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RESUMEN

El objetivo fue determinar la bioaccesibilidad a la capacidad antioxidante en
naranjilla variedad Baeza tratada con radiacién UV-C (9.5 kJ/m?). Las
muestras tratadas se almacenaron en refrigeracion durante 21 dias. El
analisis se realizo al inicio (dia 0) y al final del almacenamiento. Muestras
control (sin tratamiento) y tratadas se sometieron a las diferentes etapas de
digestion (masticacion, gastrica duodenal y dializado) y después de cada
etapa se determind el contenido de carotenoides, fenoles totales, la
capacidad antioxidante y se determind el porcentaje de la fraccion
bioaccesible. Las muestras tratadas mostraron mayor contenido de
carotenoides y capacidad antioxidante que los frutos control. Se puede decir
que la radiacion UV-C preserva los compuestos antioxidantes en naranjilla; a
pesar de no encontrar diferencia significativa entre las muestras, aquellas
provenientes de las naranjillas tratadas mostraron valores mayores a los
controles. El porcentaje de bioaccesibilidad de carotenoides en las
naranjillas tratadas mostr6 un incremento del 5y 7 % (dia 0 y dia 21,
respectivamente) en relacion a las controles. La capacidad antioxidante
aumentd en un 10 % en los frutos tratados en los dos tiempos de analisis. La
determinacién de la bioaccesibilidad mediante digestion in vitro permite
conocer la eficacia nutricional de los productos alimenticios

Palabras Clave: Lulo, digestion in vitro, fenoles totales, capacidad
antioxidante, carotenoides
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ABSTRACT

The objective was to determine the bioaccessibility to the antioxidant
capacity in the Baeza variety treated with UV-C radiation (9.5 kJ / m2). The
treated samples were stored under refrigeration for 21 days. The analysis
was performed at baseline (day 0) and at the end of storage. Control
(untreated) and treated samples were subjected to different stages of
digestion (chewing, gastric duodenal and dialysate) and after each stage the
carotenoid content, total phenols, antioxidant capacity were determined and
the percentage of fraction bioaccessible. The treated samples showed higher
carotenoid content and antioxidant capacity than control fruits. It can be said
that UV-C radiation preserves the antioxidant compounds in naranjilla; in
spite of not finding significant difference between the samples, those coming
from the treated naranijillas showed values greater than the controls. The
percentage of bioaccessibility of carotenoids in treated naranjillas showed an
increase of 5 and 7% (day O and day 21, respectively) in relation to the
controls. The antioxidant capacity increased by 10% in the fruits treated in
the two analysis times. The determination of bioaccessibility through in vitro
digestion allows to know the nutritional efficacy of foodstuffs

Keywords: Lulo, in vitro digestion, total phenols, antioxidant capacity,
carotenoids
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1. INTRODUCCION

La bioaccesibilidad se define como la cantidad en que un componente del
alimento se encuentra presente en el intestino, como efecto de su liberacion
de la matriz del alimento y de tener la capacidad de sobrepasar el tejido
intestinal. Las propiedades biolégicas de los antioxidantes dependen de su
bioaccesibilidad y biodisponibilidad. La biodisponibilidad se define como la
cantidad y velocidad a la que el principio activo llega al lugar de accion
(Almeida, 2012).

La bioaccesibilidad proporciona informacion valiosa para matrices de
alimentos que garanticen la eficacia nutricional de los productos alimenticios.
En este sentido, las mediciones de bioactividad in vitro son usadas para
respaldar los beneficios para la salud de compuestos bioactivos, los mismos
gue deben realizarse con una estimacion de su bioaccesibilidad, para emitir
adecuadamente las declaraciones de propiedades saludables ademas de su
importancia nutricional (Ferndndez, Carvajal y Pérez, 2009).

Los meétodos in vitro para la determinacion de la bioaccesibilidad
proporcionan una alternativa para el estudio en humanos y en animales, ya
que son simples, rapidos, de bajo costo y pueden predecir la
biodisponibilidad relativa en estudios de procesamiento de alimentos
(Saura et al., 2007). La bioaccesibilidad intestinal se lleva a cabo utilizando
un modelo de digestion in vitro, mediante una simulacion de digestion
(masticacion, etapa gastrica, etapa duodenal y dialisis) simulando la
absorcion (Giao et al., 2012; Aura, 2005; Torres, 2011).

Se han realizado amplios estudios sobre la bioaccesibilidad a nutrientes y a
toxicos en diferentes matrices alimentarias (Denis et al, 2016; Framroze et
al 2014); en cuanto a la determinacion de bioaccesibilidad a compuestos
antioxidantes se registran estudios en bayas, panes y trigo, entre otros (Lila
et al, 2012; Hemery et al 2010; Anson et al, 2009). Los resultados permiten
potenciar los beneficios nutritivos de los alimentos de manera que puedan
aprovecharse en procesamientos industriales.

1.1. GENERALIDADES DE LA NARANJILLA VARIEDAD
BAEZA

Los primeros registros del cultivo de la naranjilla datan a mediados de los
1600 en Ecuador y Colombia, se cultiva en franjas semitropicales zonas
oriental y occidental de la cordillera de los Andes; es una fruta exoética y tiene



alto potencial de exportacion, posee ademas altos contenidos de vitamina A
y C. (Burbano y Gordon 2011; Tapia et al., 2010).

La naranjilla variedad Baeza (Figura 1), es un fruto esférico, achatado, color
amarillo rojizo su diametro es de 5 a 7 centimetros, posee un péndulo corto
y cinco sépalos adheridos al fruto. El exterior del fruto se encuentra
recubierto por una pelusa tosca es la particular caracteristica de la planta,
esta variedad es susceptible a plagas y enfermedades (Wilcaso, 2007); en
su interior, presenta cuatro divisiones membranosas, en donde se encuentra
la pulpa de la fruta, posee un color amarillento verdoso y pequefias semillas
(Burbano y Gordon 2011).

Figura 1. (A) Variedad Baeza, (B) Interior del fruto

(Tapia et al., 2010).

Las variedades: agria, Baeza dulce y espinosa, son variedades altamente
susceptibles a plagas y enfermedades; los cultivos hibridos: Puyo, Palora,
Mera y la variedad INIAP Quitoense-2009 que fue creada por el Instituto
Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias INIAP, en su
Programa de Fruticultura en el cual desarroll6 un plan de mejoramiento
de la naranjilla, y purificé una nueva variedad de naranjilla, misma que
se origina a partir de una seleccién de la variedad Baeza, mediante varios
ensayos realizados entre los afios 2008 y 2009. Esta variedad es mas
resistente al ataque de enfermedades y plagas; tiene altos niveles de
productividad, ademas de propiedades de calidad incrementan el consumo
de la fruta (Revelo et al., 2010; Tapia et al., 2010; Tapia y Zambrano, 2008).

En la (Tabla 1) se detalla los compuestos nutricionales y caracterizacion
fisico quimica de la naranijilla.

La naranjilla es una fruta considerada altamente perecible, segun Forero et
al. (2014) por ser una fruta climatérica debe cosecharse en madurez
fisiologia (pintdn) para que alcance su madurez comercial durante la
poscosecha, la fruta cosechada con pedunculo se conserva en temperatura
ambiente por 8 dias, y puede extender su periodo de 3 a 5 dias mas
dependiendo las caracteristicas de almacenamiento y manipulacion (Mejia
et al., 2014; Damodaran, Parkin, 'y Fennema, 2010).



Tabla 1. Caracterizacion fisico, quimica y nutricional de la naranjilla variedad INIAP
Quitoense -2009.

Componente: Promedio:
Humedad (%) 90.46
pH (adimensional) 3.00
Acidez titulable (% acido citrico) 2.56
Solidos solubles (°Brix) 10.80
Peso del fruto (g) 109.50
Largo del fruto (cm) 58.60
Diametro (cm) 55.60
Pulpa (%) 58.80
Corteza (%) 24.70
Semilla (%) 16.40
Color de pulpa Verde
Cenizas (%) 0.59
Proteina (%) 0.64
Fibra (%) 0.46
Carbohidratos totales (%) 7.74
AzUcares totales (%) 4.62
Azlcares reductores (%) 2.40
Vitamina C (mg/100g) 53.33
Polifenoles totales (mg/g) 0.81
Carotenoides totales (ug/g) 1.27
Calcio (ug/g) 48
Magnesio (ug/g) 124
Foésforo (ug/g) 95
Potasio (ug/g) 3.09
Sodio (ug/g) 5
Hierro (ng/g) 1
Zinc (ug/g) 2

(INIAP, 2011; Revelo et al., 2010).

1.2 TRATAMIENTO uv-C COMO TECNOLOGIA
POSCOSECHA

Se estiman pérdidas poscosecha del 50 % en algunas frutas tropicales
producidas por reacciones de pardeamiento enzimatico (Yildiz, 2009). La
intensidad del pardeamiento enzimatico durante la poscosecha vy
procesamiento hortofruticola depende de factores como: la especie,
variedad, madurez, naturaleza y contenido de sustratos fendlicos, la
actividad de las enzimas endogenas  (Samaniego, 2014).



La irradiacion UV en la industria alimenticia se aplica por el poder germicida,
la misma que provoca un efecto letal al aplicar una dosis de entre 0.5 a 20
J/m? causa dafio en el ADN del microorganismo, evitando su reproduccién y
provocando la vulnerabilidad al medio. Se ha comprobado que la radiacion
UV-C incrementa el contenido de compuestos con actividad antioxidante, sin
embargo, no se conoce la fraccidn que realmente es absorbida por el cuerpo
humano (Rivera et al., 2007).

1.3 COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son compuestos abundantes que se encuentran
principalmente en las frutas y hortalizas frescas, posee evidencia de su
papel en la prevencién de enfermedades degenerativas. Los antioxidantes
de frutas se mezclan comdnmente con diferentes macromoléculas tales
como carbohidratos, lipidos y proteinas para formar una matriz alimentaria.
Estudios previos han revisado la evidencia que indica que la microestructura
del alimento afecta la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de varios
nutrientes, refiriéndose principalmente a antioxidantes (Parada y Aguilera,
2007).

Segun la solubilidad de los antioxidantes, se clasifican en dos grupos:
hidrosolubles y liposolubles. Los hidrosolubles, principalmente son la
vitamina C y compuestos fendlicos, actian en el citoplasma celular y el
plasma sanguineo; los liposolubles, destacan la vitamina E y los
carotenoides que intervienen en la auto oxidacion lipidica de las membranas
celulares (Fernandez, 2015).

Los antioxidantes a menudo se encuentran en compartimentos celulares
naturales, los mismos que necesitan ser liberados durante la digestion para
que puedan ser absorbidos en el intestino (Parada y Aguilera 2007). Los
compuestos antioxidantes deben ser primero extraidos para ser
bioaccesibles y luego potencialmente biodisponibles (Tagliazucchi,
Verzelloni, Bertolini y Conte, 2009).

1.4 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos participan como antioxidantes naturales en los
alimentos, quimicamente los fenoles se los puede definir como compuestos
gue tienen un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo, ademas sus
derivados funcionales. Se dividen en tres grupos importantes: acidos
fendlicos, polifenoles y flavonoides (Palafox, Ayala y Gonzélez, 2011).



Los compuestos fendlicos son uno de los principales metabolitos
secundarios de las plantas y su presencia en el reino animal se debe a la
ingestibon de los mismos. Estas sustancias influyen en la calidad,
aceptabilidad y estabilidad de los alimentos, ya que actian como colorantes,
antioxidantes y proporcionan sabor, tienen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y anticancerigenas, lo mas destacable de los compuestos
fendlicos son sus propiedades antioxidantes. Ademas, estos compuestos
poseen la caracteristica de ser susceptibles a ser oxidados y evitan que los
metales catalicen las reacciones de oxidacion (Martinez, 2016).

La naranjilla se destaca por un alto contenido de compuestos fendlicos
(Gancel et al., 2008). Segun, Acosta et al., (2009), el contenido fendlico en
naranjilla que proveniente del Ecuador es de 91+17 mg de &cido galico
equivalentes por cada 100 gramos de fruta fresca.

1.5 CAROTENOIDES

Los carotenoides son precursores de la vitamina A, en la naranjilla se
encuentra un contenido de 33.3+0.6 ug/g en el fruto fresco entero y 7.2+0.3
Mg/g en la pulpa fresca (Acosta et al., 2009).

Los carotenoides que se encuentran en mayor cantidad en la naranjilla son
el B-caroteno con 58.4 %, la luteina con el 32.2 % y zeaxantina con un
porcentaje de 3.2 % del total de carotenoides (Acosta et al., 2009).

En frutas de coloracion amarilla como la naranja, zanahoria o el tomate, se
encuentran de forma cristalina, en frutas como el mango y la papaya se
hallan solubilizados en la fraccion de solucién grasa de la fruta. Parece ser
qgue los carotenoides que se encuentran unidos a proteinas o formando
cristales se absorben en menor cantidad, en cambio los carotenoides que se
encuentran en la matriz disueltos en gotas lipidicas son facilmente
absorbidos (Yahia y Ornelas, 2009). Generalmente, los carotenoides se
concentran mas en la piel que en la pulpa de la fruta.

La homogeneizacion y el tratamiento térmico producen una ruptura de la
estructura celular de la matriz y este hecho favorece la liberacion los
carotenoides (Fielding et al., 2005)

El grado de madurez, el tipo de matriz alimentaria, la presencia e interaccion
de otros componentes y el procesado del alimento determinan en gran parte
la cantidad de carotenoides que se absorbe, es decir, la bioaccesibilidad y
por consiguiente la biodisponibilidad (Fernandez, 2015).



1.6 BIOACCESIBILIDAD Y BIODISPONIBILIDAD

La bioaccesibilidad se define como la cantidad en que un componente del
alimento se encuentra presente en el intestino, como efecto de su liberacion
de la matriz del alimento, y de tener la capacidad de sobrepasar el tejido
intestinal. Las propiedades biologicas de los antioxidantes dependen de su
bioaccesibilidad y biodisponibilidad (Almeida, 2012).

Muchos factores pueden influir en la biodisponibilidad de un compuesto. El
concepto de biodisponibilidad incorpora: bioaccesibilidad, absorcion,
distribucion tisular y bioactividad.

El término "bioaccesibilidad" es un concepto clave para determinar la
eficiencia nutricional de los alimentos y la férmula alimentaria desarrollada
con el objetivo de mejorar la salud humana. Se describe la aplicacién de la
evaluacion de la bioaccesibilidad en los alimentos que demandan un
beneficio para la salud debido a sus nutrientes o contenido de compuestos
bioactivos. La medicidbn de la bioaccesibilidad, proporciona informacion
valiosa para seleccionar la dosis adecuada y fuente de matrices de
alimentos para garantizar la eficacia nutricional de los productos alimenticios
(Fernandez et al., 2009).

Aungque la biodisponibilidad y la bioaccesibilidad a menudo se utilizan
indistintamente, es importante sefalar que la biodisponibilidad incluye la
bioactividad. La biodisponibilidad es la clave de la eficiencia nutricional de la
ingesta total de alimentos, se asimila una cantidad inferior y se utiliza para
almacenamiento y funciones metabdlicas. La bioaccesibilidad durante la
ingestion de alimentos da lugar a la transformacion en material
potencialmente bioaccesible; absorcién y asimilaciéon a través del tejido
epitelial. La bioactividad, en cambio, da lugar a los eventos durante la
interaccién con las moléculas bioldgicas; respuesta fisiolégica transporte y
asimilacion por el tejido objetivo; el compuesto bioactivo se transporta y
alcanza el tejido objetivo, interactia con las biomoléculas, sufre una
biotransformacion, genera un biomarcador y provoca una respuesta
fisiologica (Fernandez et al., 2009).

El objetivo principal del presente estudio fue determinar la bioaccesibilidad a
la capacidad antioxidante en naranjilla variedad Baeza tratada con radiacién
UV-C, mediante digestion in vitro. Se establecié como objetivo especifico:
determinar la bioaccesibilidad de carotenoides, fenoles totales y la
capacidad antioxidante en naranjilla.



2. METODOLOGIA



2. METODOLOGIA

2.1 MUESTRA VEGETAL

Se compararon dos muestras de naranjilla (variedad Baeza) lioflizada:
control (sin tratamiento UV-C) y con tratamiento de radiacion UV-C (9.5
kd/m?). Los andlisis se realizaron al inicio (dia 0) y al final del
almacenamiento refrigerado (dia 21). La dosis de radiacion UV-C y el tiempo
de almacenamiento se determinaron en trabajos experimentales anteriores.

2.2 DIGESTION IN VITRO DE NARANJILLA

2.2.1 FASE DE MASTICACION: CONDICIONES DE pH: CONDICIONES
DE pH BASICO Y PRESENCIA DE A-AMILASA.

Se adicion6 2 g de muestra de naranjilla liofiizada en un matraz
Erlenmeyer, se incorpor6 6 mL de fluido salival simulado (FSS) en una
relacion de 3:1 FSS y muestra, respectivamente. El FSS esta compuesto de
1 mg/volumen de a—amilasa diluida en una solucién con 2.38 g de Naz;HPOy,,
0.19 g de KH,PO, y 8 g NaCl en 100 ml de agua destilada. El pH de la
mezcla se ajustd entre 5.6 y 6.9. Se incubd la preparacién en la estufa a 37
°C por 2.5 min con agitacion de 200 rpm (Giao et al., 2012).

2.2.2 FASE GASTRICA: CONDICIONES DE pH ACIDO Y PRESENCIA DE
PEPSINA

Se afadi6 a la fase de masticacion el fluido gastrico simulado (FGS), que se
elabord con 0.3 mL de pepsina porcina en 0.0075 mg de suero salino al 0.9
% (p/v), segun relacién 0.1:1 de FGS y muestra, respectivamente. La
preparacion fue llevada a incubacion en estufa a 37 °C con agitacion de 130
rom, durante 30 minutos el proceso se realizé en ausencia de luz (Aura,
2005).



2.2.3 FASE DUODENAL: CONDICIONES DE pH BASICO Y PRESENCIA/
AUSENCIA DE PANCREATINA Y SALES BILIARES

A la preparacion anterior se adiciono el fluido intestinal simulado (FIS),
preparado con pancreatina (2 g/L) y sales biliares (12 g/L) en 6 mL de
NaHCO3; 0.1 M, en relacion de 0.5:1 (0.5 mL de FIS por cada mL de digerido
gastrico). El pH se ajusto a 6.0 con NaHCO3; 1 M, la preparacion fue llevada
a incubacion a 37 °C, con agitacion de 45 rpm, durante 60 min en ausencia
de luz (Giao et al., 2012).

2.2.4 FASE DE DIALISIS: CONDICION DE pH 7

El digerido duodenal fue sometido a dializado, se us6 una membrana de
didlisis de 25 mm de ancho (plano) y un tamafio de poro de 12.000 Da, esta
membrana fue sumergida en una soluciébn preparada con 2.38 g de
NaHPO,, 0.19 g de KH,PO, y 8 g NaCl en 100 mL de agua destilada. La
fraccion bioaccesible de este proceso se determind a aquella que sobrepasoé
la membrana de didlisis, después de 8 horas (Torres, 2011).

Al finalizar cada etapa de digestién se tomaron muestras para los posteriores
andlisis, las mismas que fueron centrifugadas con una agitacion de 4000 rpm
a 4 °C, durante 30 min, posteriormente fueron sometidas a filtracion. Las
muestras tomadas fueron separadas en dos partes: a la primera se afiadié 5
mL de etanol y se almacend en congelacion a -20 °C para analisis de
capacidad antioxidante y fenoles totales; la segunda muestra se reservo en
almacenamiento a la misma temperatura para analisis de carotenoides.

2.3 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

El radical ABTS™ se consigui6 al llevar a cabo la reaccién de ABTS (7 mM)
con persulfato potasico (2.45 mM) a temperatura ambiente, en ausencia de
luz por 16 h. En el radical ABTS™ se diluyé etanol hasta una absorbancia
aproximadamente de 0.7 (+ 0.005), la longitud de onda a la cual se midio la
absorbancia fue 734 nm (se denomind blanco).

Las muestras de cada etapa (extracto etandlico), se diluyeron hasta lograr
una inhibicion del 20 al 80 % en comparacion de la absorbancia del blanco.
Primero se adiciono los extractos, seguido se colocoé 1000 yL de ABTS™ se
obtuvo un volumen final de reaccion de 1030 pL. La preparacion s



homogeniz6 con un vortex, luego se dej6 reposar por 6 minutos a
temperatura ambiente para finalmente obtener la lectura de mediciones. Se
utilizé Trolox como antioxidante sintético de referencia, a una concentracién
de 0.5 mM en etanol. Los resultados se expresaron en umol equivalente a
Trolox/g tejido (base seca). El ensayo se realizd por triplicado, segun la
metodologia de Re et al. (1999).

2.4 DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

El proceso se llevd a cabo mediante una reaccion colorimétrica de o6xido-
reduccion segun el método descrito por Singleton et al., (1965). El reactivo
de Folin-Ciocalteu se us6 como agente oxidante. Se coloc6 en un tubo de
ensayo una muestra de extracto de 60 uL el mismo que contenia 1740 pL de
agua destilada; se afiadi6 200 uL de Folin-Ciocalteu diluido en agua
destilada (1:1); la preparacion fue homogenizada y protegida de la luz, se
dejé en reposo durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié 400 L
de una solucion de Na,COzal 20 % m/ven NaOH 0.1 N y se homogenizo. El
volumen final de reaccién fue de 2400 uL. Se dejé reposar por 60 min para
luego medir la absorbancia a 760 nm en un espectrofotdmetro. La
concentracion de fenoles totales fue determinada empleando una curva de
calibracion, se utiliz6 como antioxidante de referencia la catequina de 20 a
140 pL en volumen final de reaccién. Los resultados se expresaron como ug
equivalente de catequina/g. tejido. El ensayo se realiz6 por triplicado.

2.5 DETERMINACION DE CAROTENOIDES

Se determindé segun la metodologia de Massolo, (2015). Se prepar6 una
solucion de hexano, acetona y etanol en relaciéon de (2:1:1) respectivamente,
se afladi6 1 mL de muestra en un tubo Falcon, se incorporé 5 mL de la
preparacion de hexano al tubo, se agitdo la mezcla durante 1 min con un
vortex.

Se afiadid 1 mL de agua destilada de esta manera se obtuvo la separacion
de fases. Se retird la fase superior y se midio la absorbancia a una longitud
de onda de 454 nm en el espectrofotometro. La medicion se realizd por
triplicado. Los resultados fueron expresados en g equivalente de cianidina /
kg de tejido.



2.6 DETERMINACION DE LA BIOACCESIBILIDAD

La cuantificacion de la fraccién soluble (bioaccesible) de los compuestos
fendlicos, carotenoides y capacidad antioxidante se obtuvo segun la
ecuacion 1 (Zaccari, 2010):

Bioaccesibilidad (%) = (X/Y) x 100% [1]
Donde:
X: El contenido del componente después de la ingesta (mg)
Y: El contenido del componente en producto fresco (en base seca) (mg)

Los resultados obtenidos se reportaron en porcentaje, a partir de los datos
obtenidos después de la didlisis y valores iniciales de cuantificacion de
carotenoides, fenoles totales y capacidad antioxidante de naranjilla fresca
obtenidos de un trabajo de investigacion segun Llerena, (2014).

2.7 ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental que se utiliz6 fue AxBxC, mediante andlisis de
varianza. Las variables independientes fueron la etapa de la digestion, el
tratamiento (radiacion UV-C con dosis de 9.5 kJ/m? y control) y los dias de
almacenamiento (0 y 21); las variables dependientes fueron la capacidad
antioxidante, el contenido de carotenoides y el contenido de fenoles totales.
Se realiz6 la comparacion de las medias con la prueba de Tukey; los datos
obtenidos fueron analizados en el programa estadistico Infostat version
2016, con un nivel de significancia de 0.05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 BIOACCESIBILIDAD DE CAROTENOIDES, FENOLES
TOTALES Y  CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN
NARANJILLA BAEZA CON TRATAMIENTO UV-C Y
CONTROL.

Las muestras liofilizadas de naranijilla variedad Baeza tratadas con radiacion
UV-C (9.5 kJ/m?) y no irradiadas (control) fueron sometidas al proceso de
digestion in vitro. En las etapas de masticacion, gastrica, duodenal y luego
del proceso de dializado (fraccion bioaccesible) se determiné el contenido de
carotenoides, fenoles totales y la capacidad antioxidante (Tabla 2).

Tabla 2. Contenido de carotenoides, fenoles totales y capacidad antioxidante durante las
fases de digestion in vitro de naranijilla a los 0 y 21 dias de almacenamiento.

Fase de digestion in vitro
Parametro Dia Muestra Masticacion Gastrica Duodenal Fraccion
bioaccesible
Carotenoides 0 C 27.31°¢ 50.93° | 6228 4.80"
(g equivalente T 33.01° 54.90°" | 65.11° 5.76 1
cianidina/kg de 21 C 24.10 ¢ 4514°% | 5559 < 3.989
tejido) (base T 27.76 ¢ 47.92°% | 59.22%° 5.34™
seca)
Fenoles totales 0 C 1.11% 0.92° 0.38° 0.10"
(mg equivalente T 1.19° 0.98 0.46 ¢ 0.11"
catequina/g de 21 C 0.95% 0.72° 0.46° 0.089 "
tejido) (base T 1.04"° 0.76° 0.60" 0.089 "
seca)
Capacidad 0 C 491.9' 563.8% | 737.3" 43.29
antioxidante T 539.3 ¢ 586.5% | 7654 76.59
(UM equivalente 21 C 536,7 ¢ 595,3% | 722,2°" 51,69
Trolox /g de T 588,4 % 658,7°° | 830,02 60,0 ¢
tejido) (base
seca)

Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05) para la prueba
de Tukey

C= muestras control

T= muestras tratadas (9.5 kJ/m?)

11



Al realizar la cuantificacion de carotenoides, se determiné la mayor cantidad
de estos compuestos en la fase duodenal de la digestion in vitro, ya que la
parte principal del metabolismo del carotenoide ocurre en el intestino
delgado donde también se disuelven en los lipidos dietéticos antes de que
puedan ser absorbidos (Parada y Aguilera 2007).

En el dia 21 de almacenamiento (en todas las fases de digestion) se
encontré6 menor contenido de carotenoides en relacion al dia 0O; resultados
similares fueron presentados por Gonzalez et al., (2008). Esta diferencia
puede estar relacionada con la sensibilidad de los carotenoides frente
factores como la luz, calor, oxigeno y acidez; estos factores reducen el valor
nutricional de alimentos ricos en carotenoides, segun Osuna et al., (2011)
guedando menor cantidad para que sea bioaccesible.

Por otro lado, el grado de madurez en el caso de las frutas, el tipo de matriz
alimentaria, la presencia e interaccion de otros componentes y el procesado
del alimento determinan en gran parte la cantidad de carotenoides que se
absorbe, es decir, la bioaccesibilidad y por consiguiente su biodisponibilidad
(Fernandez, 2015).

En cuanto al contenido de fenoles totales, en cada fase de la digestion las
muestras tratadas con radiaciéon UV-C (9.5 kJ/m?) presentaron mayor
contenido de fenoles totales.Esto podria estar relacionado con lo propuesto
por Massolo et al., (2011) quienes aseguran que la radiacion UV-C como
tratamiento poscosecha induce la sintesis de fenoles totales.

El mayor contenido de fenoles totales se encuentra en las muestras tratadas
(al inicio del almacenamiento, dia 0) de la fase de masticacion y fase
gastrica. Se ha demostrado que el estbmago constituye un sitio activo de
absorcion de numerosos acidos fendlicos; este hecho explica la rapida
absorcion de estos compuestos que oscila entre 1 a 2 horas después de la
ingesta de frutas y verduras (Lafay y Gil, 2008); la accion de masticacion
provoca la descomposicion de las células y liberacion de los compuestos
fendlicos contenidos en las vacuolas y los ligados débilmente a la pared
celular. Los polifenoles ligados mas estrechamente a la pared celular,
especialmente en las células de la piel, se liberan durante la fase digestiva
gastro-pancreatica como consecuencia del medio acido del estbmago y del
medio alcalino del intestino (Tagliazucchi et al., 2009; Del Rio et al., 2009).

Se determind que el contenido de fenoles totales es bajo, esto debido a que
tan solo una porcién menor de compuestos fendlicos de bajo peso molecular
(mondémeros u oligbmeros) son capaces de atravesar la pared intestinal
hacia el intestino delgado (Palafox, Ayala y Gonzalez, 2011).
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En la determinacion de la capacidad antioxidante de las diferentes fracciones
de cada fase de la digestion se pudo observar que las muestras
provenientes de naranjilla tratada con radiacion UV-C presentan mayores
valores que los controles. Esta relacion se mantiene tanto en el dia 0 como
en el dia 21 de almacenamiento. La concentracion de antioxidantes puede
cambiar en una matriz alimentaria por la aplicacion de tratamientos y
tecnologias como temperatura, refrigeracion, atmosferas modificadas,
radiacion UV-C, entre otras, asi como en el tiempo de almacenamiento (Haro
y Guerrero, 2013).Es importante resaltar que la aplicacion de la radiacion
UV-C como tecnologia permite preservar la concentracion de compuestos
que aportan a la capacidad antioxidante, es decir, que la degradacion de
compuestos antioxidantes en naranijilla tratada es menor que en los frutos no
tratados.

La fraccion bioaccesible (posterior al dializado) fue mayor en las muestras
tratadas que las muestras control tanto al inicio como al final del
almacenamiento, en cuanto al contenido de carotenos como en la capacidad
antioxidante. El contenido de fenoles totales no mostré diferencia entre
tiempo de almacenamiento y tampoco entre tratamiento. En esta etapa pudo
influir la porosidad de la membrana, evitando la absorcion de los polifenoles
en el intestino delgado (Quifiones et al.,, 2012). Estudios previos han
comprobado que la microestructura del alimento afecta la bioaccesibilidad y
biodisponibilidad de varios nutrientes, refiriéendose principalmente a
compuestos antioxidantes (Parada y Aguilera 2007).

3.2 PORCENTAJE DE BIOACCESIBILIDAD

La determinacion del porcentaje de bioaccesibilidad indica la concentracion
gue supera las barreras de pH y temperatura, seria la fraccibn que se
absorberia en el intestino. En la (Tabla 3), se reporta los porcentajes de
bioaccesibilidad de carotenoides, fenoles totales y capacidad antioxidante;
en muestras sin tratamiento (control) y tratadas; en los dias de
almacenamiento Oy 21.
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Tabla 3. Resultados de carotenoides, fenoles totales y capacidad antioxidante de producto

fresco y fraccion bioaccesible.

Estado de
Parametro Dia Muestra muestra Resultado
Producto Fresco
Control 17
Fraccién
0 bioaccesible 4.80
Producto Fresco
Carotenoides ug Tratadas 16.20
equivalente Fraccién
cianidina/kg de bioaccesible 5.76
tejido (base Producto Fresco
seca) Control 13
Fraccién
21 bioaccesible 3.98
Producto Fresco
Tratadas 15
Fraccién
bioaccesible 5.34
Producto Fresco
Control 379
Fraccién
0 bioaccesible 89
Producto Fresco
Fenoles totales Tratadas 377
Mg equivalente Fraccién
catequinal/g bioaccesible 108
tejido (base Producto Fresco
seca) Control 366
Fraccién
21 bioaccesible 89
Producto Fresco
Tratadas 365
Fraccién
bioaccesible 89
Producto Fresco
Control 350
Fraccién
0 bioaccesible 43.2
Producto Fresco
Capacidad Tratadas 340
antioxidante uM Fraccién
equivalente bioaccesible 76.5
Trolox/g tejido Producto Fresco
(base seca) Control 260
Fraccién
21 bioaccesible 51.6
Producto Fresco
Tratadas 200
Fraccién
bioaccesible 60.7
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Tabla 4. Porcentaje de bioaccesibilidad de carotenoides, fenoles totales y capacidad

antioxidante.
Bioaccesibilidad de (%)
Carotenoides Fenoles totales Capacidad antioxidante
Dia Control | Tratadas Control Tratadas Control Tratadas
0 28.2 35.6 235 28.6 12.3 225
21 30.6 35.6 24.3 24.4 19.8 30.4

El andlisis se realiz6 desde dos puntos de vista, en primer lugar la variacién
de los compuestos en el tiempo de almacenamiento y en segundo lugar el
efecto del tratamiento UV-C sobre su bioaccesibilidad.

El porcentaje de bioaccesilidad (referente al almacenamiento) de
carotenoides y fenoles totales no vari6 ya que se obtuvieron valores
similares en ambos casos. Por otra parte a capacidad antioxidante obtuvo un
incremento del (7 y 8 %) para las muestras control y tratadas,
respectivamente, el dia 21 obtuvo mayor porcentaje en relacion al dia 0.

En cuanto al afecto del tratamiento poscosecha sobre el porcentaje de
bioaccesibilidad de carotenoides se encontré un incremento del (7 y 5 %)
(dia 0 y dia 21, respectivamente) en relaciébn a las muestras control. A
diferencia del contenido de fenoles totales, en el que Unicamente en el dia 0
se encontré un incremento del 5 % en las muestras tratadas en tanto que en
el dia 21 el porcentaje de bioaccesibilidad es similar en las dos muestras.
Por otro lado, la capacidad antioxidante se vio aumentada aproximadamente
en un 10 % en los frutos tratados en los dos tiempos de analisis.

Esta diferencia en los resultados puede deberse a diferentes causas, por
ejemplo, en caso de los carotenoides, son compuestos hidrofobos y su
absorcion depende de la liberacion eficiente de la matriz alimenticia y
posterior solubilizacion por acidos biliares y enzimas digestivas, culminando
en su incorporacion en micelas. Los carotenoides estan disociados de su
ambiente nativo en el tejido vegetal durante el procesamiento de los
alimentos y la digestién (condiciones acidas e hidrélisis enzimatica) en el
estbmago. Ademas, los carotenoides también deben ser liberados de su
ambiente nativo durante la masticacion, donde las fuerzas mecanicas y las
enzimas salivales alteran los tejidos y los compartimentos celulares. Como
se menciond anteriormente la parte principal del metabolismo de los
carotenoides ocurre en el intestino delgado donde también se deben disolver
en los lipidos dietéticos antes de que puedan ser absorbidos (Parada y
Aguilera 2007).
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El principal factor que afecta al contenido de carotenoides en frutas vy
hortalizas es el proceso de maduracion. La maduracion de un fruto es un
proceso que va acompafnado de cambios fisicos y metabdlicos. Durante este
proceso el contenido del caroteno puede aumentar en so6lo 20 dias. Por otra
parte, el tipo de matriz alimentaria, el procesado y las interacciones durante
la digestion y absorcion con otros compuestos de la dieta, pueden alterar la
cantidad de carotenoides que se liberan de la matriz del alimento y
consecuentemente modificar la bioaccesibilidad de los carotenoides
presentes en el alimento (Arranz et al., 2015).

En relacion a los compuestos fendlicos, Lafay y Gil (2008) argumentan que
la mayoria de los polifenoles, como los flavonoides, se absorben en el
intestino después del consumo de alimentos y bebidas y pueden pasar a
través de la pared del intestino hacia el torrente sanguineo, para que se
produzca la absorcion de los flavonoides en el intestino delgado, primero
deben eliminarse los azucares (glucosidos); este proceso esta controlado
por la accion de enzimas fabricadas en el intestino delgado (por ejemplo, B-
glucosidasa), (Denny y Buttriss, 2007). Soélo una porcion menor de
compuestos fendlicos de bajo peso molecular (monémeros u oligdbmeros)
son capaces de atravesar la pared intestinal hacia el intestino delgado. Los
compuestos fendlicos de bajo peso molecular no absorbidos y los polifenoles
asociados con la fibra dietética, que representan una parte importante de los
polifenoles dietéticos, no estan biodisponibles en el intestino superior
humano y llegan al colon, donde se convierten en sustratos fermentables
para la microflora bacteriana junto con carbohidratos y proteinas indigeribles
(Palafox, Ayala y Gonzélez, 2011).

Los acidos fendlicos en forma de aglicona se absorben generalmente en la
parte superior del tracto gastrointestinal (Saura et al., 2007). EI estémago
constituye un sitio activo de absorcion de numerosos é&cidos fendlicos, ya
que los acidos galico, caféico, ferulico, cumarico y también clorogénico
pueden ser absorbidos por el estbmago; este hecho explica la rapida
absorcion de estos compuestos que oscila entre 1 a 2 horas después de la
ingesta de frutas y verduras (Lafay y Gil, 2008).

Por otro lado, Cienfuegos et al., (2009), mencionan que la capacidad
antioxidante varia segun diferentes parametros como los factores de
manufactura, el manejo poscosecha e incluso la variedad botanica; ademas
la capacidad antioxidante de una mezcla, depende del microambiente en el
cual se encuentra el compuesto, no depende solamente de las capacidades
antioxidantes de cada componente. Como se menciond en la seccion
anterior de la estabilidad de los compuestos con actividad antioxidante
dependera la capacidad antioxidante global cuantificada por el método
utilizado. Debe tomarse en cuenta que compuestos como el acido ascoérbico
y dehidroascorbico también aportan a la capacidad antioxidantes.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

e Las muestras de naranjilla tratadas con radiacién UV-C (9.5 kJ/m?)
mostraron mayor contenido de carotenoides, capacidad antioxidante y
fenoles totales que las muestras control esto puede deberse a que la
radiacion UV-C incrementa el contenido de compuestos con actividad
antioxidante.

e La bioaccesibilidad de fenoles totales incrementd los valores en las
fases de masticacion y géastrica en las muestras tratadas en el dia 0,
este resultado se le atribuye que el estomago constituye un sitio
activo de absorcion de los acidos fendlicos, ademas solo una parte
reducida de compuestos fendlicos de bajo peso molecular son
capaces de atravesar la pared intestinal hacia el intestino delgado.

e La bioaccesibilidad de carotenoides presenté mayores valores en la
fase de digestiéon duodenal, esto se debe a que la parte principal del
metabolismo del carotenoide ocurre en el intestino delgado, ademas
en relacién con el almacenamiento se obtuvo mayores valores en el
dia de almacenamiento 0, este resultado puede estar relacionado con
la sensibilidad que tiene los carotenoides frente a factores como la
luz, calor y oxigeno.

e La bioaccesibilidad a la capacidad antioxidante presentd mayores
resultados en la fase duodenal, en las muestras tratadas, en el dia 21
estos resultados son debido a que la radiacion UV-C como tecnologia
favorece a la preservacion de la concentracion en compuestos que
aportan a la capacidad antioxidante.

e El porcentaje de bioaccesibilidad de carotenoides mostré un
incremento del (7 y 5 %) en los dias 0 y 21, respectivamente en
relacion con las muestras control.
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El porcentaje de bioaccesibilidad de fenoles totales, reportdé que
Gnicamente en el dia 0 se encontré un incremento del 5 % en las
muestras tratadas; en tanto que en el dia 21 el porcentaje de
bioaccesibilidad es similar en las dos muestras.

El porcentaje de bioaccesibilidad a la capacidad antioxidante aumento
aproximadamente en un 10 % en las muestras tratadas en los
diferentes dias de almacenamiento.
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4.2 RECOMENDACIONES

e Comparar, los resultados in vitro, con resultados in vivo, puesto que
siempre seran una aproximacion de los estudios en humanos, dado
gue no se pueden controlar todos los factores que influyen dentro de
la digestion humana.

e Utilizar compuestos antioxidantes naturales, como una posible
alternativa para reemplazar los antioxidantes sintéticos de la industria
alimentaria.
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6. ANEXOS



ANEXO 1
DETERMINACION DE BIOACCESIBILIDAD

Digestion in vitro y condiciones gastrointestinales de naranjilla Baeza y
tratada con dosis de 9.5 kJ/m? de radiacién UV-C, y sin tratamiento.

Preparacion de la muestra vegetal

Preparacién de FSS (Fluido salival simulado).
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Digestion in vitro de masticacion

Centrifugacion de extractos etanolicos
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Digestion in vitro incubacion en estufa, fase duodenal

Extraccién de alicuotas
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Digestion in vitro dializado

Determinacién de contenido de carotenoides
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Estabilizacién del radical ABTS

Determinacién de contenido de capacidad antioxidante
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Determinacion de contenido de fenoles totales.
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