hul y Cani, 2019;

Liu y col., 2019).

4.1.2.5 Analisis sensorial

4.1.2.5.1 Estudio sensorial cualitativo

Con la finalidad de evaluar la percepcion de los consumidores sobre las laminas de fruta
se realizd un estudio sensorial cualitativo utilizando la técnica proyectiva de asociacion de
palabras. En esta técnica los participantes deben manifestar lo primero que piensan sobre el
producto expuesto, permitiendo con sus respuestas identificar el vocabulario con el cual los
consumidores asocian al producto de interés (Archaina y col., 2019; Vazquez-Sanchez y col.,
2021). En este ensayo, se obtuvieron un total de 489 palabras mencionadas por 359

participantes. La Figura 4.7 muestra una nube de palabras con los resultados obtenidos.
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Figura 4.7 Nube de palabras. Se muestran las diferentes palabras mencionadas por los

participantes (n=359) como parte de los resultados del andlisis sensorial cualitativo.

A partir de las respuestas de los participantes, las palabras mencionadas se agruparon

en categorias teniendo en cuenta el significado de cada una de ellas. Las categorias que

surgieron fueron: Saludable, Interesante, Novedoso, Sorprendente, Agradable,

Rico,

Prometedor, Poco atractivo, Desconocido y Raro. Adicionalmente, se evaluo el porcentaje de

mencion de cada categoria. La Figura 4.8 muestra los resultados obtenidos.

3% Desconocido

1% Raro
7% Poco atractivo

2% Prometedor
31% Saludable
6% Rico

8% Agradable

/

8% Sorprendente

10% Novedoso

24% Interesante
Figura 4.8: Categorias identificadas a partir de los resultados del andlisis sensorial

cualitativo con sus porcentajes de mencion.
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Los resultados mostraron que el 89% de las palabras mencionadas pertenecia a
categorias de agrado (saludable, interesante, novedoso, sorprendente, agradable, rico,
prometedor), por otro lado, el 4% considero el producto "raro" y "desconocido" y solo el 7%
de los participantes lo considerd "poco atractivo". Por lo tanto, segun este estudio las [aminas

de frutas tal como se formularon podrian ser aceptadas por los consumidores.

Ademas de evaluar la percepcion de los participantes sobre las laminas de fruta, se
consulto la intencion de compra de este producto. Los resultados mostraron que el 73% de los
participantes reportaron intencion de comprar la ldmina de fruta, mientras que el 24% indic6
que podria comprarla y solo el 3% mencion6 que nunca la compraria. Estos resultados sugieren

que el producto podria tener una buena aceptacion en el mercado local.

4.1.2.5.2 Analisis sensorial cuantitativo

Los parametros sensoriales son una de las propiedades mas importantes de los
productos alimenticios ya que brindan informacion sobre si el producto serd aceptado por los
consumidores y si tiene posibilidades de instalarse en el mercado o si es necesario reformularlo
(Cardenas-Mazoén y col., 2018). En este sentido, las pruebas afectivas permiten cuantificar el
agrado o disgusto de un producto a partir de la utilizacion de escalas hedonicas (Lawless y
Heimann, 2010). En este trabajo, 96 personas degustaron las laminas de frutas e indicaron el
grado de satisfaccion global y de cada atributo que presentaban estas golosinas, y por otro lado

expresaron el grado de intensidad percibido de cada atributo.
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4.1.2.5.2.1 Evaluacion del grado de satisfaccion global y por atributo

En la prueba de evaluacion del grado de satisfaccion global, el 92% del total de
respuestas se distribuyeron entre las opciones de agrado: "Me gusta levemente" 23%, "Me
gusta" 50% y "Me gusta mucho" 19%, y solo el 4% de las respuestas se encontraron dentro de
las opciones de disgusto (Me disgusta levemente 1%, me disgusta 1% y me disgusta mucho
2%). por lo tanto, la aceptabilidad general de este producto fue muy alta. En la Figura 4.9 se

muestran los resultados obtenidos.
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Figura 4.9: Grado de satisfaccion global de las laminas de fruta (96 consumidores).

Por otro lado, los resultados de la evaluacion del grado de satisfaccion por atributos
(Figura 4.10) también fueron positivos, dado que un alto porcentaje de respuestas (70-80%)
expresaron opciones de agrado (“me gusta levemente” y “me gusta”) en los atributos
evaluados. Del porcentaje restante, entre 7 y 16% seleccionaron la opcidon “No me gusta ni me
disgusta” y solo entre el 8 y el 13% eligieron las opciones de desagrado: “Me disgusta

levemente” y “Me disgusta”.
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Figura 4.10: Evaluacion del grado de satisfaccion por atributo de las ldminas de fruta.

4.1.2.5.2.2 Evaluacion de la intensidad de los atributos

Ademas de evaluar el grado de satisfaccion, también se estudid la intensidad que
presentaban los atributos en las laminas de fruta. Para ellos se utilizo la escala JAR (Just-About-
Right) la cual permite determinar la intensidad de cada atributo segin la percepcion de los

consumidores. La Figura 4.11 muestra los resultados obtenidos.

123



IV-Resultados y discusion

Consumidores (%)

100+ B Alto
80- 0 Justo
3 Bajo
60+
40+
204
0

e‘ AP >
Q° < N
‘soe Qe%
%

Figura 4.11: Porcentaje de consumidores que seleccionaron los diferentes niveles en la

escala JAR para cada atributo de las laminas de fruta.

Se puede observar que un alto porcentaje de consumidores considerd que la intensidad
de muchos de los atributos estudiados de las laminas de frutas era “justa”. Es asi, que para la
dureza un 70% considerd que este atributo estaba justo, para el sabor a frutas un 53%, para la
acidez un 50%, para el color 42%, para el dulzor 46% y para la pegajosidad un 46%. Aunque
todos estos porcentajes son altos, se puede observar que los tltimos tres atributos mencionados
obtuvieron en la categoria “justo” menos del 50%. En este sentido, un porcentaje significativo
de consumidores considerd que el color tenia una intensidad alta (47%), y la acidez y dulzura
presentaron una intensidad baja (45% y 38%, respectivamente). Sin embargo, al comparar estos
resultados con los obtenidos en el grado de satisfaccion del producto, se puede observar que,
si bien algunos de los consumidores consideraron que estos atributos no estaban en el punto
correcto, el 70% se mostrd satisfecho con estos atributos. Todos estos resultados sugieren que
no serian necesarios cambios en la formulacion de las ldminas de fruta y que el producto podria

tener un alto potencial para ser considerado un prototipo para su lanzamiento al mercado.

124



IV-Resultados y discusion

4.1.2.6 Estabilidad

Los cambios fisicoquimicos de las laminas de fruta se estudiaron durante
aproximadamente 6 meses (184 dias) de almacenamiento a temperatura ambiente (25 °C). En
la Figura 4.12 se muestran los resultados obtenidos respecto a la evolucion de aw y el contenido

de agua de las laminas de fruta durante el almacenamiento.
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Figura 4.12: Variacion de la aw y el contenido de agua de las laminas de fruta durante 6

meses de almacenamiento a 25 °C.

Se observa que la ay y el contenido de agua de las laminas de frutas disminuyeron
conforme avanzo el periodo del almacenamiento. Sin embargo, a partir de aproximadamente 5
meses esta disminucion fue significativa, alcanzando un 30% de pérdida de humedad y 47%
de pérdida de aw. Desde el punto de vista de la estabilidad microbioldgica, no se esperaria que
se deterioren dado que se trata de un producto con aw< < 0,6 (Azeredo y col., 2006; Tontul y
Topuz, 2018), sin embargo, a nivel textural se generaron cambios ya que se pudo percibir
visualmente y a través del tacto que las laminas de fruta almacenadas mas de cinco meses
estaban duras y quebradizas. Segiin Diamante y col. (2014) las variables mas influyentes en la

estabilidad de las laminas de frutas son la temperatura de almacenamiento y el material
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utilizado en el embalaje del producto. En este sentido, Iriwandi y col., (1998) estudiaron el
efecto que tenian cuatro materiales de embalaje (laminado de aluminio, polipropileno,
polietileno de alta densidad y polietileno de baja densidad) durante el almacenamiento a
temperatura ambiente de laminas de durian, y reportaron que al cabo de 12 semanas en todos
los casos observaron pérdida de humedad y aumento de la dureza. En esta misma linea,
Giacalone y col. (2019), realizaron un estudio de vida util acelerado de laminas de fruta a base
de kiwifio (baby kiwi) y manzanas Granny Smith y reportaron que las muestras perdieron peso
durante el almacenamiento, posiblemente debido a un efecto de deshidratacion. Sin embargo,
también observaron un fuerte retraso de la pérdida de humedad cuando las ldminas se

encontraban envasadas con laminas de polietileno.

Por otro lado, también se evaluaron los cambios en el color superficial de las laminas
de fruta en funcioén del tiempo de almacenamiento. Este estudio es muy importante debido a
que la aceptacion por parte de los consumidores estd relacionada a la apariencia visual, y
cualquier cambio perceptible podria ocasionar el rechazo del producto (Maskan y col., 2002).

En la Figura 4.13 se muestra la evolucion en el tiempo de los valores de L”, a" b de las 1aminas

de fruta.
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Figura 4.13: Evaluacion del color de las laminas de frutas durante 6 meses de
almacenamiento. a) Evolucion de los parametros a” y b” durante el almacenamiento; b)

Variacion del parametro L” en funcién del tiempo.
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Durante el almacenamiento de laminas de frutas, frecuentemente la coloracion se ve
afectada debido a reacciones de pardeamiento no enzimatico (Maillard). Estas reacciones se
ven favorecidas en alimentos con bajas aw, aztcares reductores y compuestos que presenten
grupos aminos (Quinteros-Ruiz y col., 2012). Este efecto en la coloracion de laminas de fruta
fue reportado por diversos autores. Kumar y col. (2010) elaboraron ldminas de papaya y
encontraron que al cabo de cuatro meses no fueron sensoriamente aceptables debido a la
coloracion parda que presentaron las muestras. Quinteros-Ruiz y col., (2012) realizaron un
estudio acelerado de la vida util de ldminas de manzana y reportaron que el indice de
pardeamiento aumento significativamente durante el tiempo de estudio. Giacalone y col. (2019)
observaron que los valores de L disminuyeron y los pigmentos pardos aumentaron durante el
tiempo de almacenamiento de ldminas de manzana y kiwino. En el caso de las laminas de
manzana y acachul, se puede observar que sélo el parametro a” disminuy6 durante el tiempo
de almacenamiento, mientras que b y L” se mantuvieron sin cambios significativos (Figura
4.13). Esto también fue visualizado mediante el angulo de tono, que empez6 con un valor de
8° y al finalizar el tiempo de almacenamiento presentd un valor de 11°. Estos resultados
sugieren que los cambios en el color de las laminas fueron leves, por lo que, si hubo reacciones
de pardeamiento, estas no afectaron la apariencia de las laminas. En este sentido, la utilizacion
del polvo de acachul en la formulacion de las laminas de fruta fue beneficiosa no soélo por el
aporte de compuestos bioactivos, sino que también por mantener estable la coloracion del

producto durante el tiempo de almacenamiento.

En cuanto a los compuestos potencialmente bioactivos, la Figura 4.14 muestra los
resultados obtenidos para las AMT, CPT y CA en el transcurso de los 6 meses de

almacenamiento.
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Figura 4.14: Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de las ldminas de fruta durante
6 meses de almacenamiento. a) AMT; b) CPT; ¢) CA (ABTS); d) CA (FRAP). Diferentes

letras indican diferencias significativas p < 0,05.

En la Figura 4.14-a se observa una disminucion significativa de las AMT en desde el
dia 15, la cual representd una pérdida del 28%. Posteriormente, estos compuestos se
mantuvieron estables hasta el dia 65 donde la recuperacion fue del 50% y finalmente al dia 184
la pérdida total de AMT fue de 81%. Por otro lado, analizando la CA (Figs. 4.14-¢c y d) se
observa que entre los dias 127 y 142 los compuestos con CA comenzaron a presentar cambios
significativos, obteniendo una recuperacion del 91% en el dia 127 para ABTS y del 66% en el
dia 142 para FRAP. Al finalizar el tiempo de almacenamiento (dia 184), ambas metodologias
mostraron una recuperacion de la CA de 35%. Esta disminucion podria deberse al deterioro
de las AMT dado que se ha demostrado que las mismas presentan alta CA (Tsai y col., 2002;

Hu y col., 2016; Teng y col., 2017; Martin-Goémez y col., 2020;). No obstante, es posible que
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durante el almacenamiento también se estén generando nuevos compuestos de naturaleza
polifenolica y que estén aportando CA, porque el CPT (Fig. 4.14-b) s6lo mostré una
disminucion significativa el ultimo dia. En este sentido, distintos autores han reportado
aumentos en el contenido de polifenoles durante el almacenamiento de productos deshidratados
a bases de berries. Por ejemplo, Flores y col. (2014) estudiaron las AMT y el CPT durante el
almacenamiento de polvos de ardndanos obtenidos mediante secado por aspersion (utilizando
proteina de suero como matriz) y reportaron que al cabo del tiempo de 35 dias (a 22 °C, 37 °C
y 45°C) fue significativa la disminucion de las AMT, sin embargo, los polifenoles aumentaron
casi al doble. Busso-Casati y col. (2019), estudiaron el almacenamiento a 38 °C de polvos
liofilizados desarrollados a partir de arandano, grosella negra, satico y maqui, y reportaron que
al cabo de 60 dias todos los polvos mostraron una disminucién de las AMT cercana al 20%,
pero en el caso de los polifenoles observaron que en general los valores fueron superiores a los
iniciales. Ademas, Rocha-Parra y col. (2016) sugirieron la formacién de nuevos compuestos
antioxidantes, dado que informaron que la CA de un polvo de vino liofilizado se mantuvo
estable durante 145 dias de almacenamiento a 38 °C a pesar de haber observado la degradacion
de antocianinas especificas. Es decir, que a pesar de que las AMT se vean disminuidas, la CA

no se ve afectada de la misma manera.

De acuerdo con los estudios realizados en funcion de la variacion del contenido de agua,
la ay, el color, y las propiedades funcionales, se puede inferir que las ldminas de manzana y
acachul presentaron una vida util de 4 meses, posterior a este tiempo, el pardmetro que mas les
afect6 fue la deshidratacion. Posiblemente, utilizando otro tipo de envase se podria aumentar

la vida util del producto.
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4.2 Seccion II: Ingrediente de proteinas lacteas y acido folico

Esta seccion se focaliza en el desarrollo y caracterizacion de dos ingredientes
conteniendo acido folico (AF). Uno de ellos se conformd por B-lactoglobulina (Blg) y AF (Blg-
AF) y el otro por un aislado de proteina de suero (Whey Protein Isolate, WPI) y AF (WPI-AF).
El proposito de desarrollar estos ingredientes fue mejorar la estabilidad de la vitamina dado
que es sensible a varios factores como la luz, la temperatura y el tiempo de almacenamiento,
entre otros (Gregory, 1989; Berry Ottaway, 2010; Frommherz y col., 2014). Adicionalmente,
la seleccion de las dos proteinas tuvo como objetivo estudiar el comportamiento del AF con
una proteina pura como es la flg y con una mezcla de proteinas constituida en gran medida por
Blg (WPI), de manera de conocer las interacciones de la vitamina en un sistema simple y en

otro mas complejo, pero mas econdémico.

4.2.1 Caracterizacion de las interacciones entre las proteinas y la vitamina B9

El desarrollo de los ingredientes Blg-AF y WPI-AF se bas6é en la formacién de
complejos entre las proteinas lacteas y la vitamina. En un estudio previo, Pérez y col. (2014)
trabajando con Blg y AF en una proporcion 1:10 (Blg:AF) a pH 7, desarrollaron nanocomplejos
conformados por una molécula de proteina unida a tres moléculas de AF y observaron que las
interacciones eran principalmente hidrofobicas. También informaron que era posible aumentar
la carga de AF en la proteina, dado que los nanocomplejos mostraron tamafios mayores a
medida que aumentaba la concentracion de la vitamina de 0,002 a 0,2%. A partir estos
resultados, surgiod la idea de desarrollar ingredientes concentrados de proteinas lacteas y acido
folico para su empleo en la suplementacion de alimentos. La propuesta para este trabajo fue
adaptar el procedimiento de nanocomplejamiento utilizado por Pérez y col. (2014), para

obtener ingredientes concentrados.
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Para establecer las condiciones de pH mas adecuadas para la generacion de los
ingredientes, se realizaron pruebas preliminares acidificando las soluciones de proteina y AF
al 1,0 % con HCI, desde pH 7 hasta pH 2. Estas pruebas mostraron que a pH 6 y 7 los complejos
se encontraban en solucion, a pH 5 una parte precipitd y el resto quedo en solucion, y a valores
menores de pH se observd la precipitacion completa, mostrando el liquido superior totalmente
transparente (Figura 4.15). La precipitacion fue valorada positivamente como una posible
separacion de fase del complejo, facilitando el proceso de separacion para la generacion de un
ingrediente. Segiin Pérez y col. (2014) los nanocomplejos de Blg-AF presentaron inestabilidad

coloidal a valores de pH menores a 5 (Blg 0,2% - AF 0,002 a 0,2%).

Fase libre de
complejos

Fase rica en
complejos

Figura 4.15: Complejos Blg-AF desarrollados a una concentracion de 1g de especie
disuelta/100 g de solucion (siendo las especies disueltas Blg y AF), a distintos valores de pH
(2 a7) ajustados con HCI.

Este fenomeno de precipitacion espontdnea y completa no fue observado en los

controles de proteina pura (Figura 4.16).
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Figura 4.16: Soluciones controles de Blg desarrolladas a una concentracion de 1g de
proteina/100 g de solucion, ajustadas a distintos valores de pH (2-7). Acidificacion realizada

con HCI.

Por otro lado, en los controles de AF, se observo un aumento de la turbidez a partir de
pH 5, pero no se observo precipitacion completa a ninguno de los valores de pH estudiados

(Figura 4.17).

Figura 4.17: Soluciones controles de AF desarrolladas a una concentracion de 1g de AF/100

g de solucion, ajustadas a distintos valores de pH (2-7). Acidificacion realizada con HCL.
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Una vez definida la posibilidad de generar los complejos por precipitacion al disminuir
el pH, se reemplaz6 el HCI por un acido de uso alimentario (acido citrico) y se establecié como
condicion de trabajo el pH 3 tanto para los complejos Blg-AF como WPI-AF (Figura 4.18). A
continuacion, se describen los resultados obtenidos a partir de los sistemas acidificados con

acido citrico.

Figura 4.18: Desarrollo de complejos Blg-AF y WPI-AF a pH 3. Acidificacion realizada con

acido citrico.

4.2.1.1 Andlisis de FT-IR

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) es una herramienta
ampliamente conocida para analizar compuestos de distinta naturaleza. Cuando la radiacion
infrarroja incide sobre una muestra, es capaz de provocar cambios en los estados vibracionales
de las moléculas constituyentes de la misma. La absorcion de radiacion por parte de una
muestra es indicativa del tipo de enlaces y grupos funcionales presentes (Kacurakova y Wilson,
2001; Carbonaro y Nucara, 2009; Barraza-Garza y col., 2013). En este trabajo, se utiliz6 esta
metodologia para estudiar las interacciones proteina-AF generadas en los ingredientes. En la
Figura 4.19 se muestran los espectros FT-IR adquiridos para las proteinas Blg y WPL el AF y

sus respectivos complejos proteina-AF. Los principales picos caracteristicos del AF (lineas
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negras) surgen de las vibraciones OH, NH, C=N y C=0. Este espectro coincide con los
resultados reportados en otros trabajos (Raouf y col., 2014; Assadpour y col., 2017). Se
destacan los picos ubicados a 1456, 1485 y 1519 cm™ que corresponden al anillo de pteridina;
la flexion de NH que se observa en 1544 y 1606 cm™'; el aromatico C=C a 1571 cm™'; el C=N
a 1639 cm’! y el estiramiento de C=0 a 1692 cm!. El estiramiento OH de los grupos
carboxilicos (region del 4cido L-glutdmico), y el NH del anillo de pteridina muestran sus

sefiales entre 3000 y 3600 cm™'.
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Figura 4.19: Espectros FT-IR. a) AF (negro), Blg (violeta) y Blg-AF (azul). b) AF (negro),
WPI (rojo), WPI-AF (verde).
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Por otro lado, la Figura 4.19 también muestra los picos caracteristicos principales de
las proteinas (amida I, Il y Il a ~ 1650, ~ 1550 y 1400-1200 cm™', respectivamente), asi como
las principales sefiales de estiramiento de OH en la region entre 3000-3600 cm ! (Assadpour y
col., 2017; Barth, 2007). La sefial de la amida I proviene mayoritariamente del estiramiento
C=0, mientras que la de amida II y la amida III son mayoritariamente una combinacién de la

flexion NH y el estiramiento CN (fuera de y en fase, respectivamente).

En cuanto a los espectros de los complejos proteina-AF, se encontré que ambos
presentaron bandas caracteristicas de los constituyentes individuales (proteinas y AF), y
sefiales que indicaban la interaccion entre las proteinas y el AF. Por ejemplo, la presencia de
AF en los complejos se observo en las bandas 1486, 1606, 1639 y 1692 cm™!, y la contribucién
de las proteinas en las regiones de amida IL, III y I (en menor medida). Las interacciones entre
los componentes se observaron en varios nimeros de onda dado que surgieron cambios en la
posicion y la forma de los picos. En ambos complejos se observo el desplazamiento del pico a
3418 cm! hacia 3400 cm™ (grupos carboxilicos OH y NH, y NH del anillo de pteridina); la
combinacién de picos proteicos a 3074 y 3288 cm™ y los de AF a 3111 y 3323 cm™! dio una
nueva y més amplia sefial entre 3400 y 3000 cm™! como consecuencia de los nuevos enlaces de
hidrogeno establecidos en los complejos. También se observaron desplazamientos en el
maximo de amida I (1660 a 1682 cm™) y en la region de amida II de 1571 a 1569 cm™ para
Blg-AF y de 1572 a 1570 cm™ para WPI-AF, posiblemente debido a la interaccion establecida
entre las proteinas y el grupo funcional C=0 del 4cido p-amino-benzoico. Ese evento también
puede observarse por el cambio de la banda de estiramiento asimétrico de 1546 a 1541 cm’!,
que es debido a la interaccion con los estiramientos de C=C del anillo heterociclico y del anillo
heterociclico del anillo de pteridina (Li y col., 2012). Adicionalmente, se observé un cambio
en la sefial de pteridina del AF de 1485 a 1490 cm™ en los complejos (aunque la proteina mostré

alguna contribucién a 1490 cm™, pero la forma de la banda correspondia a la sefial de AF).
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Ademas, la sefial del anillo de pteridina a 1692 cm™! que surge de C=0 fue mas estrecha en los
complejos que en AF revelando un cierto grado de participacion reducida en la resonancia con
el NH (Li y col., 2012) posiblemente promovida por la interaccion general con las proteinas.
Este andlisis revel6 que las interacciones de AF con las proteinas podrian presentarse través

del anillo de pteridina, del dcido p-amino-benzoico y de grupos del 4cido glutdmico.

4.2.1.2 Potencial { de los constituyentes y de los complejos

El potencial  es una medida de la repulsion o atraccion electrostatica entre las particulas
(Malvern, 2011). Segin Cheema y col. (2015) es el potencial que opera en el plano de una
particula cargada durante el movimiento electroforético. Esta medicion es muy util para
comprender las interacciones que presenta un compuesto tal como lo describen Pérez y col.
(2014). En este trabajo, se midio el potencial { de los constituyentes de los complejos (proteinas
y AF) y de los complejos (Blg-AF, WPI-AF) en las mismas condiciones. La Figura 4.20
muestra los resultados obtenidos. Se puede observar que las proteinas obtuvieron valores
positivos, siendo para Blg= 21,3 = 0,6 mV y para WPI= 23,0 + 1,0 mV. Ambos resultados
fueron consistentes con reportes previos observados en otros trabajos. En el caso de la -
lactoglobulina, Huang y col. (2009) demostraron que esta proteina presentd cargas netas
positivas cuando se encontraba a un pH por debajo de su punto isoeléctrico (PI) 4,8, y
reportaron un valor similar al obtenido en este trabajo en condiciones de pH 3. En cuanto al
WPL, Hu y col. (2020) reportaron que presentd un potencial { de ~25,7 mV cuando se
encontraba en solucion acuosa a pH 3,5. Este resultado se deberia a que los grupos amino de
las proteinas se encontrarian cargados positivamente mientras que los grupos carboxilo estarian

en estado neutro (Chanamai y McClements, 2002; Huang y col., 2009).
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Con respecto al potencial { del AF, se obtuvo un valor negativo, el cual estuvo de
acuerdo con el reportado por Pérez y col. (2014) y Ochnio y col. (2018). Este resultado podria
estar relacionado a los pKa que presenta la molécula de AF, dado que segun Tyagi y Penzkofer
(2010), esta vitamina presenta dos pKa en los que se involucra la protonacion del N1 (2,35) y
del N10 (0,20) de la molécula. Por lo tanto, en condiciones de pH por encima de 2,35 no seria

posible que el AF mostrara cargas positivas.
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Figura 4.20: Potencial { de los complejos y de sus constituyentes en polvo resuspendidos en
agua cuyas concentraciones finales eran de 5g especie disuelta /100g de solucion (especie

disuelta= proteina o AF) a pH 3 y temperatura ambiente.

En cuanto a los complejos, se puede observar que se obtuvieron valores de potencial
cercanos a cero. En comparaciéon con los valores de potencial { obtenidos para los
constituyentes puros de los complejos, estos resultados son indicativos de la anulacion de

cargas o cancelacion global de carga inducidas por interacciones proteina-vitamina. Este
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resultado podria sugerir que las interacciones que gobiernan mayoritariamente a la proteina y

al AF para generar estos complejos son del tipo electroestatico.

4.2.2 Caracterizacion del tamafo de particula en escalas nano y micro

4.2.2.1 Analisis del tamario de particula en nanoescala.

Con la finalidad de conocer los tamafios de particula que presentaron los complejos, se
analizaron los didmetros hidrodindmicos de las muestras. Las distribuciones del tamafo de
particulas a pH 3 expresadas en intensidad (emitida originalmente por el software del equipo),

en % de volumen y en % de nlimero se muestran en la Figura 4.21 para las muestras de Blg y

Blg-AF.
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Figura 4.21 Distribucion del tamafio de particula expresado en % de intensidad (a), % de

volumen (b) y % de nimero (c¢) de la proteina Blg (violeta) y el complejo Blg-AF (azul).
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La distribucién de tamafio generada por DLS es una distribucion de intensidad, sin
embargo, estos resultados estan relacionados con la dispersion de la muestra y no dan
informacion acerca del tamafio de particula ni de la proporciéon de poblaciones que estan
presentes en la solucion. Por este motivo, los datos se transforman mediante la teoria de Mie a
distribuciones expresadas en volumen y en nimero (Malvern, 2011). De esta manera, es posible
describir la proporcion relativa de poblaciones de particulas multiples presentes en la muestra

en funcion de su masa o volumen o directamente el nimero en lugar de basarse en su dispersion.

En el caso de la proteina Blg, se observa que la distribucion en funcion de la intensidad
(Fig. 4.21-a) es multimodal, sin embargo, los resultados expresados en volumen y en nimero
muestran que la distribucion es monomodal presentando s6lo una poblacion dominante con un
pico a un didmetro de 3,0 nm y limites entre 2,2 nm y 3,9 nm. Este resultado esta de acuerdo
con estudios recientes de Martinez y Pilosof (2018) quienes observaron el mismo patron para

Blg en soluciones con un rango de pH de 2,5-4,0.

En cuanto a los complejos Blg-AF, la distribucion obtenida fue multimodal. En el caso
de la distribucion expresada en volumen (Fig. 4.21-b) se observan 5 picos, sin embargo, la
distribucioén expresada en numero (Fig. 4.21-¢) destaca solo 4 picos. En comparacion con la
proteina pura, estos picos se encuentran a valores mayores de didmetro hidrodinamico. Esto
refleja la formacion y coexistencia de agregados con diferentes tamafios. Los picos mas
destacados se observaron a 15,5; 28,3; 41,0 y 56,0 nm, cuya distribucion de tamafio de particula
global present6 limites entre 12,3 y 65,0 nm. Estos resultados indican una interaccion
molecular en los sistemas mixtos de Blg y AF. Este efecto coincide con Pérez y col. (2014),
quienes observaron que al afiadir AF a soluciones de Blg en condiciones de pH 7 los tamafos

de particula se duplicaron.
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Por otro lado, en la Figura 4.22 se muestran los resultados obtenidos para WPI y el

complejo WPI-AF.
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Figura 4.22. Distribucion del tamafo de particula expresado en % de intensidad (a), % de

volumen (b) y % de numero (¢) de la proteina WPI (rojo) y el complejo WPI-AF (verde).

En comparacion con Blg (Figura 4.21), las soluciones de WPI manifestaron tamafios
mayores y mayor polidispersidad en términos porcentuales de volumen y numero. La
distribucién del tamafio de particula de WPI expresada en volumen fue trimodal con picos en
31,0; 65,0 y 496,0 nm, y con una distribucion global entre 22,5 y 992,3 nm. Sin embargo, el
analisis expresado en nimero no mostr6 el pico a 496,0 nm, lo que refleja que los tamanos de
particulas mayores observados no tuvieron peso estadistico en la distribucion global. Por tanto,
en la Figura 4.22-c solo se observaron dos picos, a 29,62 y a 62,04 nm, con limites de

distribucién de 23,5 y 103,1 nm.
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Las diferencias observadas entre ambas proteinas se relacionan a la naturaleza de cada
una: el WPI, a diferencia de la Blg pura, es una mezcla de proteinas con diferente tamafio e
incluso con diferentes estados de agregacion inducidos por el tratamiento térmico durante el
proceso de secado por aspersion para obtener este polvo. Se ha detectado que las proteinas
presentes en las soluciones acuosas de WPI pueden sufrir desnaturalizacion térmica
parcialmente (Dissanayake y col., 2010; Nishanthi y col., 2017). La pérdida parcial de las
estructuras terciarias y secundarias conduce a la exposicion de grupos internos que pueden
unirse a otras moléculas de proteinas por enlaces de hidrogeno, interacciones hidrofébicas y/o
formacion de enlaces disulfuro, favoreciendo el proceso de agregacion. Para los complejos
WPI-AF (Figura 4.22), la distribucion presenté un mayor numero de poblaciones y los limites
de la distribucion global fueron: 37,3 a 236,9 nm. La agregacion de proteinas inducida por AF

fue de mayor tamafio que la observada para Blg.

Ademas de evaluar el didmetro de particula, el software del equipo entrega el indice de
polidispersidad (IPD) que presentan las muestras. Este indice es un nimero adimensional y se
define como la relacion entre el cuadrado de la desviacion estandar y el cuadrado del tamafio
medio (Vinod y Philip, 2017). En la Tabla 4.5 se muestran los resultados obtenidos para las
muestras estudiadas. Se encontré un aumento en los valores obtenidos de IPD para los
complejos que fue significativo con respecto al control Blg. Estos resultados posiblemente estén
relacionados a las interacciones proteina-vitamina que en condiciones acidas se manifestaron
formando una gran variedad de agregados. En consecuencia, los complejos resultaron tener
una distribucion de tamafo de particula méas amplia y mayor polidispersidad. Estos resultados
son consistentes con las directrices del manual del equipo Malvern utilizado, dado que
establece que valores de IPD superiores a 0,7 indican que la muestra tiene una distribucion de

tamano muy amplia (Malvern, 2011).
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Tabla 4.5: Valores de polidispersidad (IPD) de las proteinas y los complejos (proteina-AF).

Muestra IPD
Blg 0,36 + 0,05
WPI 0,5+0,1%
Blg-AF 0,7 +0,2°
WPI-AF 0,8 +0,2°

Valores expresados como la media + la desviacion estandar. Diferentes letras indican

diferencias significativas p < 0,05.

4.2.2.2 Analisis del tamario de particula en microescala

La microestructura de los complejos después del proceso de agregacion se estudié por
microscopia de barrido de laser confocal (CLSM). La Figura 4.23 muestra las imagenes

obtenidas para la proteina Blg (a) y el complejo Blg-AF (b) a pH 3.

Figura 4.23: Imagenes de microscopia de barrido de laser confocal: a) Blg y b) Blg-AF.
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Para la solucion de proteina control (Blg) se puede observar un patrén de fluorescencia
homogéneo (dominios no separados), por el contrario, las muestras correspondientes a los
complejos Plg-AF exhibieron dominios mas densos de pequenos agregados y la coexistencia
de algunos espacios vacios. Estos agregados se observan heterogéneos y se podrian clasificar
en un amplio rango entre la nano y la microescala. En este sentido, la determinacion de la
distribucion del tamafio de particula mediante DLS y la visualizacion de imagenes CLSM

resultaron complementarias.

Respecto al WPI y al complejo WPI-AF, la Figura 4.24 presenta las imagenes

obtenidas por CLSM.

Figura 4.24: Imagenes de microscopia de barrido de laser confocal: a) WPI y b) WPI-AF

Las imagenes del WPI (Figura 4.24-a) reflejaron una clara diferencia con respecto a
Blg (Figura 4.23-a). Se puede observar que el material de partida es heterogéneo en términos
de patron microestructural mostrando pequenos agregados dispersos. Este resultado concuerda
con las caracteristicas propias del WPI (Al-Jasaar y col., 2020). Por otro lado, las imagenes

obtenidas para los complejos Blg-AF y WPI-AF (Figs.4.23-b y 4.24-b) fueron muy similares,
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ambas revelaron agregados proteicos cuya microestructura se observa mas heterogénea que sus
respectivos controles. Arzeni y col. (2014) reportaron agregados con caracteristicas similares,
aunque de menor tamafio, en nanocomplejos de albimina y AF cuando los observaron con
CLSM. Los resultados sugieren que la variedad de estructuras de tamafos heterogéneos fue
promovida por el complejamiento de AF, observandose un mayor impacto para lg que para

WPI como lo confirman los resultados de CLSM.

4.2.3 Caracterizacion de la formacion de los complejos

4.2.3.1 Cinética de agregacion

Una vez estudiadas las interacciones y los tamafos de particula de los complejos, el
interés se centrd en conocer la formacion de los complejos, el cual se abordo estudiando la
cinética de agregacion. Para realizar este estudio fue necesario trabajar en un régimen diluido
de concentraciones, debido a la imposicion metodologica de las altas concentraciones que
inducen agregacion proteica casi instantanea. En la Figura 4.25 se muestran las curvas
obtenidas para los sistemas Blg-AF, WPI-AF y para el control AF, en distintas concentraciones:
0,00625 g/100g (a); 0,0125 g/100g (b) y 0,0182 g/100g (c). Los controles de proteinas no se
muestran debido a que no se observo turbidez en el tiempo de estudio. La proteina Blg a pH 3
se encuentra en solucion principalmente como monoémero (Uhrinova y col., 2000), por lo que
resulta coherente que la turbidez no sea detectable en las condiciones estudiadas. Esta proteina
presenta su maximo punto de autoasociacion (formacion de oligomeros) y agregacion en el pH
coincidente con el PI (4,8) (Uhrinova y col., 2000; Huag y col., 2009; Martinez y Pilosof,
2018). Por otro lado, el control de AF presento turbidez en el tiempo, mostrando diferencias en
las curvas obtenidas entre la concentracion 0,00625 y las de 0,0125 y 0,01825 g/100g de AF.

Esto se explica teniendo en cuenta los reportes de Younis y col. (2009), quienes encontraron
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que, en medio acido, las repulsiones electroestaticas entre las moléculas del AF se reducen,
produciendo una autoasociacion y posteriormente la formacion cristales liquidos polimorfos
mediante autoensamblaje molecular con estructura columnares. En este sentido, las diferencias
entre las curvas de concentraciones diferentes de AF podrian deberse a un efecto de la

concentracion sobre la tendencia a la autoasociacion molecular del AF.
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Figura 4.25: Cinética de agregacion de los complejos Blg-AF y WPI-AF a pH 3 y del control
AF a pH 3. Concentraciones (proteina y AF): 0,00625 g/100g (a); 0,0125 g/100g (b) y 0,0182
g/100g (c¢).

En cuanto a los complejos, los sistemas mixtos (proteina-AF) mostraron curvas
diferentes respecto a sus constituyentes a pH 3. Ademads, se destaca la alta velocidad de

agregacion en el proceso de formacion de los complejos, ya que alcanzaron el equilibrio en
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menos de cinco minutos. En este sentido, el efecto de agregacion fue similar al observado por
Tavares y col. (2015) para complejos de AF y lactoferrina. Dicho efecto se podria relacionar a
la ausencia de repulsiones generadas por las fuerzas de Coulomb entre las proteinas y el AF,
dado que como se explico en el item 4.1.2.1, las cargas netas de los complejos se encuentran

anuladas.

4.2.4 Caracterizacion potencialmente funcional de los complejos

4.2.4.1 Capacidad antioxidante de los complejos

Distintos estudios han sefialado que el AF, ademas de ser una vitamina importante en
la nutricion debido a los efectos sobre el tubo neural en el desarrollo embrionario (FAO, 2002;
Assanelli y col., 2004; Frommherz y col. 2014), podria presentar un efecto antioxidante
beneficioso para la salud. En este sentido, Liu y col. (2012) demostraron este efecto a nivel
biologico, ya que suplementaron con AF a lechones con retraso del crecimiento intrauterino y
observaron una disminucion en el estrés oxidativo sobre la ruta metabodlica de la homocisteina.
En esta misma linea, Alvares-Delfino y col. (2007) evaluaron los niveles de homocisteina y el
estrés oxidativo en pacientes en hemodialisis y encontraron una mejora de la capacidad
antioxidante plasmatica total con la administracion de AF. Teniendo en cuenta estos
antecedentes, en este trabajo se evalud la capacidad depuradora del radical ABTS™ a fin de
obtener una estimacion de la potencial capacidad antioxidante de los complejos desarrollados.
En la Tabla 4.6 se muestran los resultados obtenidos. El AF mostrd tener CA frente al radical
sintético ABTS™ inclusive en las concentraciones mas bajas estudiadas (0,00625%). Ademas,
la CA no se vio disminuida en los complejos en comparacion con el AF puro. Estos resultados

son interesantes ya que, al disefiar un producto con una vision nutracéutica, el objetivo es que
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tenga multiples funcionalidades, como por ejemplo que sea nutritivo y que tenga efectos

beneficiosos tanto para la salud como para la conservacion del propio alimento.

Tabla 4.6: Capacidad antioxidante del AF y de los complejos proteina-AF.

Muestras Concentracion (%) CA (mg EAG/ml de muestra)
0,01825 0,0145 + 0,0003?
AF 0,01250 0,0099 + 0,0002°
0,00625 0,0041+ 0,0002°¢
0,01825 0,0151 +0,0002°
Blg-AF 0,01250 0,0099 + 0,0004°
0,00625 0,0039 + 0,0004°¢
0,01825 0,0145 + 0,0002°
WPI-AF 0,01250 0,0097 + 0,0010°
0,00625 0,0024 + 0,0002¢

Valores expresados como la media + la desviacion estandar. Letras diferentes indican

diferencias significativas p< 0,05.

Se ha demostrado que el AF también presenta un efecto antioxidante muy eficiente
frente a otros radicales tales como CCl302™, N3™, SO4 2, Br> 2, "OH, and O (Joshi y col., 2001),
lo que amplia el espectro de radicales con los que podria reaccionar. Sumado a esto, se ha
destacado que el AF presenta un potente poder inhibitorio de la peroxidacion lipidica (Jhosi y
col., 2001; Gliszczyska-Swigto, 2007; Alvares-Delfino y col., 2007; Zhao y col., 2018), siendo
este un efecto muy beneficioso para la salud. Sin embargo, considerando que el efecto
antioxidante proviene s6lo del AF, cada 0,00625g de AF se evidencia una capacidad
antioxidante equivalente en acido galico (EAG) de 0,41mg, es decir 65,6 mg EAG/g de AF.
Teniendo en cuenta la dosis diaria recomendada (400ug =0,0004g) la vitamina aportaria una

CA de 0,03 mg EAG. Comparado con la valoracion de la CA del puré de manzana reportado
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en la Seccién 1, este valor es 6 veces menor, por lo tanto, la contribucion en cuanto a CA no

seria significativa con respecto a otros alimentos de una dieta.

4.2.4.2 Digestion in vitro y biodisponibilidad de AF ante L. casei BL23

Se realiz¢ la digestion in vitro tanto de los complejos Blg-AF y WPI-AF, como de sus
controles Blg, WPI y AF a fin de evaluar la concentracion de AF biodisponible ante L. casei
BL23. El sobrenadante obtenido de este procedimiento simula ser el fluido intestinal el cual
presenta los compuestos que serian absorbidos por el intestino delgado, siendo en este caso el

compuesto de interés la vitamina B9. Los resultados se muestran en la Figura 4.26.

ug AF/ml de sobrenadante

BN AF [ Blg-AF EE WPL-AF

Figura 4.26: Concentracion de vitamina B9 en términos de biodisponibilidad ante L. casei
BL23 luego de la digestion in vitro. Los complejos y el AF se prepararon a una concentracion

0,01825% p/p a pH 3. Letras diferentes indican diferencias significativas p< 0,05.

Se puede observar que tanto la vitamina libre como la presente en los complejos se
mostraron biodisponibles para el modelo bacteriano, incluso después de las condiciones de
procesamiento a las que fueron sometidas las muestras. Los resultados del control de las

proteinas sin AF, mostraron que no hubo crecimiento microbiano (ausencia de absorbancia a
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600 nm), confirmando la validez del sistema experimental (auxotrofia de la cepa con respecto

al folato).

Es de notar que la concentracion de AF del complejo Blg-AF fue similar a la del control
AF, sin observarse diferencias significativas. Sin embargo, en el caso del complejo WPI-AF se
observaron valores superiores respecto de la misma concentracion de AF libre y de Plg-AF.
Por un lado, estos resultados sugieren que el complejo WPI-AF fue méas estable a los
tratamientos de la digestion in vitro en comparacion con el complejo Blg-AF y el AF libre. No
obstante, como el sistema de medicion de AF es un método biologico, también se podria inferir
que la vitamina podria mostrarse mas biodisponible en el sistema WPI-AF ante L. casei BL23.
Estos resultados también fueron observados por Ochnio y col. (2018) quienes desarrollaron
nanocomplejos de AF a partir de aislados de proteinas de soja y encontraron que la
cuantificacion del AF mediante el modelo L. casei BL23 fue mayor cuando la vitamina se
encontraba interaccionando con las globulinas. En este sentido, se ha establecido previamente
que L. casei BL23 tiene sus propios sistemas de transporte de folatos (Henderson y col., 1979;
Eudes y col., 2008). Ademas, los lactobacilos también presentan un sistema proteolitico para
el transporte de productos proteicos a través de la membrana celular (Kunji y col., 1996;
Alcéntara y col., 2016). Este sistema de transporte degrada las caseinas de la leche, fuente
proteica natural de este tipo de microorganismos, que representa el 80% del total de proteinas
de la leche bovina. El sistema proteolitico estd compuesto por una Unica serina proteinasa
extracelular (PrtP) anclada a la pared celular de L. casei BL23 que degrada las caseinas en
productos de degradacion de diferentes tamanos. Estos péptidos pueden atravesar la membrana
citoplasmatica mediante un sistema de translocacion que los introduce al interior celular. El
sistema de transporte de péptidos estd constituido por tres elementos que tienen diferentes
afinidades en cuanto a tamafio y composicion (Kunji y col., 1996; Savijoki y col., 2006;

Pangallo y col., 2019;). Por lo tanto, segiin las distintas fracciones de péptidos obtenidas
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mediante PrtP, el sistema de translocacion favorecera el transporte de determinados péptidos
mas que de otros. Teniendo en cuenta este contexto, Ochnio y col. (2018), sugirieron que el
ingreso de AF a las células podria ser potenciado cuando es transportado en nanocomplejos
AF-proteina activando otros mecanismos de transporte como los mencionados anteriormente
y no so6lo a través de los sistemas de transportadores candnicos para folatos. En el caso del
complejo WPI-AF, las diversas proteinas que lo integran podrian estar promoviendo un efecto
similar al descripto por Ochnio y col. (2018) lo que generaria un aumento en la

biodisponibilidad del AF ante L. casei BL23.

Si bien estos hallazgos son positivos debido a que el complejamiento del WPI con AF
podria aumentar la biodisponibilidad de la vitamina, se genera un planteo respecto a la
medicion de la vitamina mediante este sistema biologico. Es decir, si se comparan los
resultados de WPI-AF con los obtenidos con Blg-AF y AF libre, en términos de concentracion
en el fluido intestinal (evaluacion de la bioaccesibilidad de la vitamina), suponiendo que la
estabilidad de los tres sistemas durante la digestion in vitro fuera la misma, entonces en el caso
del WPI-AF, la vitamina estaria siendo cuantificada en exceso. Por este motivo, se encontrod
mas apropiado discutir los resultados en términos de biodisponibilidad ante L. casei BL23, y

no en términos de concentraciones o bioaccesibilidad.

4.2.5 Evaluacion de la estabilidad fisica del ingrediente: Temperatura de transicion
vitrea
Para evaluar la estabilidad fisica de los ingredientes liofilizados, se determiné la
temperatura de transicion vitrea (Tg) de los complejos Blg-AF y WPI-AF mediante DSC y se
compar6 con los controles de AF, flg y WPI. Previamente a la medicion de Tg, se evalud la

humedad de las muestras liofilizadas, las cuales mostraron resultados similares, sin diferencias
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significativas: 2,0 + 0,3 g H2O/100g b.s. Los termogramas obtenidos se muestran en la Figura

4.27.
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Figura 4.27: Termogramas obtenidos por DSC de los complejos y los respectivos controles

liofilizados (velocidad de barrido: 10 °C/min).

La transicion vitrea se aprecia como un cambio en la linea de base de las curvas
evaluadas por DSC. La curva correspondiente al AF puro no presento transiciones en el rango
de temperatura estudiado, dado que el producto se encontraba en estado cristalino. El valor de
Tg para las otras cuatro muestras estudiadas fue de alrededor de 30 °C. Las proteinas suelen
presentar valores elevados de T,. En el caso de Blg y WPI, Zhou y Labuza (2007) reportaron
valores de Tg de 114 °C y 119 °C, respectivamente, conteniendo un 7% de humedad (b.s.). Por
otro lado, Lu y Zografi (1997) informaron un valor de T, de dcido citrico seco de 11 °C. Por lo
tanto, los valores de Tg determinados en este trabajo resultan de la mezcla de los diferentes
componentes compatibles que contribuyeron a obtener la fase amorfa: proteinas de alta T, y
acido citrico de baja Tg. Por otro lado, la presencia de AF no ejerci6 un efecto relevante sobre

los valores de T,. Esta es una caracteristica positiva desde el punto de vista del desarrollo de
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un ingrediente deshidratado consistente en un complejo proteina-acido félico. Sin embargo,
cabe destacar que los valores de T no fueron muy elevados en comparacion con la temperatura
ambiente, por lo que seria importante la utilizaciéon de un envase adecuado para evitar la
ocurrencia de cambios fisicos deteriorativos durante el almacenamiento, manipulacion y

transporte de ingredientes liofilizados
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4.3 Seccion III: Laminas de fruta + ingrediente de proteinas lacteas y

acido folico

En esta seccion se desarroll6 una ldmina de fruta suplementada con vitamina B9. Esta
golosina consistié en la lamina de fruta desarrollada en la seccion I suplementadas con el
ingrediente de WPI-AF elaborado y caracterizado en la seccion II. Se selecciond este
ingrediente dado que es mas econdémico que el ingrediente Plg-AF, y ademas los estudios
realizados en el régimen diluido mostraron mejores propiedades en cuanto a la
biodisponibilidad de la vitamina, lo cual podria resultar muy beneficioso para potenciales
consumidores. En esta seccion, el objetivo fue investigar acerca de la estabilidad y

bioaccesibilidad de la vitamina luego del procesamiento y digestion in vitro de la golosina.

Para los fines de la investigacion se desarroll6 una lamina de manzana y acachul que
contenia WPI-AF (L-WPI-AF), y, ademads, se elaboraron dos controles que consistieron
también en laminas de frutas, pero con AF libre de proteinas y con WPI libre de AF (LC-AF y
LC-WPI, respectivamente). Las tres laminas frutales no mostraron diferencias en cuanto a su
apariencia, propiedades fisicas y tampoco fueron diferentes respecto a las ldminas de fruta a
las cuales no se les habia incorporado ningln ingrediente. Esto era esperable dado que la
cantidad de ingrediente que fue necesario agregar para que una lamina aportara 400 pg de
vitamina B9 fue extremadamente baja en comparacion con el resto de los ingredientes. Por
ejemplo, en el caso del ingrediente WPI-AF, los célculos indicaron que para 100 g de
formulacion fresca era necesario anadir 0,0074 g del polvo deshidratado de WPI-AF. Cabe
destacar que estos calculos se realizaron en funcion de la proporcion de AF que contenia el
ingrediente en polvo. Para esto se tuvo en cuenta la relacion entre los tres componentes

mayoritarios que se incorporaron en la solucion del complejo y que posteriormente se
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deshidrataron: AF, WPI y &cido citrico (utilizado para ajustar a pH 3). En el caso de los

controles se utiliz6 la misma metodologia.

4.3.1 Biodisponibilidad del AF presente en las laminas de fruta ante L. casei BL23

Las laminas de frutas suplementadas con el ingrediente de AF y los controles (LC-AF
y LC-WPI) se sometieron a una digestion in vitro. Posteriormente se cuantificd la
concentracion de AF presente en el sobrenadante obtenido del procedimiento de la digestion in
vitro, mediante el método microbioldgico de L. casei BL23. Tal como fue discutido en la
seccion II, el crecimiento de L. casei BL23 depende de la concentracidon y biodisponibilidad
de folatos en la muestra y en el caso del WPI-AF, la interaccion entre esta proteina y la vitamina
podria aumentar su biodisponibilidad. En este contexto, se tuvo como objetivo investigar si
estos efectos continuaban cudndo el ingrediente se incorporaba a una matriz mas compleja

como es el caso de las ldminas de fruta. En la Figura 4.28 se muestran los resultados.
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ng AF/g de muestra

BN L-WPI-AF EE LC-AF

Figura 4.28: Concentracion de vitamina B9 en términos de biodisponibilidad ante L.
casei BL23 presente en la lamina de frutas suplementada con WPI (L-WPI-AF) y la ldmina
control AF (LC-AF) luego de la digestion in vitro. Letras diferentes indican diferencias

significativas p< 0,05,
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Luego de la digestion in vitro, tanto las ldminas suplementadas con WPI-AF (L-WPI-
AF) como las laminas control LC-AF mostraron resultados ante L. casei BL23, indicando que
luego del proceso de desarrollo de las golosinas se conservd, al menos en parte, la vitamina.
Ademas, las laminas LC-WPI no presentaron absorbancia a 600 nm sugiriendo que las
golosinas no presentaban folatos naturales (procedentes de las frutas) dado que las células de

L. casei BL23 s6lo crecen en presencia de folatos (Ochnio y col., 2018).

Por otro lado, se puede observar que L-WPI-AF presentdé mayor concentracion de AF,
en funcion de L. casei BL23, que el control LC-AF. Estos resultados son comparables a los
obtenidos en la seccion 2 (4.2.4.2), es decir que nuevamente sugieren que el WPI-AF es més
estable a los efectos del procesamiento y digestion in vitro, y/o que en el complejo la vitamina
esté mas biodisponible para este microorganismo. Este resultado se muestra interesante a los
efectos de mejorar la biodisponibilidad de la vitamina para el organismo, sin embargo, no deja
de ser una hipotesis. Por este motivo, el AF presente en las laminas digeridas también se evalud

por un método alternativo.

4.3.2 Cuantificacion del AF en las [aminas suplementadas luego de realizar la

digestion in vitro mediante HPLC

La busqueda de un método alternativo tuvo dos objetivos: por un lado, corroborar las
hipdtesis surgidas en este trabajo sobre el comportamiento del AF cuando se encuentra
formando un complejo con WPI (;la vitamina es mas estable y/o mas biodisponible en
presencia del WPI?), y por otro lado, cuantificar el AF mediante un método mas rapido y
eficiente. Ademas, cabe aclarar que la medicion mediante HPLC puede distinguir entre las

diferentes formas que puede tomar la vitamina (mono, di o triglutamato) en los alimentos
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(Koning, 1999; Olivares y col., 2004). Por otro lado, Cheung y col. (2008) describieron a la
metodologia oficial microbioldgica como dificultosa y lenta para obtener resultados debido a
que los periodos minimos de analisis son de 5 dias. En el presente trabajo también se observaron
inconvenientes al utilizar la metodologia oficial, las cuales fueron mencionadas en el item
3.2.9.2.1. Por lo tanto, una metodologia alternativa podria agilizar los tiempos de anélisis,
obtener resultados mas répidos, distinguir entre los distintos folatos naturales, aunque en este

ultimo punto seria necesario contar con los estdndares, y ademas reducir pérdidas econémicas.

Para cumplir con estos objetivos, se utiliz6 la metodologia descripta por Koning (1999)
en la que se usa HPLC. Los resultados obtenidos por esta metodologia se muestran en la Figura

4.29.
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Figura 4.29: Concentracion de vitamina B9 presente en la lamina de frutas
suplementada con WPI (L-WPI-AF) y la lamina control AF (LC-AF) luego de la digestion in

vitro medido por HPLC. Letras diferentes indican diferencias significativas p< 0,05.

Se puede observar que fue factible utilizar la metodologia alternativa por HPLC para
cuantificar el AF en los sistemas digeridos que contenian esta vitamina. Por otro lado, los
valores obtenidos para el sistema digerido L-WPI-AF fueron mayores que los obtenidos para

el control LC-AF. Este resultado comprueba una de las hipdtesis planteadas durante este
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trabajo: el AF es mas estable cuanto interacciona con WPL. Es decir que esta proteina logréd
disminuir la degradacion del AF durante el procesamiento de las ldminas de fruta, teniendo en
cuenta que fueron procesos extremos, dado que las laminas con el ingrediente estuvieron
expuestas durante 6 h a 60 °C y posteriormente a los distintos tratamientos que presento la
digestion in vitro (enzimaticos, variacion de pH). Estos resultados se asemejan a los
encontrados por Aceituno-Medina y col. (2015) quienes reportaron mayor termorresistencia de
AF encapsulado con proteinas de amaranto y pululano que en la vitamina libre. Sin embargo,
en este caso no se detectaron interacciones entre el AF y los componentes de la matriz
encapsulante cuando se realiz6 un analisis de FT-IR, como si fue observado para las proteinas
lacteas y el AF (Figura 4.19). En el caso de las muestras L-WPI-AF, el WPI estaria generando
un efecto protector tanto por las interacciones presentes, como por el efecto como matriz

encapsulante.

Por otro lado, la comparacion de los resultados obtenidos mediante el método
alternativo de HPLC (Figura 4.29) y el método microbiologico oficial (Figura 4.28), no
mostraron diferencias significativas para el control (LC-AF), pero si para el sistema L-WPI-
AF, obteniéndose un 30% mas de AF por el método microbioldgico. Estos resultados podrian
corroborar la segunda hipotesis planteada en esta seccion: el WPI incrementa la
biodisponibilidad de la vitamina ante L. casei BL23. Otros autores cuantificaron AF en
alimentos ricos en esta vitamina, también encontraron valores inferiores por el método HPLC
que los obtenidos por la metodologia microbioldgica oficial, sin embargo, en estos trabajos se
destacd que los alimentos analizados contenian diferentes formas de folatos, los cuales fueron
valorados mediante la utilizacién de estandares como 10-HCO folato, 5-HCO-H4 folato, 5-
CH3-Hs-folato, entre otros (Koning, 1999; Olivares y col. 2004). En este caso, se ha observado
que esto no explicaria los resultados, dado que las laminas sin suplementar (LC-WPI) no

mostraron resultados por el método microbiolégico. Por lo tanto, el WPI-AF estaria siendo
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incorporado al interior de las células de L. casei BL23 de la misma manera que plantearon
Ochnio y col. (2018) y que fue explicada en los resultados del item 4.2.4.2. En este sentido,
resulta importante mencionar el tratamiento previo que se le realiza a las muestras para
cuantificar AF mediante el método oficial. En el método oficial se plantea la necesidad de
extraer los folatos de los alimentos en formas mono, di o triglutamilfolato, mediante un
tratamiento enzimatico con una proteasa y una amilasa, posteriormente un tratamiento térmico
para liberar los folatos de la matriz, y finalmente una desconjugacion de los poliglutamatos,
mediante enzimas especificas, para transformar a los folatos en formas medibles por el
microorganismo (Koning, 1993). Sin embargo, se ha indicado que no se justifica este
procedimiento para el caso de alimentos fortificados, dado que el acido folico es un
monoglutamato, por lo que solo seria necesario extraer la vitamina del alimento, sin necesidad
de desconjugarlo (Arcot y col., 2002). En el caso de la vitamina presente en las ldminas de
fruta, las mismas atravesaron tratamientos enzimaticos y tratamientos a distintos valores de pH
debido a la digestion in vitro, pero queda en evidencia que este procedimiento solamente fue
suficiente para extraer a la vitamina en estado libre, y no cuando se encontr6 interaccionando
con el WPI. Por lo tanto, en este caso, la cuantificacion mediante el método alternativo ofrece

una ventaja dado que no sobreestima la vitamina adicionada.

4.3.3 Bioaccesibilidad de la vitamina B9

La bioacesibilidad se expresa como un porcentaje de la cantidad del constituyente
liberado en el tracto intestinal con respecto a su contenido total (Shahidi y Peng, 2018).
Teniendo presente este término, en este trabajo se evalud la bioaccesibilidad de la vitamina B9
presente en las laminas suplementadas con el ingrediente WPI-AF y en la lamina control (LC-

AF). Este valor se calculo6 de los a partir de los resultados obtenidos por el método alternativo
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de HPLC (4.3.2) y no mediante los obtenidos por el método oficial por lo expuesto
anteriormente. Se observo que la vitamina presentd una bioaccesibilidad del 50% en las
laminas L-WPI-AF y 37% en las laminas LC-AF. Estos resultados son consistentes con los
discutidos anteriormente en el item 4.3.2, demostrando una vez mas la contribucion en cuanto
a proteccion y estabilidad que brinda la proteina a la vitamina. No obstante, aunque el WPI
generd una proteccion al AF, esta fue parcial, dado que el 50% de AF restante probablemente
se deteriord. Esto era esperable debido a las condiciones del procesamiento de las laminas de
fruta y la digestion in vitro. En este sentido, Delchier y col. (2014) estudiaron la degradacion
de los folatos presentes en espinaca y judias en funcion del tiempo y la temperatura, y
mostraron que las pérdidas de folatos fueron de 70% para la espinaca y de 80% para las judias,
cuando fueron expuestas a 65 °C, 60 y 90 min, respectivamente. En el caso de las ldminas
suplementadas, tanto L-WPI-AF como LC-AF, fueron expuestas durante 6 horas a 60 °C, en

consecuencia, resulta razonable que haya tenido lugar una cierta degradacion de la vitamina

B9.
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5. Conclusion

Se desarrolld una ldmina de fruta utilizando manzana y polvo de acéachul. Estos
componentes aportaron caracteristicas fisicas, como el color y la textura, generando un
producto final muy atractivo, caracteristicas que fueron apoyadas por los estudios sensoriales
cualitativos y cuantitativos que demostraron un alto porcentaje de satisfaccion del producto y

de intencion de compra.

Por otro lado, se logroé obtener dos ingredientes (Plg-AF y WPI-AF) desarrollados a
partir de B-lactoglobulina, aislado de proteina de suero y &cido folico. Los estudios permitieron
caracterizar los sistemas e interpretar las formas de interaccion entre las proteinas y el acido
folico, y adicionalmente, la biodisponibilidad del AF luego de someter los ingredientes a una

digestion in vitro.

Finalmente, se utilizé el ingrediente WPI-AF para suplementar las ldminas de fruta con
vitamina B9, resultando el AF mas estable frente a las condiciones de procesamiento de la
golosina y mas bioaccesible que en las laminas suplementadas con AF libre. Esta golosina
podria ser una alternativa saludable y atractiva para personas con requerimientos elevados de

esta vitamina como son las embarazadas.

A continuacion, se resumen las principales conclusiones de este trabajo:

1) Laminas de frutas a base de manzana y acachul

Caracteristicas de los ingredientes

e La caracterizacion fisicoquimica de los materiales permitid conocer con precision el
material de partida con el que se elaboraron posteriormente las laminas de fruta. El

ingrediente mas destacado fue el polvo de acachul, dado que se desarrollo a partir de un
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fruto silvestre. Este ingrediente present6 un color purpura intenso siendo adecuado para su
empleo como colorante natural.

Los estudios de isoterma de sorcion de agua y T, permitieron estimar la estabilidad del
polvo de acachul, indicando que se debe almacenar a una ay menor a 0,33 para que no sufra
cambios fisicos deteriorativos a temperatura ambiente.

La caracterizacion del potencial bioactivo mostrd que el polvo de acachul presentd una
elevada capacidad antioxidante, convirtiéndolo en un ingrediente dptimo para desarrollar

alimentos potencialmente funcionales.

Caracteristicas fisicoquimicas y potencialmente funcionales de las laminas de frutas

Las laminas de frutas se caracterizaron por presentar un color intenso y oscuro debido al
polvo de acéachul, ademas la textura fue gomosa, lo cual es caracteristico en este tipo de
productos.

El proceso de deshidratacion afectd levemente el contenido de polifenoles totales y de las
antocianinas monoméricas, generando un producto final con un interesante contenido de
compuestos con actividad antioxidante.

En la fraccion soluble de la digestion in vitro se registrd una elevada bioaccesibilidad de la
capacidad antioxidante. Adicionalmente, la fraccion insoluble también conservo una alta
capacidad antioxidante sugiriendo una posible contribucion para producir un efecto
biologico positivo en el microbiota intestinal.

La composicion centesimal mostrd que esta golosina presenta bajas calorias lo que
constituye una caracteristica favorable para personas que siguen una dieta hipocaldrica.
Ademas, las laminas de frutas presentaron un interesante contenido de fibra que podria
contribuir en multiples beneficios para la salud vinculados al control de peso, control de la

absorcion del colesterol sérico y prevencion de cancer de colon.
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Estudios sensoriales

El estudio sensorial cualitativo permitié conocer la percepcion de los consumidores
potenciales sobre las laminas de frutas. En este sentido, un gran porcentaje de consumidores
otorgd calificaciones en categorias positivas y mostrd una intension de compra elevada.
Un alto porcentaje de integrantes del panel sensorial califico a las laminas de frutas con
puntajes elevados de grado de satisfaccion global y por atributos. Por otro lado, la
intensidad en las que se presentaban los atributos sensoriales resultd evaluada
mayoritariamente en su punto justo.

Los estudios sensoriales sugieren que no es necesario realizar cambios en la formulacion
de las laminas de frutas y que el producto podria tener un alto potencial para ser considerado

un prototipo para su lanzamiento al mercado.

Estabilidad

El color rojo/purpura intenso de las ldminas de frutas se mantuvo estable durante los seis
meses de almacenamiento, demostrando nuevamente que el polvo de acachul es una opcion
muy interesante para ser utilizado como colorante, no sélo por su contribucion al color del
producto final, sino también por ser estable en el tiempo.

El contenido de antocianinas monoméricas mostrd cambios relevantes en el tiempo, sin
embargo, estos cambios no se vieron reflejados en el contenido de polifenoles totales,
sugiriendo que las moléculas de antocianinas pueden convertirse parcialmente en productos
de naturaleza polifendlica, los cuales también contribuyen a la capacidad antioxidante.
Luego de 4 meses de almacenamiento, las muestras sufrieron una deshidratacion
importante a pesar de encontrarse en envases cerrados. Resulta primordial emplear otro
tipo de films para envasar las laminas frutales de manera de no comprometer su vida util

fisicoquimica y sensorial, particularmente la textura.
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2) Ingredientes de proteinas lacteas y vitamina B9

Interacciones proteina- vitamina

Se logro desarrollar un procedimiento para generar ingredientes concentrados a base de
acido folico y proteinas lacteas. La reduccion del pH de las soluciones de proteinas y AF
provoco la formacion espontanea de agregados, logrando generar una separacion de fases
concentrando al ingrediente en la fase inferior.

El andlisis FT-IR permitid conocer las interacciones presentes entre las proteinas y la
vitamina. Tanto Blg-AF como WPI-AF mostraron cambios en la posicion y forma de picos
en varios numeros de onda, revelando que las interacciones con el AF podrian presentarse
a través del anillo de pteridina, del acido p-amino-benzoico y de grupos del acido
glutamico.

El estudio del potencial { mostrd la cancelacion de cargas cuando se generaron los
complejos, sugiriendo que las interacciones entre las proteinas y la vitamina podrian ser
mayoritariamente del tipo electroestatico.

El estudio del tamafio de particula en nano y microescala permitié conocer y caracterizar
los diferentes tamafnos de particula que presentaron estos ingredientes. Se observaron
diferencias de tamafios en los complejos respecto a sus constituyentes individuales. El
estudio de la cinética de agregacion contribuyo con informacion complementaria acerca del

desarrollo de los complejos y las interacciones generadas entre la proteina y la vitamina.

Caracterizacién del potencial funcional de los complejos

El AF presentd capacidad antioxidante, siendo mas elevada conforme se aumentd su

concentracion. Sin embargo, teniendo en cuenta las dosis diarias recomendadas, la
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contribucion del AF en cuanto a CA no seria significativa con respecto a otros alimentos
de una dieta.

Los estudios de biodisponibilidad mediante el modelo L. casei BL23 luego del proceso de
digestion in vitro no mostraron diferencias entre Blg-AF y el control AF, mientras que WPI-
AF presentd mayor biodisponibilidad sugiriendo que las células podrian incorporar a la
vitamina no solo por el sistema de transporte de folatos, sino que también podrian emplear
un sistema de transporte de proteinas. Esta caracteristica resulta positiva y amerita futuros
estudios para dilucidar mecanismos de transporte en modelos in vivo, de manera de poder

corroborar una mayor biodisponibilidad de la vitamina a través de suplementos WPI-AF.

La metodologia oficial microbioldgica para cuantificar AF mediante L. casei BL23 se
encontr6 apropiada para evaluar la vitamina en términos de biodisponibilidad, pero resultd
inexacta para obtener datos acerca de la concentracion real del AF, debido a que no es
sencillo liberar al AF de los complejos con proteinas. Esto sugiere que seria mas adecuado
realizar esta evaluacion por un método alternativo, en particular en los casos en los que no

se pueda verificar la liberacion del AF de la matriz alimentaria en estudio.

Estabilidad fisica

La evaluacion de la estabilidad de los polvos mediante la temperatura de transicion vitrea
y la humedad permiti6 establecer que los ingredientes en polvo presentaron una humedad
muy baja y valores de Tg no muy elevados, sugiriendo que estos polvos deben ser

almacenados adecuadamente para que no se generen cambios fisicos que causen deterioro.

3) Laminas de fruta suplementadas con WPI-AF

Se desarrolld una lamina de fruta suplementada con WPI-AF con caracteristicas fisicas

similares a las laminas sin suplementar.
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El estudio de biodisponibilidad ante L. casei BL23 luego de la digestion in vitro brindd
informacion acerca de la estabilidad de la vitamina durante el procesamiento y durante la
digestion in vitro. Por otro lado, las laminas L-WPI-AF obtuvieron mayor
biodisponibilidad que las laminas control, sugiriendo que el WPI podria estar protegiendo
a la vitamina y al mismo tiempo aumentando su biodisponibilidad.

A través de la cuantificacion de AF mediante HPLC se logrd corroborar las hipotesis
planteadas respecto a la proteccion y aumento de biodisponibilidad que podria ejercer el
WPI sobre la vitamina.

Fue posible determinar la bioaccesibilidad de la vitamina a partir de los estudios realizados
con el método alternativo de HPLC, mostrando que la vitamina presenta mayor
bioaccesibilidad cuando se encuentra complejada con la proteina que cuando se halla de
forma libre.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de la vitamina mediante el método
microbiologico oficial y el método alternativo de HPLC son un precedente muy importante
para futuros estudios de alimentos suplementados con AF mediante ingredientes

formulados a base de proteinas.
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7. Anexos

Anexo 1: Encuesta emitida para el analisis sensorial cualitativo

? :1
S

Golosina elaborada a base de pulpa de manzana y polvo de acachul
(frutos rojos silvestres de origen mejicano con alto poder
antioxidante) sin azucares afadidos

1. (;Qué opinas de este producto?

2. (Comprarias este producto?
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Anexo 2: Encuesta utilizada para el analisis sensorial cuantitativo

Edad: Género: Fecha:

Usted ha recibido una muestra correspondiente a una golosina formulada con manzana y
acachul endulzada con estevia. Su tarea consiste en consumirla y evaluar el nivel de
intensidad y nivel de satisfaccidon de cada atributo, y la aceptabilidad global del producto,
marcando con una X donde considere apropiado.

Referencias

e Nivel de intensidad de atributos:

MB: muy bajo; B: bajo; I: ideal; A: alto; MA: muy alto

¢ Nivel de satisfaccion de atributos y aceptabilidad global:

1: Me disgusta mucho; 2: me disgusta; 3: me disgusta levemente; 4: no me gusta ni me
disgusta; 5: me gusta levemente; 6:me gusta; 7: me gusta mucho.

COLOR
Nivel de intensidad de atributos Nivel de satisfacciéon de atributos
MB | B | I | A|MA 11234 |5|6]|7
AROMA
Nivel de intensidad de atributos Nivel de satisfaccion de atributos
MB | B | I | A|MA 11234 |5]|6]|7

GUSTO DULCE

Nivel de intensidad de atributos Nivel de satisfaccion de atributos

MB| B |1l | A|MA 1,2 3/ 4|5)|6)|7
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GUSTO ACIDO

Nivel de intensidad de atributos Nivel de satisfaccién de atributos

MB B | I | A|MA 1 (2|3 /4|5|6) 7

PEGAJOSIDAD

Nivel de intensidad de atributos Nivel de satisfaccién de atributos
ve (s |1 ]a wmal 1]2]3fafs]e]7]
Nivel de intensidad de atributos Nivel de satisfaccién de atributos
MB | B | I | A|MA 1|12 (3|4 |5]|6]|7

DUREZA

Prueba de aceptabilidad global

1(2 3/ 4|5)|6)|7

Comentarios:

iiMuchas gracias!!
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