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Contenido IX

Resumen

La apariencia en los alimentos es un atributo importante y decisivo en el consumidor, por
lo cual la industria emplea los colorantes a fin de otorgar caracteristicas atractivas, durables
y homogéneas. Actualmente en el mercado predomina el uso de colorantes de origen
sintético debido a su bajo costo, durabilidad y firmeza en su pigmentacion, sin embargo,
diversos estudios han mostrado el impacto negativo que tiene el consumo de estos al estar
relacionados con efectos toxicos, alergénicos y hasta cancerigenos. En este sentido, se
han estudiado los colorantes naturales buscando las ventajas de los colorantes artificiales
y que adicionalmente tengan un aporte a la salud. Los carotenoides son pigmentos
liposolubles, naturales, de coloracién amarillo-naranja presentes en matrices alimentarias
como la ahuyama, reconocidos por su poder antioxidante y porque algunos tienen actividad
provitamina A. En este trabajo se estudiaron diferentes tecnologias para extraer los
carotenoides de la ahuyama, una hortaliza cultivada en Colombia y de importante aporte
nutricional. Se realiz6 una caracterizacion fisicoquimica de la ahuyama a fin de evaluar su
estado de madurez comercial, teniendo en cuenta que esta tiene un efecto importante
sobre el contenido de carotenoides totales (CCT). Posteriormente, se realiz6 un proceso
de adecuacion que consistid en una deshidratacién por conveccion forzada y posterior
molienda, esto con el fin facilitar el acceso a los carotenoides de la matriz. Con la harina
de ahuyama obtenida y empleando aceite de girasol como solvente, se estudiaron técnicas
de extraccién convencional con agitacién continua (CNV) y asistida con ultrasonido (US),
en las que se evalu6 el CCT, color y estabilidad oxidativa. Se encontr6 que los mejores
resultados en la metodologia de extraccion tanto para el CCT (1244 mg [-carotenoed/kg
extracto) como para el color medido en el espacio CIELAB se obtuvieron con CNV, en un
tiempo de extraccion de 24 horas y una relacion matriz-mezcla del 60%. Este extracto fue
evaluado en almacenamiento durante 28 dias, tiempo en el cual se evidencié que la
disminucion maxima del CCT fue del 18%, que el indice de perdxidos (IP) se mantuvo
inferior a 10 mEq de oxigeno activo/kg y que el indice de p-anisidina (IpA) no mostro

variacion significativa. Se realiz6 la inclusion del extracto de carotenoides en un yogurt
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evaluando su color durante 28 dias, evidenciando que se logré una coloracién muy similar

a la de un yogurt con adicién de colorante artificial, con un aporte nutricional afiadido.

Palabras clave: Carotenoides, ahuyama, extraccién verde, ultrasonido, estabilidad
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Abstract

Green extraction of carotenoids from pumpkin (Cucurbita
moschata Duch) using vegetable oil for its addition as a natural
colorant in a food matrix

Appearance in food is an important and decisive attribute for the consumer, which is why
the industry uses colorants to provide attractive, durable and homogeneous characteristics.
Currently, the use of dyes of synthetic origin predominates in the market due to their low
cost, durability and firmness in their pigmentation, however, various studies have shown
the negative impact of its consumption as these are related to toxic, allergenic and even
carcinogenic. In this sense, natural colorants have been studied looking for the faculties of
artificial colorants and that these additionally have a contribution to health. Carotenoids are
fat-soluble, natural, yellow-orange pigments present in food matrices such as squash,
recognized for their antioxidant power and because some have provitamin A activity. In this
work, different technologies were studied to extract carotenoids from squash, a vegetable
cultivated in Colombia and of important nutritional contribution. A physicochemical
characterization of the squash was carried out in order to evaluate its state of commercial
maturity, taking into account that this is related to the content of total carotenoids (CCT).
Subsequently, an adaptation process was carried out that consisted of dehydration by
forced convection and subsequent grinding, in order to facilitate access to the carotenoids
of the matrix. With the pumpkin flour obtained and using sunflower oil as solvent,
conventional extraction techniques with continuous agitation (CNV) and assisted with
ultrasound (US) were studied, in which the content of total carotenoids (CCT), color and
oxidative stability were evaluated. It was found that the best results in the extraction

methodology for both CCT (1244 mg B-carotenoeq/kg extract) and for the color measured
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in the CIELAB space were obtained with CNV, in an extraction time of 24 hours and a ratio
60% matrix-mix. This extract was evaluated in storage for 28 days, during which time it was
shown that the maximum decrease in CCT was 18%, that the peroxide index (IP) remained
below 10 mEq of active oxygen/kg and that the Index of p-anisidine (IpA) did not show
significant variation. The inclusion of the carotenoid extract in a yogurt was carried out,
evaluating its color for 28 days, showing that a coloration very similar to that of a yogurt

with the addition of artificial coloring was achieved, with an added nutritional contribution.

Keywords: Carotenoids, pumpkin, squash, green extraction, ultrasound, stability
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Introduccioén

El color de un alimento juega un papel importante al momento de escoger entre un
producto u otro, ya que corresponde a la primera impresion que recibe y evalia el
consumidor y que inmediatamente enlaza con su sabor y calidad. Por esta razén y por la
necesidad de balancear la pérdida de color durante el procesamiento y almacenamiento,
se emplean colorantes en la industria de alimentos (Annisa et al., 2018). Estos pueden ser
naturales o sintéticos segun su origen. Los colorantes naturales son obtenidos de fuentes
vegetales y los colorantes sintéticos son derivados de sintesis organica o inorganica, y a
pesar de que estos tienen interesantes ventajas como menor costo y colores mas intensos
y uniformes, se ha identificado que su uso deberia ser limitado debido a los efectos
hiperalergénicos, carcinogénicos y toxicolégicos que tienen sobre la salud (Tuli et al.,
2015). Debido a estas probleméaticas se han considerado los colorantes naturales como
alternativa a los colorantes artificiales tradicionalmente utilizados en la industria alimentaria
ya que estos se destacan por sus diversos beneficios a la salud y porque varios de ellos
cuentan con compuestos bioactivos que brindan un valor agregado adicional como
antioxidantes, Utiles también para extender el tiempo de vida util de los alimentos; sin
embargo, estos compuestos también tienen sus desventajas, como lo son su costo e
inestabilidad como aditivos en los alimentos, marcados por factores externos como el pH,
temperatura, luz, humedad y en general condiciones de almacenamiento. Al tener que
escoger entre los colorantes artificiales y naturales se expone un gran reto enmarcado por

las ventajas y desventajas de cada uno de ellos.

Dentro de los colorantes naturales, se encuentran los carotenoides que son compuestos
pigmentarios de fuentes vegetales que brindan coloraciones desde el amarillo hasta el
naranja-rojo; estan asociados con beneficios para la salud como la reduccion en el riesgo
de enfermedades degenerativas, cataratas, enfermedades cardiovasculares y ciertos
canceres (Song, Wang, et al., 2018). Estos pigmentos se encuentran presentes en frutas
y vegetales como la papaya, zanahoria, melon, tomate y ahuyama, entre muchos otros. La

ahuyama, particularmente rica en estos compuestos, hace parte del género Cucurbita y
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hace parte fundamental de la alimentacion basica en muchas regiones de América, Asia y
Europa, evidenciando esta importancia en el aumento del area sembrada (Vallejo y
Estrada, 2004). En Colombia desde el afio 2013 hasta el afio 2017 se duplico el area
cosechada, obteniendo una produccion de 124000 Ton en 10479 Ha (Agronet, 2018).

Song, Yang, et al. (2018) reportaron que la ahuyama contiene en su pulpa grandes
cantidades de carotenoides, principalmente B y a-caroteno, luteina, B-criptoxantina y
zeaxantina. El B-caroteno y el a-caroteno son precursores de la provitamina A y, como la
luteina, son compuestos con propiedades antioxidantes. Existe evidencia epidemioldgica
de que el aumento en el consumo de carotenos, luteina y zeaxantina, disminuye el riesgo
de enfermedades oculares como la degeneracion macular (Zaccari et al., 2017). De
acuerdo con los resultados que arroja la Encuesta Nacional de Situacion Nutricional
(ENSIN) de 2015 y segun la OMS, Colombia se encuentra en un alto riesgo de deficiencia
de vitamina A. En patrticular, la primera infancia es el segmento de la poblacion mas
vulnerable; el 27,6% de la poblacién entre los 12 y los 23 meses y una cuarta parte de los
nifios de 1 a 4 afios de edad presentan deficiencia de vitamina A (Minsalud, 2015).
Desafortunadamente, a pesar de la necesidad de los compuestos bioactivos de la
ahuyama con fines nutricionales y de salud, segun el Informe de pérdida y desperdicio de
alimentos en Colombia, las frutas y hortalizas representan el 62% de pérdidas, donde 1,8
millones de toneladas se desperdician en la etapa de postcosecha (Departamento
Nacional de Planeacion, 2016), lo que evidencia la pérdida de productos con alto potencial

para el cuidado de la salud.

Los carotenoides se extraen de los cloroplastos de las células mediante diferentes
técnicas, siendo la principal de ellas la extracciéon con solventes tipo Soxhlet. En esta
técnica, las etapas de extraccion y destilacién toman varias horas, incluso dias, y se llevan
a cabo frecuentemente mediante calentamiento prolongado y agitacién en solvente en
ebullicion, seguido de un calentamiento prolongado para eliminar el solvente. El
procedimiento convencional de extraccién con solvente representa no solo el 80% del
tiempo total de procesamiento, sino también el 90% de la energia requerida y mas del 99%
del solvente utilizado para todo el procedimiento de andlisis (Chemat et al., 2015).
Adicionalmente, este tipo de extraccion emplea solventes que generan riesgos
ambientales (aire y agua), para la salud (toxicidad crénica y aguda e irritacién) y riesgos
de seguridad (descomposicién, explosién) (Saini y Keum, 2018). Siendo esta la situacién

actual, se han hecho esfuerzos por desarrollar nuevas técnicas de extraccion que reduzcan
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el impacto ambiental, los tiempos de proceso y el uso de solventes derivados del petréleo,
por lo que se han estudiado técnicas no convencionales como la extraccién con fluidos
supercriticos y subcriticos, extraccion asistida por pulsos eléctricos, extraccion asistida por
microondas, extraccion asistida por ultrasonido entre otras, obteniendo resultados
favorables, con menores tiempos de extraccion, menor uso energético y de agua, altos
rendimientos, mejora de la extraccién de componentes nutricionales termosensibles, bajas
temperaturas de proceso, bajo consumo de energia y obtencién de productos de alta
calidad al no emplear solventes (Baiano y del Nobile, 2016). Algunas de estas técnicas
alternativas de extraccion de carotenoides siguen empleando solventes organicos apolares
con algun grado de toxicidad y adicionalmente su eventual escalamiento comercial puede
conllevar algunas dificultades técnicas o representar altos costos. Por este motivo, resulta
de interés explorar el uso de solventes verdes, o mas sostenibles en términos de su

impacto ambiental, toxicidad y biodegradabilidad.

Con base en lo expuesto anteriormente, este trabajo se plante6 a fin de responder las

siguientes preguntas:

1. ¢(Cudles son las mejores condiciones para extraer compuestos colorantes
mediante metodologias verdes convencionales y no convencionales (en particular
extraccion asistida por ultrasonido) a partir de la ahuyama para ser usados como

colorantes naturales en la industria agroalimentaria?

2. ¢Cudl es el comportamiento del colorante extraido a dichas condiciones en

términos de la estabilidad del color al ser aplicado en un producto lacteo?

Y para desarrollarlas, se planteé como objetivo evaluar la efectividad de diferentes
estrategias de extraccion de pigmentos carotenoides a partir de ahuyama (Cucurbita
moschata Duch), empleando aceite vegetal como solvente verde, para su uso como

colorante natural aplicable en alimentos.

Este trabajo de tesis estd compuesto por cuatro capitulos. En el primer capitulo se presenta
el marco teorico con los conceptos clave de este trabajo, asi como el estado del arte en el
cual se muestran algunos trabajos realizados previamente con relacién a las técnicas de
extraccion de carotenoides empleadas en este documento. En el segundo capitulo se trata
el proceso de adecuacion realizado a la ahuyama previo a la extraccion de carotenoides,

los materiales y métodos empleados y el efecto del proceso de adecuacion sobre el
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contenido de carotenoides y color. En el tercer capitulo se presentan los materiales y la
metodologia empleada para la extraccion de carotenoides mediante agitacion magnética y
extraccion asistida con ultrasonido, evaluando el contenido de carotenoides, eficiencia de
extraccion y color. También se incluye un breve estudio de extracciones sucesivas de
carotenoides a través de las técnicas anteriormente mencionadas. En el cuarto capitulo se
presentan los materiales, métodos y resultados de un breve estudio de estabilidad
oxidativa del extracto con mayor contenido de carotenoides almacenado a dos
temperaturas, asi como también se presenta la evaluacién del color al adicionar el extracto
fuente de carotenoides a una matriz lactea y almacenarla durante 28 dias. Finalmente, se

presentan las conclusiones generales del trabajo de investigacion.

El desarrollo de este trabajo fue posible gracias al apoyo financiero del Ministerio de
Ciencia, Tecnologia e Innovacion mediante el proyecto “Estudio espectroscopico y perfil
de compuestos carotenoides de matrices alimentarias con alto potencial agroindustrial
para la extraccién y microencapsulacion de colorantes amarillo-naranja" y a los recursos
del patrimonio autbnomo Fondo nacional de financiamiento para la ciencia, la tecnologia y

la innovacion Francisco José de Caldas.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la efectividad de diferentes estrategias de extraccion de pigmentos carotenoides a
partir de ahuyama (Cucurbita moschata Duch), empleando aceite vegetal como solvente

verde, para su uso como colorante natural aplicable en alimentos.

Objetivos especificos

= Identificar los efectos del proceso de adecuacion (reduccion de tamafio y secado

con aire por conveccion) en el contenido de carotenoides de la ahuyama.

= Evaluar el rendimiento de extraccién de carotenoides y el color de los extractos
obtenidos a partir de ahuyama y aceite de girasol como solvente, empleando
metodologias convencionales y no convencionales (extraccion asistida por

ultrasonido).

= Evaluar la estabilidad del extracto obtenido a las mejores condiciones de

extraccion, y del color de un producto lacteo pigmentado con dicho extracto.






1. Marco tedrico

1.1 Uso de pigmentos como aditivos en alimentos:
Generalidades

De acuerdo con The Food and Drug Administration, los aditivos corresponden a cualquier
sustancia cuyo uso pretenda afectar las caracteristicas de cualquier alimento,
empleandose con diferentes fines como mantener o mejorar la seguridad, frescura y valor
nutricional y mejorar el sabor, la textura y apariencia de los productos (FDA, 2010). Dentro
de la clasificacion de los aditivos alimentarios se encuentran los conservantes, aditivos
nutricionales, colorantes, saborizantes, agentes texturizantes y agentes miscelaneos
(Carocho et al., 2014) empleados segun la propiedad que se desee mantener, destacar o
mejorar en el alimento. Sin embargo, en los Ultimos afios la percepcion de los
consumidores frente a los aditivos no ha sido positiva, en especial desde los afios 80
cuando algunos aditivos se empezaron a considerar peligrosos para su uso en alimentos,
razén por la que se fueron eliminando varios de ellos. Si bien con el tiempo y con ayuda
de los diferentes estudios cientificos y generacion de aditivos naturales el punto de vista
del publico ha mejorado, aun persiste cierta desconfianza, pues el consumidor en general
busca un alimento sin aditivos, y al no estar disponibles, el mismo consumidor elegira, si
es posible, un alimento que contenga aditivos naturales en lugar de los aditivos sintéticos
(Carocho et al., 2014). A esto se suma la reciente tendencia “Clean label” o “Etiqueta
limpia”, que va orientada a lo que el consumidor desea ver en el rotulado de un producto,
buscando que este sea claro de entender, que el alimento sea libre de aditivos artificiales,
con ingredientes reconocibles y que sean minimamente procesados (Grant y Parveen,
2017).

Los colorantes por su parte, tienen como fin resaltar el color en un producto, lo que también
brinda un indicio del estado de madurez, calidad y frescura del mismo. En la actualidad se

reconocen dos tipos de colorantes o pigmentos segun su origen: naturales y artificiales.
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Los colorantes naturales se extraen de minerales, plantas o fuentes animales, mientras
gue los colorantes artificiales son aquellos de origen mineral que han sido transformados
con procesos quimicos (Zalbidea, 2017). Los colorantes artificiales o sintéticos son los méas
empleados en la actualidad debido a su bajo costo de produccion, alta resistencia y
estabilidad quimica (Sigurdson et al.,, 2017), sin embargo, diferentes estudios han
reportado efectos adversos para la salud, entre estos, reacciones alérgicas, intolerancia e
hiperactividad (Gerardi et al., 2015). Un ejemplo bastante mencionado es la tartrazina,
colorante empleado para dar tonalidades amarillas-naranjas. Este pigmento ha sido
relacionado en diferentes publicaciones con efectos nocivos para la salud al demostrar que
actlla como activador de los receptores de estrogeno, aumentando el riesgo de cirrosis
biliar primaria en mujeres posmenopausicas; también se concluy6 que tiene efectos téxicos
por su capacidad de dafiar linfocitos y unirse directamente al ADN; en otros informes se
reporté su capacidad de unirse a la albumina de suero humano y bovino, formando un
complejo con estas proteinas que limitan potencialmente su funcion fisiologica. Otros datos
han demostrado que podria desencadenar carcinogénesis a dosis muy altas o exposicion
acumulativa. De igual manera, se debe tener en cuenta que la tartrazina se absorbe
pobremente, por lo que no hay una alta probabilidad de desarrollo de estos efectos
adversos, sin embargo, esto debe considerarse al tener altas exposiciones al pigmento o
al combinarlo con otros colorantes. Como una alternativa, se han estudiado los pigmentos
naturales, encontrando en ellos importantes beneficios para la salud, ademas de conferir
caracteristicas organolépticas; varios de ellos cumplen funcibn como antioxidantes e
incluso conservantes, aportando también propiedades funcionales a los productos
alimenticios y teniendo como ventaja normativa la ausencia de un limite maximo de uso.
Sin embargo, no se puede ignorar que este tipo de compuestos representan un desafio en
la industria en comparacién con los colorantes sintéticos, son menos estables, mas
costosos, requieren mayores concentraciones para alcanzar un alto poder de pigmentacién

y tienen una gama limitada de tonalidades (Markets and markets, 2020).

Revisando en detalle el movimiento del mercado de los colorantes de alimentos, se
encontré que los colorantes naturales fueron valorados en USD 5 billones en 2020 y
proyecta que alcance los USD 6,8 billones para el afio 2025 con una tasa compuesta anual
de 5,4% durante el periodo de 2020 a 2025 (TFO Canada, 2012). Ademas, se estima que

el mercado acumulara USD 2,1 mil millones para 2023 debido a la creciente demanda de
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colorantes naturales en las industrias alimentarias y a la rapida expansion del sector de
alimentos y bebidas en todo el mundo. A medida que se conozca mas acerca de este tipo
de colorantes y que se vaya dando soluciéon a los inconvenientes presentados con la
solubilidad, estabilidad y variedad, se puede esperar que el mercado crezca con mayor
fuerza. Dentro de los pigmentos naturales con mayor demanda se encuentran los de
coloraciones roja, naranja, rosada y azul, y el segmento que representa su mayor uso es
el de los alimentos (TFO Canada, 2012). La regién de América del Norte y Europa son los
dos mercados mas grandes de colorantes naturales para alimentos, en conjunto
representaron la participacién de ingresos mas alta del 62% en 2015 (Research Nester,
2015).

Existe una gran variedad de colorantes naturales presentes en alimentos de origen vegetal
con propiedades fisicoquimicas, sensoriales y bioactivas especificas, determinadas por su
estructura molecular. Por ejemplo, el color verde de algunas verduras y cruciferas se debe
a la presencia de clorofilas, que son clorinas; las antocianinas, que son flavonoides,
proporcionan los colores rojo, naranja, azul y purpura, dependiendo del numero y
orientacion de su grado de metoxilacion e hidroxilacion, asi como del pH de medio en el
gue se encuentren; los carotenoides, que son mas de 500 tipos de sustancias, son los
responsables de los colores amarillo, naranja y rojo que se encuentran en algunas frutas y

verduras (Leong et al., 2018).

1.2 Carotenoides como colorantes alimentarios

Los carotenoides son pigmentos en su mayoria hidrofébicos, lipofilicos, insolubles en agua
y solubles en solventes organicos. Son de la clase de los tetraterpenoides (terpenoides de
40 carbonos) que consisten en 8 unidades de isoprenoides unidos de manera que la
molécula es lineal y simétrica, con el orden invertido en el centro para que dos grupos
metilo estén en la posicién 1,6, mientras que los grupos metilo no terminales se ubiquen
en la relacion 1,5 (Mezzomo y Ferreira, 2016; Sahar et al., 2018) Ver Figura 1-1. Se han
identificado cerca de 700 tipos de carotenoides de los cuales 50 pueden ser absorbidos
por el cuerpo humano. De estos 50 carotenoides, los mas conocidos son (-caroteno, a-
caroteno, licopeno, B-criptoxantina, luteina, y zeaxantina (Nagarajan et al., 2017). En
general el rasgo estructural distintivo de los carotenoides es un sistema extenso de dobles
enlaces conjugados, el cual consiste en alternar enlaces carbono-carbono sencillos y

dobles. Por lo general se denomina cadena poliénica (Rodriguez-Amaya, 2019).
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Figura 1-1 Estructura de los carotenoides. (a): Xantdfilas (b): Carotenos
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Mezzomo y Ferreira, 2016; Rodriguez-Amaya, 2016

Estos pigmentos se clasifican segin su composicién quimica en carotenos y xantofilas.
Los carotenos estan compuestos solamente por carbono e hidrégeno, como es el caso del
B-caroteno; mientras que las xantéfilas contienen derivados oxigenados, como lo son la
luteina, violaxantina, neoxantina y zeaxantina. También se encuentran clasificados por la
presencia 0 ausencia de anillos en su estructura, por lo que pueden ser ciclicos o aciclicos.
Dada la presencia de dobles enlaces, se pueden formar diferentes isémeros geométricos

cis y trans que tienen un importante efecto en la forma del carotenoide; en la mayoria de
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ellos predomina la configuracion trans, haciéndolos més estables; sin embargo, esto puede
diferir cuando la estructura es aciclica, como en el caso del licopeno, fitoeno o fitoflueno.
En los alimentos es mas comun encontrar los carotenoides en configuracién cis por efecto
del calor o la luz; una proporcién pequefia pero biolégicamente relevante de algunos
carotenoides debe estar en la configuracion cis para ser funcional en el complejo de
captacion de luz, asi como en la formacion de hormonas derivadas de carotenoides

(Rodriguez-Concepcion et al., 2018).

La estructura de los carotenoides puede ser modificada por procesos de hidrogenacion,
deshidrogenacién, ciclacién, oxidacidn, introduccion de grupos oxigenados, migracion de
dobles enlaces y extensién o acortamiento de la cadena, dando resultado a una amplia
variedad de estructuras (Mezzomo y Ferreira, 2016; Rodriguez-Amaya, 2019). En estas
multiples estructuras aparecen los apocarotenoides y diapocarotenoides, que son
productos de carotenoides que han perdido fragmentos en uno o ambos extremos de la
molécula, como por ejemplo la bixina, el mayor pigmento de achiote y la crocetina, el
principal componente colorante del azafran. La interaccion de la superficie activa de las
moléculas con la luz, el calor o los &cidos da como resultado la isomerizacion de los
carotenoides configurados en forma cis, lo que da como resultado la pérdida de la actividad
y el color de la provitamina A. La degradacion oxidativa de los carotenoides es el principal
agente causante de la pérdida de la actividad de los carotenoides y generalmente se
estimula por la presencia de luz, oxigeno, iones metalicos y enzimas. Con el objetivo de
disminuir la exposicion de los carotenoides a estas condiciones del entorno, se han
aplicado técnicas como la encapsulacion, que busca preservar las propiedades funcionales
de este tipo de compuestos bioactivos y que a su vez permite la liberacion controlada y

dirigida en el organismo (Kaur et al., 2021; Ghosh et al., 2022).

El paso inicial en la desnaturalizacion oxidativa de los carotenoides es la generacion de
apocarotenoides y epoxidos, los cuales tienen esqueletos acortados de atomos de carbono
y su fragmentacion conduce a la formacién de sustancias més pequefias que tienen pesos
moleculares bajos; la sucesion de esta oxidacion lleva a la pérdida completa de color y la
actividad biolégica de los carotenoides (Sahar et al., 2018). Cuando los carotenoides son
isomerizados, se pronuncian con la anotacién alfa (a), beta (B), gama (y), delta (d), epsilon

(€), y zeta (¢) (D. Rodriguez-Amaya, 2019). Los carotenoides se pueden obtener de fuentes
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vegetales, algas, microalgas, hongos, levaduras y animales acuaticos; por ejemplo, la
astaxantina es aislada de una fuente animal, mientras que el B-caroteno puede ser
obtenido tanto de raices de Daucus carota como de hongos (Blakeslea trispora) (Martins
et al., 2016). En la Tabla 1-1 se observan las diferentes fuentes de diversos carotenoides.

Los carotenoides se localizan en las células vegetales en el interior de organulos
especializados como cloroplastos (plastos verdes que acompafan a las clorofilas),
cromoplastos (plastos amarillos, naranjas y rojos), amilopastos (plastos que contienen
almidon), elaioplastos (plastos que contienen lipidos), leucoplastos (plastos incoloros) y
etioplastos (precursores maduros del cloroplasto) (Nagarajan et al., 2017). En el caso de
los frutos maduros, los carotenoides se acumulan en los plastoglébulos de los
cromoplastos de forma masiva y es donde la diversidad estructural alcanza un mayor grado
(Minguez et al., 2005).

La formacién de color depende de los dobles enlaces carbono-carbono conjugados en la
estructura quimica, también llamada cadena poliénica, responsable del color (croméforo),
forma, reactividad y propiedades fotoquimicas (Rodriguez-Concepcion et al., 2018). La
estructura cromofora es capaz de absorber energia o luz visible y excitarse para asi emitir

diversos colores (Catalan, 2016).

Se requieren al menos siete dobles enlaces conjugados para que un carotenoide emita
color como es el caso del {-caroteno que da coloracion amarillo suave, mientras que el
fitoflueno tiene cinco dobles enlaces conjugados por lo que es incoloro. El color se acentta
a medida que se extiende el sistema conjugado, por ejemplo, el licopeno tiene once dobles

enlaces y su color es rojo. Ver Figura 1-2.

Figura 1-2 Estructura del licopeno
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Coordenadas CIELab del licopeno: L: 37,70, a: 30,94, b: 24,34
(Stinco et al., 2013) -
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Tabla 1-1: Fuentes de carotenoides
Tipo de fuente  Fuente Principal carotenoide
Dunaliella salina B-caroteno
Haematococcus pluvialis Astaxantina
Microalgas Chlorella vulgaris Cantaxantina
Scenedesmus almeriensis Luteina
Corymbia ellipsoidea Violaxantina
Camarones, cangrejos, langostas, Astaxantina
Animales mariscos, ballena
marinos Mariscos, erizos de mar, delfines B-caroteno
Delfines Luteina
Blakeslea trispora B-caroteno
Rhodotorula mucilaginosa, a-caroteno

Xanthophyllomyces dendrorhous,

Peniophora sp., Phaffia rhodozyma,

Thraustochytrium strains ONC-T18 y Astaxantina
CHN-1, Thraustochytriidae sp. AS4-A1l,

Aurantiochytrium sp. KH105
Hongos y

levaduras Blakeslea trispora,
Phycomycus blakesleeanus,
Choanephora cucurbitarum,
Rhodotorula aurea, Rhodosporidium
diobovatum, Aspergillus giganteus,
Sporobolomyces roseus, Rhodotobacter
sphaeroides, Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula acheniorum

Papas, vegetales verde oscuro, brécoli,
arvejas, zanahoria

Zanahoria, espinaca, ahuyama B-caroteno
Papaya, papa, cascara de naranja,
mandarina

Naranjas B-criptoxantina
Espinaca, brdcoli, lechuga Luteina
Tomate, meldn Licopeno
Fuente: (Rammuni et al., 2019; Adadi et al., 2018)

B-caroteno

a-caroteno

Vegetales a -criptoxantina

La ciclacion causa un tipo de impedimento, ya que, por ejemplo el B-caroteno y el y-
caroteno son de color naranja y rojo-naranja respectivamente, aunque tienen el mismo
namero de enlaces dobles conjugados que el licopeno (once). La intensidad y matiz de los
colores en los alimentos dependen los carotenoides presentes, sus concentraciones y

estado fisico (Rodriguez-Amaya, 2019). La mayoria de carotenoides absorben luz azul y
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violeta (400 a 500nm) y por esto emiten su color en el rango amarillo-rojo (600 a 700nm)
(Rodriguez-Amaya, 2018).

Ademdas de los llamativos colores generados por los carotenoides, estos compuestos
pueden emplearse de diferentes maneras ya que existe evidencia sobre sus potenciales
beneficios para la salud, tal como lo reportan Saini y Keum (2018), dentro de los cuales se
destaca su caracter protector contra el cancer de pulmén, cabeza, cuello y prostata,
modulacion del sistema inmunitario, vias de sefializacion intracelular, regulacién de la
diferenciacion celular, ciclo celular y apoptosis y fotoproteccién contra la radiacion UV,
adicional a que actua como precursor del pigmento visual retinol (Vitamina A), y en general

son potentes antioxidantes (Kourouma et al., 2019).

Los diferentes factores que afectan la composicion de carotenoides del producto fresco se
han investigado, encontrando efecto de los cultivares / variedad, la madurez, el clima o la
estacion, el sitio geogréfico de produccién, las practicas agronémicas, parte de la planta

utilizada, la recoleccién y el manejo postcosecha (Rodriguez-Amaya, 2019):

= Elestado de madurez es el principal factor que afecta el contenido de carotenoides,
dado que este aumenta durante el proceso de maduracion debido a la accion
metabdlica del etileno. Durante el proceso de maduracion se degradan las clorofilas

y cromoplastos lo que conlleva al incremento del contenido de carotenoides.

= El origen geogréafico también contribuye en el contenido de carotenoides, atribuido
a la diferencia en intensidad y tiempo de exposicién a la luz solar ya que estos
factores tienen efecto en la estabilidad de los carotenoides. Una mayor temperatura
y exposicion a la luz solar puede incrementar la carotenogénesis, pero una excesiva

exposicion puede generar fotodegradacion.

= La estructura de las frutas y vegetales esta relacionada con el contenido de
carotenoides dado que su concentracion no es la misma en todas las partes del
vegetal; usualmente las cascaras contienen mayor cantidad de carotenoides en
comparacion con la pulpa. Las condiciones inadecuadas de almacenamiento
conducen a la rapida pérdida de carotenoides durante el periodo de
almacenamiento. Las pérdidas de carotenoides aumentan en el producto

almacenado debido a la exposicién de la luz solar u oxigeno. En frutas sensibles a
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baja temperatura (tomate), los contenidos de carotenoides disminuyen si la

temperatura cae por debajo del punto de enfriamiento (Sahar et al., 2018).

1.3 Estabilidad de carotenoides

Es conocido que las reacciones de degradacién de los carotenoides durante el
almacenamiento se aceleran a altas temperaturas, presencia de oxigeno y exposicion a la
luz. La cadena de polieno conjugado es rica en electrones y por ende es mas susceptible
a reacciones con reactivos electrofilicos. En los tejidos vegetales donde son sintetizados
los carotenoides estan relativamente protegidos al estar incorporados en las lipoproteinas
0 membranas celulares, sin embargo, al estar aislados o en solucion pueden ser mas
propensos a las reacciones de degradacion oxidativa y a la isomerizacién. La oxidacion es
la principal causa de pérdida de los carotenoides durante el almacenamiento y
procesamiento y se ocasiona por exposicion a la luz y al calor, influyendo en la estabilidad
a través de la oxidacion de radicales libres, que también conlleva a la isomerizacién de los
carotenoides trans a conformacion cis (Albanese, Adiletta, D’Acunto, et al., 2014).
Adicionalmente, la disponibilidad de oxigeno, pH bajo, presencia de prooxidantes, metales
cataliticos y enzimas oxidativas promueven la degradacion de los carotenoides; mientras
gue la baja actividad de agua y la presencia de antioxidantes actian como protectores.
Estas reacciones de degradacion se ven reflejadas en el color y olor del producto
(Albanese, Adiletta, D’Acunto, et al., 2014).

Se han realizado diversos estudios evaluando el efecto del procesamiento y de diferentes
operaciones unitarias en la estabilidad de los carotenoides. Mutsokoti et al. (2017)
afirmaron que la exclusion del oxigeno y la proteccion de la luz eran fundamentales para
la estabilidad de los carotenoides. Esto lo evidenciaron al evaluar el comportamiento del
licopeno y el B-caroteno en el tomate y del B-caroteno y a-caroteno en purés de zanahoria
en almacenamiento durante 6 meses en condiciones de oscuridad y con un espacio de
cabeza limitado, a una temperatura de 20, 30 y 40°C, donde evidenciaron que los

carotenoides se mantuvieron estables, logrando una retenciéon del 97%.

Paznocht et al. (2019) evidenciaron que el horneo de productos panificados causé la
degradacion del 11.1% de los carotenoides, observando que no hubo efecto protector
significativo de la esterificacion de los carotenoides sobre la estabilizacion o resistencia al

tratamiento térmico, teoria que buscaban comprobar al encontrar en estudios previos que
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las formas esterificadas de xantdfilas son mas estables en presencia de calor que sus

formas libres.

En otro trabajo se encontré que el calentamiento del B-caroteno puro a 180°C durante dos
horas causo la formacién de isémeros cis. Se demostré también que la circulacién de aire
en la muestra aumentd la degradacion del pigmento, en razén a la interaccion con el
oxigeno. Por esta razon, se concluy6 que los dobles enlaces podrian oxidarse y que la
ruptura podria empezar a partir del extremo terminal de la molécula avanzando hacia el

centro de la misma (Boon et al., 2010).

Delgado-Vargas et al. (2012) estudiaron el efecto del secado sobre los carotenoides
durante la elaboracion de paprika a partir del pimiento, encontrando que el secado rapido
induce a la destruccion de carotenoides y que, por el contrario, al secar lentamente se
observan incrementos de estos compuestos. También encontraron que en el proceso de
molienda hubo una importante reduccién del contenido de carotenoides, siendo el
carotenoide mas afectado el B-caroteno, seguido de la B-criptoxantina y la zeaxantina,
mientras que los mas estables fueron la capsantina y la capsorubina. Se concluy6
adicionalmente, que el secado en condiciones de oscuridad increment6 el contenido de

carotenoides en un 15%.

Los procesos de escaldado (98°C durante 5 minutos), coccion (98°C durante 15, 30 y 60
minutos) y secado al sol (25°C + 6°C) se evaluaron sobre el contenido de carotenoides,
obteniendo que el escaldado dio lugar a una reduccion del B-caroteno y un incremento del
a-caroteno. La coccion mejoré la cantidad de carotenoides extraidos y en el caso del
secado al sol, se presentd una reduccion en el contenido de carotenoides (Delgado-Vargas
et al., 2012).

En el procesamiento de azafran, se evidencié que temperaturas inferiores a 30°C y
superiores a 60°C generaban degradacion de carotenoides. Se observé que la temperatura
optima de secado fue 40 + 5°C. En almacenamiento durante 1 afio en condiciones entre
15 a 35°C, con una humedad relativa de 10 a 12% se observé degradacién de carotenoides
entre un 56.9 y un 70.2% (Delgado-Vargas et al., 2012).

En otro estudio donde se secaron cascaras de tomate por diferentes métodos (aire
caliente, secado por congelaciéon y secado en lecho fluidizado), se observo que el secado

con aire caliente a 50°C era un método adecuado para conservar los carotenoides y la
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actividad antioxidante en las cascaras de tomate (Albanese, Adiletta, D’Acunto, et al.,
2014).

Jones et al. (2005) incorporaron luteina en queso cheddar, examinando sus condiciones
organolépticas y estabilidad durante el almacenamiento. Encontraron que los quesos
enriguecidos presentaron un sabor amargo y tuvieron una modesta aceptacién de sabor.

No se present6 degradacion de la luteina durante 24 semanas a una temperatura de 4,5°C.

Sogi et al., (2014) evaluaron el efecto sobre el contenido de carotenoides de métodos de
secado de mango, tales como liofilizacion, secado con aire caliente, secado al vacio y
secado por infrarrojo, donde evidenciaron que el mayor contenido de carotenoides se
obtuvo con el secado por liofilizacion (5,17 mg/100 g mango seco) seguido por el secado
con aire caliente, luego secado al vacio y con el que se obtuvo el menor contenido de
carotenoides fue con el secado por infrarrojo (3,28 mg/100 g mango seco). De este trabajo
concluyeron que a medida que se incrementaba la temperatura de secado, se reducia el

contenido de carotenoides.

1.4 Ahuyama como fuente de carotenoides

La ahuyama o auyama, es una hortaliza de la familia de las plantas Cucurbitaceae que
tiene cerca de 750 especies divididas en 90 géneros. Es de la misma familia que las
calabazas e incluye calabacines, melones y pepinos, y se pueden encontrar en una
variedad de tamafios y colores como naranja, verde y blanco (Freedman, 2021). De hecho,
existen varias especies de ahuyama, de las cuales las mas empleadas son Cucurbita pepo,

Cucurbita moschata, Cucurbita maxima y Cucurbita mixta (Assous et al., 2014).

La ahuyama segun el pais de origen puede variar su nombre, por ejemplo, en varios paises
de América central es conocida como ayote, en México y Espafia como calabaza o
calabacita, en varios lugares de Sudamérica como zapallo, en regiones de México,
Guatemala y El Salvador como pipian, en Estados Unidos (en idioma inglés) como squash
o pumpkin; también es conocida como calabacin, zuchini y totumo (Casseres, 1981). Es
una planta rastrera o trepadora que tiene hasta 10 m de longitud con hojas verdosas
provistas de profundos l6bulos y un tallo semicubierto de pelillos; sus flores son de forma
conica, simétrica, miden hasta 10 cm y son comunmente de color amarillo o blanco. Las

semillas son de céscara aplanada, lisa y clara, su interior regularmente es color verde
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oscuro u olivo y comunmente tienen una gran concentracion de aceites. Los frutos de los
miembros de la familia de las calabazas son un tipo de baya, es decir, una fruta carnosa y
de multiples semillas. En esta familia, los frutos son conocidos como pepos. Los pepos de
algunas variedades cultivadas de calabazas pueden ser enormes y representan las frutas
mas grandes del mundo (Freedman, 2021). Se cultivan en zonas de baja altitud en climas
célidos y con alta humedad, en una altitud entre 0 y 1800 msnm (Velasquez y Carrillo,
2016).

Song, Yang, et al. (2018) reportan que la ahuyama contiene en su pulpa importantes
cantidades de carotenoides, principalmente B- y a-caroteno, luteina, B-criptoxantina y
zeaxantina. De 12 a 14 especies de ahuyama se encuentran distribuidas desde Norte
Ameérica hasta Argentina. Este alimento hace parte fundamental de la alimentacion béasica
en muchas regiones de América, Asia y Europa, evidenciando esta importancia en el
aumento del area sembrada (Vallejo y Estrada, 2004). En Colombia desde el afio 2013
hasta el afio 2017 se duplicé el area cosechada, obteniendo una produccién de 124000
Ton con un rendimiento de 12 Ton/Ha (Agronet, 2018).

La ahuyama es ampliamente reconocida por su aporte de componentes bioactivos en la
dieta humana, los cuales brindan efectos benéficos en la salud por su valor nutricional. En
las diferentes especies de ahuyama se destaca el alto contenido de carotenoides, en
particular el B-caroteno que puede representar hasta el 80% aproximadamente del
contenido total de este grupo de pigmentos; también estdn en menores proporciones la
luteina, el licopeno y el a-caroteno (Priori et al., 2017). La Tabla 1-2 muestra el contenido

proximal de la ahuyama de acuerdo con la (USDA, 2018).

Tabla 1-2: Composicion de la ahuyama en 100 g

Descripcion Composicion
Humedad (g) 91,6
Energia (Kcal) 26
Proteinas (g) 1
Lipidos (g) 0,1
Carbohidratos (g) 6,5
Fibra (g) 0,5

Ceniza (g) 0,8
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Tabla 1-2: (Continuacion)

Minerales
Calcio (mg) 21
Fosforo (mg) 44
Hierro (mg) 0,8
Magnesio (mg) 12
Potasio (mg) 340
Zinc (mg) 0,3
Vitaminas
Niacina (mg) 0,6
Riboflavina (mg) 0,1
Vitamina C (mg) 9
Vitamina E (mg) 11
Vitamina K (mg) 11
Vitamina A (Ul) 8513

Fuente: (USDA, 2018)

La especie Cucurbita moschata es la especie mas extendida en América tropical desde
México hasta Peru, caracterizada por tener tallos duros y angulares, peddnculo
suavemente acanalado (pentaquinado) ensanchado en el punto de union con el fruto, hojas
sin espinas, pero con vello suave y con manchas blancas en la interseccion de las
nervaduras (Rodriguez et al., 2018). Ademas de los carbohidratos, el principal aporte
nutricional de la Cucurbita moschata es el alto contenido de carotenoides que se puede
encontrar entre 490,1 y 1365,8 ug/g (de Carvalho et al., 2012) predominando el B-caroteno;
este compuesto junto con el a-caroteno presentan las mayores concentraciones en la
especie Cucurbita moschata en comparacién con las otras especies de ahuyama. Los
carotenoides se encuentran principalmente en la pulpa de este fruto y su contenido se
puede ver afectado por factores como el estado de maduracién, el medio de crecimiento,
tratamientos de cosecha y poscosecha y la temperatura. Por ejemplo, el contenido de
carotenoides tiende a decrecer al estar expuesto a altas temperaturas, por efecto de las
reacciones de degradacion descritas anteriormente. En el caso de los efectos de la
maduracion, esta va acompafiada de una mejora en la carotenogénesis, es decir, favorece
un mayor contenido de carotenoides, lo cual generalmente se refleja en tonalidades rojas-

amarillas-naranjas mas intensas. Otra condicion que también afecta el contenido de
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carotenoides en la ahuyama es el modo de preparacion o coccion, teniendo en cuenta que
(Azizah et al., 2009) demostraron que hay mayor retencién de carotenoides en un alimento
hervido o escaldado que en uno freido en razén a la temperatura de exposicion. En este
sentido es necesario tener en cuenta que un rango de temperatura de 60 a 100°C por un
tiempo de 0 a 2 horas genera la degradacién del 3-caroteno (Provesi y Amante, 2015).
También se debe considerar el efecto del oxigeno y la luz, ya que son factores que reducen

el contenido de carotenoides (Ortiz Grisales, 2012).

1.5 Técnicas de extraccion de carotenoides

Los compuestos carotenoides se encuentran en los cloroplastos celulares de los alimentos
y ha sido un desafio desarrollar técnicas de extraccion con altos rendimientos de extraccion
y Optimas condiciones de trabajo. Esto se debe a varias razones como la complejidad de
las estructuras de las diferentes matrices alimentarias, la apolaridad de los compuestos de
interés frente a la polaridad del agua que se encuentra en los mismos tejidos, la
sensibilidad a la luz, oxigeno y temperatura de los carotenoides, entre otros. El contenido
de agua de las fuentes de carotenoides es un aspecto desfavorable debido a que los
carotenoides son compuestos hidrofébicos, lo cual aumenta la dificultad de separacion
dada la formacién de dos fases y su posible emulsificacion (Saini y Keum, 2018), por lo
cual se ha considerado el secado como una etapa previa a la extracciébn. Como estrategia
para facilitar la extraccion de los carotenoides se han aplicado diferentes pretratamientos
guimicos y fisicos al alimento, previos a la extraccién, que buscan ayudar a romper la
membrana celular y exponer el contenido de la célula dentro del cual se encuentran los
carotenoides, momento en el cual son mas susceptibles a la degradacion, aun a bajas
temperaturas. Dentro de estos pretratamientos se encuentran la coccion, secado, choque
osmotico, congelacion-descongelacion, molienda criogénica, surfactantes y medios
enzimaticos. La coccion, pese al efecto del aumento de temperatura, puede aumentar el
rendimiento de carotenoides ya que este pretratamiento ayuda a la desintegracion del
complejo carotenoide-proteina de la muestra. Kim et al. (2016) concluyeron que, para la
optimizacion de un proceso de extraccion que ayude a la produccion rentable de

carotenoides naturales, deben investigarse los pretratamientos en términos de aspectos
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criticos como el consumo de energia, la toxicidad, la estabilidad de los metabolitos y la

facilidad de escalamiento.

Dentro de los aspectos criticos en la extraccion de carotenoides se considera que la
seleccion del solvente es el factor mas importante por la solubilidad requerida con el

compuesto de interés.

Dentro de los métodos de extraccién convencionales o también conocidos como procesos
de extraccion a baja presidn, se encuentran hidrodestilacion, extraccion con solventes
organicos y destilacion a vapor. Estas técnicas dependen de la seleccion de los solventes
y de condiciones como la temperatura, la agitacion, solubilidad, etc. Este conjunto de
técnicas tiene ciertas desventajas asociadas primeramente a la degradacién térmica de los
carotenoides, debido a que es necesario llevar al solvente a su estado de vapor; por otro
lado, el uso de estos solventes organicos representa un peligro tanto para la salud humana
como para el medio ambiente y, adicionalmente, estas tecnologias tienen un alto consumo

energeético, alto costo de proceso y de tiempo (Singh et al., 2015).

Convencionalmente el método empleado para la extraccion de carotenoides es la
extraccién de tipo Soxhlet o por solventes organicos, donde el solvente se difunde en la
matriz y disuelve los compuestos solubles. Es importante que el compuesto objetivo tenga
una solubilidad selectiva con el solvente, en comparacién con otros componentes de la
matriz, aunque esto al momento de la operaciébn no es muy factible, pues se busca
optimizar la técnica, modificando el tipo de solvente, la relacion matriz-mezcla, el tamafio
de particula, la temperatura y el tiempo de extraccién, con el fin de recuperar la mayor

cantidad de carotenoides posible (Strati y Oreopoulou, 2014).

Para mitigar las desventajas de los métodos convencionales o de baja presion actualmente
empleados, surgen las tecnologias verdes, que se centran principalmente en el
descubrimiento y disefio de nuevos procesos de extraccion con reduccion en
requerimientos energéticos, recurriendo a solventes alternativos no peligrosos y productos
naturales renovables, se garantizan unos extractos seguros y de alta calidad (Chemat et
al., 2012), sumado a que los residuos soélidos secos se pueden reutilizar después de la
extraccion para aumentar la fertilidad del suelo y como materia prima de alimentacion
animal. Dentro de estas tecnologias se encuentran la extraccion asistida por ultrasonido,

la extraccién asistida por microondas, extraccion liquida presurizada, extracciéon asistida



Capitulo 1 23

por campos eléctricos pulsados, extraccion enzimatica, extraccion con fluidos
supercriticos, que buscan minimizar los tiempos de extraccion, mejorar los rendimientos
de extraccion y/o volver factible el uso de solventes alternativos de baja toxicidad (Singh
et al., 2015).

Extraccion asistida con ultrasonido

Un ejemplo de tecnologia verde empleada para asistir procesos de extraccion de
carotenoides es la extraccién asistida con ultrasonido, cuyo fundamento esta en la
aplicacion de la irradiacién ultrasénica, la cual acelera los procesos quimicos a través de
cavidades acusticas en materiales con propagacioén de onda a través de un liquido. Esta
técnica mantiene la calidad de los alimentos y a nivel de operacién y costos es muy
favorable, ya que es relativamente econdmica, de facil manejo, respetuosa con el medio
ambiente, reduce el consumo de energia, acorta el tiempo de extraccion y reduce el uso
de solventes quimicos (Annisa et al., 2018). La sonoporacion es el fenémeno a partir del
cual se fundamenta el ultrasonido, y es Util cuando se desea permeabilizar las paredes
celulares de matrices alimentarias, por ejemplo, en los procesos de extraccion logrando la
liberacion del contenido celular. Este efecto es dado por la cavitacion acustica que ocurre
durante la propagacién de la onda ultrasénica en el solvente, formando series de
compresiones y rarefacciones en un desplazamiento longitudinal, lo que remueve
temporalmente de su posicién original a las moléculas del medio haciendo que en la fase
de compresion colisionen unas con otras. Durante las fases de rarefaccion se ejerce una
presion negativa que separa las moléculas y a su vez las fuerzas de atraccion entre ellas
ocasionan cavidades en el liquido del medio, dando lugar a la formacién de burbujas de
cavitacion que van creciendo debido a que durante las fases de rarefaccion los vapores o
gases disueltos en el medio entran a dichas burbujas, a tal punto que colapsan liberando
grandes cantidades de energia. Este colapso causa una intensa macroturbulencia,
micromezclas y posterior colision entre particulas, lo que induce a una mayor transferencia
de masa debido a la reduccion del tamafio de particula de la matriz alimentaria,
difundiéndose répida y facilmente el contenido de interés en el solvente (Chemat et al.,
2017). Como resultado, se mejora la transferencia de masa desde la matriz alimentaria y
por ende la extraccion de los compuestos de interés (Vinatoru et al., 2017). Rutkowska et

al., (2017), describen en dos pasos los efectos mecénicos y cavitacionales en un proceso
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de extraccion: (1) Ingreso del solvente en la matriz, disminuyendo el tamafio de particula y
mejorando la penetracion del solvente; (2) liberacion del extracto a partir de la matriz

debido al aumento en el area de contacto entre el solvente y la matriz alimentaria

Dentro de las variables que tienen mayor efecto en la extraccion asistida con ultrasonido
se encuentra el tipo de solvente empleado. Ademas de los solventes organicos, se ha
estudiado el uso de aceites vegetales como medios de extracciébn en razén a que
actualmente las industrias buscan procesos de produccion amigables con el medio
ambiente, que reduzcan la cantidad de solvente y que sean mas hiodegradables, aspectos
con los que cumplen los aceites vegetales. Los procesos extractivos en los cuales se
emplean aceites vegetales como solvente, se podrian considerar como procesos verdes,
debido al bajo consumo energético y a que se realizaria una produccion del extracto sin
contaminantes (Chemat et al., 2012). En consecuencia, el uso de los aceites vegetales en
la extraccién de compuestos bioactivos se ha incrementado recientemente, gracias a su
potencial para extraer carotenoides, facilidad de adquisicién, uso en la industria alimentaria
y a que actian como una barrera contra el oxigeno (Goula et al., 2017; Li et al., 2013;
Ordoéfiez-Santos et al., 2015; Rahimi y Mikani, 2019)

Algunas investigaciones se han realizado en busqueda de obtener los carotenoides de
diversas matrices alimentarias empleando aceites vegetales como solventes, tal es el caso
de la cascara de naranja empleando aceite de oliva (Gajic et al., 2021), chontaduro
empleando aceite de soya (Ordofiez-Santos et al., 2019), zanahoria empleando aceite de
girasol (Li et al., 2013) y céscaras y pulpa de ahuyama (Cucurbita maxima) empleando
aceite de maiz (Sharma y Bhat, 2021). Estos trabajos han mostrado la viabilidad de estos

solventes como agentes de obtencién de extractos oleosos ricos en carotenoides.

1.6 Aceites como solventes verdes

Un solvente puede denominarse como verde cuando es “mas ecoldgico” en comparacion
con el solvente empleado convencionalmente (Hackl y Kunz, 2018)). Dentro de la
clasificacion de los solventes verdes, los aceites vegetales pertenecen a la clase de
solventes de base biolégica, que tienen la ventaja de ofrecer un impacto positivo en el

medio ambiente y la salud, ya que no emiten compuestos organicos volatiles, son
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biodegradables y no son toxicos. Los aceites vegetales han empezado a considerarse
como una alternativa para reemplazar solventes derivados del petréleo, teniendo en cuenta
gue conforman un conjunto de caracteristicas como no volatiles, seguros, faciles de
regenerar, econémicamente viables y con un importante poder de disolucién y selectividad
(Yara-Varoén et al., 2017).

Varios estudios han demostrado que los aceites vegetales son buenos solventes para la
extraccion de carotenoides. Por ejemplo, se demostr6é que la extraccién de carotenoides
asistida por ultrasonido empleando aceite de girasol como solvente mostro rendimientos
similares a los obtenidos con hexano y permitié la simplificacion del proceso, ya que no era
necesario realizar la etapa de evaporacion o separacion del solvente, adicional a que
representd ventajas en costos, tiempo y energia (Li et al., 2013). También se ha evaluado
la eficacia de la extraccion directa de carotenoides a partir de subproductos de camarén 'y
microalgas, obteniendo que los aceites vegetales tuvieron una buena retencién de una alta
concentracion de carotenoides en condiciones 6ptimas sin que se presentara degradacion
o pérdida de los compuestos extraidos, minimos cambios en los perfiles de &cidos grasos
del aceite (Yara-Varon et al., 2017). Sin embargo, Stoll et al. (2019) reportan que, segun
la concentraciobn en que se encuentren los carotenoides, puede haber un efecto
prooxidante en los aceites vegetales, ya que es posible que se presente una autooxidacion
de carotenoides produciendo grupos epoxi, hidroxiy carbonilo que podrian mejorar la etapa
de propagacién de la reaccién de oxidacién al suministrar al sistema sustratos mas

oxidables.

La selectividad de los aceites vegetales depende de su composicion, que se ve reflejada
en la eficiencia de extraccion y factores de enriquecimiento variables; asi también la
solubilidad esta relacionada con la complejidad molecular, homogenizacion, el método de
extraccion, la composicion de acidos grasos y sus proporciones en el aceite vegetal
empleado como solvente (Yara-Varén et al., 2017). En diversos estudios se ha demostrado
que el aceite de girasol es un excelente solvente vegetal para la extraccion de carotenoides
evaluado en su rendimiento (Hooshmand et al., 2017; Tiwari, 2015; Li et al., 2013; Goula
et al., 2017). En este aceite predominan los acidos grasos poliinsaturados, donde el acido
oleico (C18: 1, n 9) y el &cido linoleico (C18: 2, n 6) juntos representan el 85-87%. En el
aceite de girasol convencional predomina el &cido linoleico con un rango de 48 a 74%. Este
aceite también contiene alrededor de 11 a 12% de acidos grasos saturados (principalmente

acidos palmitico y estearico). El &cido oleico equivale aproximadamente al 14-39,4%
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(Sanchez-Muniz et al., 2016). La composicién de diferentes aceites de girasol se relaciona
en la Tabla 1-3.

Tabla 1-3: Composicion en acidos grasos de diferentes tipos de aceite de girasol

Acido graso Palmitico Estearico  Oleico Linoleico
Aceite de girasol convencional 7 5 30 58
Alto en oleico 5 4 88 3
Aceite alto en oleico 30 7 51 10
Alto en oleico — Alto en palmitico 33 10 7 48
Alto en estearico 5 27 15 53
Medio estearico 5 14 19 62
Alto en oleico — Alto en estearico 6 24 62 8

Fuente: Sdnchez-Muniz et al., (2016)

1.7 Metodologias instrumentales de determinacion de
color y espacios de color

La medicién del color en frutas y alimentos adquiere importancia en la industria alimentaria
al ser un parametro que permite clasificar productos, evaluar materias primas, controlar
procesos y caracteristicas especificas de ciertos alimentos, sumado a que los resultados
de estas mediciones lograran indicar el manejo adecuado de los alimentos o materias

primas para obtener la maxima calidad del producto final (Vasquez, 2015).

Para realizar medidas de color instrumentalmente se emplean técnicas que miden la
reflactancia o transmitancia de las muestras y se apoyan en equipos especializados como
espectrofotdmetros o colorimetros triestimulos (Vasquez, 2015). La colorimetria es la
ciencia de correlacionar el color con la percepcion humana. Normalmente, se utiliza un
colorimetro triestimulo para medir la luz y correlacionarlo con las coordenadas de
determinado modelo de color. Dentro de los modelos mas empleados para medir el color
se encuentran el modelo de color Munsell, modelo de color XYZ, modelo L*c*h* y el modelo
CIEL*a*b*. Este ultimo, se puede observar en la Figura 1-3 y esta integrado por tres

parametros:
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= L*: Luminosidad: Claridad expresada como porcentaje que va desde 0 hasta 100,
siendo 0 negro y 100 blanco. Esta caracteristica es una medida relativa de la luz
reflejada entre la absorbida, por lo que no se considera como participe de la

cromaticidad (Gonzalez, 2010).

= a* Tiene una escala -120 a +120. Segun la posicion del color va desde el rojo al
verde, donde valores negativos indican verde y valores positivos indican rojo.

= b*: Tiene una escala -120 a +120. Segun la posicién del color va desde el amarillo

al azul, donde valores negativos indican azul y valores positivos indican amarillo.

Los valores a* y b* se representan en un eje XY con el valor L perforando el centro de la
grafica como un espacio tridimensional. Cuando los valores de a* y b* se miden en cero,
el color indicado es un verdadero neutro que cae justo en el centro del espacio rojo a

verde o del espacio azul a amarillo (Becker, 2016).

Figura 1-3: Modelo de CIEL*a*b*

Blanco
+L*

‘erde |
.a'

Negro

Fuente: Konica Minolta (2014)

Los instrumentos empleados para medir el color pueden ser colorimetros,
espectrofotbmetros o espectroradiometros, que pueden generar directamente o por
calculos matematicos los valores triestimulos. El colorimetro emplea el método triestimulo
y sus funciones de respuesta espectral son directamente proporcionales a los coeficientes

de distribucion (funciones de igualacién de color) correspondientes al observador
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colorimétrico de la CIE. Estos equipos estan disefiados para medir la luz de modo muy
similar en el que el ojo humano la percibe, por lo que cuentan con tres filtros primarios rojo,
verde y azul que simulan la forma que el ojo humano es sensible a la luz. Las mediciones
de color triestimulos brindan informacion sobre la cantidad de éstos tres componentes

presentes en la luz reflejada o trasmitida por un producto (Konica Minolta, 2014).

Diferentes estudios se han realizado evaluando el color a diferentes matrices alimentarias.
Itle y Kabelka (2009) determinaron si el contenido de carotenoides en la calabaza y el
calabacin de diferentes cultivares y lugares medidos por HPLC se correlacionaban con los
valores del espacio de color del colorimetro L*a*b*. Se evalu6 la pulpa de cada cultivo
mediante estos dos andlisis, encontrando una alta correlacion entre la técnica de HPLC y
andlisis colorimétrico. Se encontraron correlaciones fuertes entre el valor de color a* y los

carotenoides totales (r = 0,91) y el valor de color b* y el croma con luteina (r = 0,87).

Nour et al., (2018) evaluaron el cambio de color al enriquecer aceites extravirgenes con
carotenoides originados a partir de residuos de tomate seco. Para esto se leyeron las
coordenadas CIEL*a*b* en un espectrofotobmetro UV/VIS y se encontr6 que la luminosidad
L* vari6 de 72,2 a 78,8. Estos valores incrementaron al aumentar la concentraciéon de
desechos de tomate seco hasta un 2,5% y luego disminuyeron; por lo tanto, se deduce que
la extraccion en altas concentraciones conduce al oscurecimiento de los aceites. Por otro
lado, los valores a* aumentaron mientras que los valores b* disminuyeron después de la
extraccion asistida por ultrasonido de un 5% de residuos de tomate, lo que significé mas
cambios en rojo y menos amarillo, respectivamente, que podrian atribuirse a la extraccion

de carotenoides, predominantemente el licopeno rojo, en los aceites.

Patsilinakos et al. (2018) monitorearon el contenido de carotenoides en bayas Goiji
cultivadas en ltalia, evaluando las diferencias entre variedades, periodos de cosecha,
estaciones y procesos de extraccion. Se realiz6 andlisis de color a través de un colorimetro
en escala CIEL*a*b* encontrando que la luminosidad L* varié entre un minimo de 35,65y
un maximo de 44,44, el enrojecimiento a* varié entre 16,81 y 30,54 y la amarillez b* varioé
entre 14,71 y 29,16 con diferencias relevantes. Los datos no mostraron diferencias entre

las dos variedades, sino mas bien entre las diferentes fechas de cosecha y entre las dos
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diferentes técnicas de homogenizacion (homogenizador doméstico y de alta cizalla tipo

Ultra Turrax).

1.8 Antecedentes de extraccion de carotenoides usando
aceites vegetales

Para efectos de este trabajo, se relaciona en la Tabla 1-4 una breve revision de estudios
de extraccién de carotenoides de diferentes matrices alimentarias, empleando aceites
vegetales como solventes, ya que este fue el tipo de solvente empleado en este trabajo de

investigacion.
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Tabla 1-4: Estudios de extraccion de carotenoides empleando aceites vegetales como solvente

Extracciones convencionales (técnicas no asistidas)

Compuesto(s)

Matriz de interés

Solvente

Condiciones de proceso

Rendimiento

Referencia

Desechos de

; Astaxantina
camarén

Aceite de
girasol

Tiempo de extraccion: 24 h
Temperatura: 25°C, 45°Cy 70°C
Relacién desechos-aceite: 1:3, 1:6,
1.9

Tamanfo de particula: 0.6 a 2.5 mm
Velocidad de agitacién: 120, 200 y
400rpm

Mejores condiciones

Tiempo de extraccion: 24 h
Temperatura: 70°C

Relacion desechos-aceite: 1:6
Velocidad de agitacién: 200rpm

=~ 82% de astaxantina

(Razi et al., 2015)

Desechos de
camaron Carotenoides
rosado

Aceite de
soya

Aceite de
girasol

Condiciones evaluadas

Tiempo de extraccion: 2 h
Temperatura: 20°C (Ambiente)
Relacion desechos-aceite: 1:4
Solventes: aceite de soya y aceite de
girasol

Mejor solvente: Aceite de soya

Aceite de soya: 6,7 ug
de carotenoides/g de
desechos de camaron

Aceite de girasol: 5,18
Mg de carotenoides/g
de desechos de
camaron

(Mezzomo et al.,
2011)
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Tabla 1-4: Continuacion

Extracciones convencionales (técnicas

no asistidas)

Matriz Codmpuestp(s) Solvente Condiciones de proceso Rendimiento Referencia
e interés
Temperatura: 30°C a 90°C
Malla tamiz: 40/60, 60/80 y
Desechos de . Aceite de 807100 131,743 ug de astaxantina (Handayani et al.,
o Astaxantina .
camarodn tigre palma . - /mL de aceite 2008)
Mejores condiciones
Temperatura: 30 a 70°C
Malla tamiz: 80/100
Extraccion asistida por ultrasonido
Matriz Compuestp(s) Solvente Condiciones de proceso Rendimiento Referencia
de interés
Ahuyama Tiempo de extraccion: 530 min
I|of|I|zad§1 Carotenoides Acg|te de Temp.e'ratura: 22°C s 31,067+ 2.45 pg /g de Sharma y Bhat, 2021
(Cucurbita maiz Relacion ahuyama-aceite: 1:10 extracto oleoso
méaxima) Amplitud de ultrasonido: 20%
Tiempo de extraccion: 5, 20y 35
min
Temperatura: 20, 40 y 60°C
Relacién zanahoria-aceite: 1:10 a
3:10
Intensidad de ultrasonido: 9.5, 16
. 2 -
Zanahoria Carotenoides A.ce|te de y 22.5Wicm 334,75.mg B qaroteno/L (Lietal., 2013)
girasol de aceite de girasol

Mejores condiciones

Tiempos de extraccién: 20 min
Relacion zanahoria-aceite: 2:10
Intensidad de ultrasonido:
22,5W/cm?2

Temperatura: 40°C




2. Efectos del proceso de adecuacion
(secado con aire por conveccion y molienda)
en el contenido de carotenoides totales de la
ahuyama

2.1 Introduccidn

La ahuyama es una hortaliza de la familia de las plantas Cucurbitaceae y es cultivada en
zonas de baja altitud entre 0 y 1800 msnm, en climas calidos y con alta humedad
(Velasquez y Carrillo, 2016). Es reconocido el aporte de compuestos bioactivos de la
ahuyama a la dieta humana, donde se destaca el contenido de carotenoides, varios de
ellos con actividad provitamina A como el 3-caroteno que representa aproximadamente el
80% del contenido total de estos pigmentos, el a-caroteno y la luteina en menores
proporciones (Priori et al.,, 2017). La especie de ahuyama Cucurbita moschata es
considerada una buena fuente de carotenoides, los cuales pueden variar entre 490,1 y
1365,8 ug/g (de Carvalho et al., 2012) y que se encuentran ubicados en mayor proporcion
en la pulpa de la ahuyama. Los carotenoides son compuestos hidrofébicos y la ahuyama
contiene una humedad de aproximadamente 92% (U.S.D.A, 2019), lo que resulta
desfavorable para el acceso a estos compuestos de interés. Teniendo en cuenta esto, en
este capitulo se hizo una caracterizacion fisicoquimica a fin de identificar las condiciones
iniciales de la ahuyama empleada en este trabajo, como su estado de madurez y se
describe el método de adecuacion de la pulpa de ahuyama mediante operaciones de
secado y molienda, evaluando el efecto de estas sobre el color y el contenido de

carotenoides.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Materiales

Se adquirieron 10 kg de ahuyama (Cucurbita moschata Duch) variedad mariquitefia
provenientes del municipio de Mariquita del departamento de Tolima en la plaza de
mercado de Corabastos en la ciudad de Bogota, Colombia. Las muestras fueron
adquiridas, de acuerdo con la informacion brindada por el proveedor como muestras en
estado de madurez comercial, sin embargo, se realizé posteriormente una caracterizacion

fisicoquimica.

Figura 2-1: Ahuyama Cucurbita moschata Duch variedad mariquiteiia

El solvente empleado para extraer carotenoides de la ahuyama fresca, seca y molida para
la cuantificacion por espectrofotometria UV-Vis fue acetona de grado analitico (J. T. Baker,

México). El patron de cuantificacion fue B-caroteno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

2.2.2 Caracterizacion fisicoqguimica de la pulpa de ahuyama

- Determinacion de pH

Se tomaron 3 + 2 g de pulpa de ahuyama fresca y se midio el pH empleando un pH-metro
Metrohm 827 (Metrohm, Suiza) siguiendo la metodologia AOAC 981.12. (AOAC, 2012).

- Determinacion de soélidos solubles

Se tomaron aproximadamente 2 + 2 g de pulpa de ahuyama fresca y se midié directamente
en el area de muestreo de un refractémetro Atago Pal-1 siguiendo la metodologia
establecida en la AOAC 942.15 (AOAC, 2012). Los resultados fueron expresados en ° Brix.
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- Determinacién de acidez

Se determiné la acidez titulable por titulacién acido-base con NaOH 0,1 N, siguiendo la
metodologia recomendada por la AOAC 942.15 (AOAC, 2012) . Se tomaron 3 g de pulpa
de ahuyama fresca, se diluyeron en una relacién 1:10 en agua destilada, se adicionaron 5
gotas de fenolftaleina, y se tituld hasta visualizar cambio de color y verificando que el pH
estuviera en 8,2. Se registré el volumen de NaOH empleado. El célculo de acidez se realizé

mediante la ecuacion 2-1:

VxNxm

% Acido malico = x 100 (2-1)

Siendo:

V: Volumen gastado de NaOH (mL)

N: Normalidad de NaOH

m: Miliequivalentes del &cido malico: 0,067
P: Peso de la muestra (g)

Los resultados se expresaron en % de acido malico (p/v)

- Determinacién de humedad

Para conocer la humedad de la ahuyama fresca y de la ahuyama seca después de las 7
horas de secado, se pesaron 5 + 2 g de ahuyama que se secaron por conveccion a 105°C
durante 18 horas en una estufa Memmert 500 (Memmert, Alemania). El porcentaje de

humedad se determiné mediante la siguiente formula:

Humedad (%) = % x 100 (2-2)
Siendo:
Pi: Peso inicial de la muestra

Pf. Peso final de la muestra

Los resultados se expresaron en % de humedad.
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- Determinacion de actividad de agua

Se tomaron 3 g de muestra y se introdujeron en un equipo medidor de actividad de agua
LabMaster-aw neo (Novasina, Suiza) a una temperatura de 25°C. Se registro el valor
obtenido.

- Determinacion del color de ahuyama

Para la pulpa de ahuyama fresca se determinaron las coordenadas triestimulo del espacio
CIELAB, donde L* equivale a la luminosidad, a* coordenada verde-rojo y b* coordenada

azul-amarillo, empleando un colorimetro HunterLab Colorquest-Xe.

2.2.3 Adecuacioén del material vegetal
- Secado
La ahuyama fue pelada y empleando un procesador de vegetales Cl Talsa (Colombia), la

pulpa fue cortada en laminas de 1 mm de espesor que posteriormente fue empacada al

vacio en paquetes de 3 kg y almacenados a -18 + 2 °C.

Figura 2-2: Ahuyama Cucurbita moschata Duch variedad mariquitefia fresca cortada en
laminas de 1 mm

Siguiendo lo reportado por Onwude, et al., (2017) y Saxena, et al., (2012) se definié como
temperatura de secado de la ahuyama 58°C, y previo al proceso de secado las laminas de
ahuyama se descongelaron en refrigeracion (4 — 6°C) y se secaron a 58°C durante 7 horas
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en un secador de bandejas marca Comek con aire caliente por conveccion a una velocidad

de 1,5 m/s y una humedad relativa de 60 — 70%.

Figura 2-3: Ahuyama Cucurbita moschata Duch variedad mariquitefia en etapa de secado

por conveccion a 58°C/7 h (a) y ahuyama resultante del secado (b)

- Curva de secado

En el proceso de secado se hizo un seguimiento por triplicado al peso de las bandejas con
la ahuyama cada hora durante las 7 horas de secado a fin de observar la variacion en la
humedad y construir la cinética de secado en términos del contenido de agua en base

seca, el cual se calcul6 empleando la ecuacion 2-3:

w-— We

Y = (2-3)

Wo— We
Donde
¥: Contenido de humedad en base seca (adimensional)
w: Fraccion contenido de agua en tiempo t (h)

wo: Fraccion de agua inicial (t=0)
we: Fraccion de agua en equilibrio (t=12 h)

- Cinética de degradacion de CCT

En cada hora de secado, se tomo por triplicado una muestra de ahuyama de 5 + 2 g que
posteriormente fue liofilizada (-50 °C en el condensador, 30 °C en la camara de
calentamiento, 1 mbar, 48 h). A cada una de estas muestras se le midi6 el CCT siguiendo
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la metodologia descrita en el #2.2.4 y a partir de estos datos se construy6 la cinética de

degradacién de carotenoides.

- Molienday caracterizacién granulométrica

Las lAminas de ahuyama secas posteriormente se molieron en un molino de martillos (Allen
Bradley, EE.UU) y luego pasaron a un proceso de tamizaje, donde se pesaron 200 g de la
harina de ahuyama y se dispusieron en un tamizador (Tyler, EE.UU.). En un juego de
tamices se mantuvo en agitacion la harina durante 10 minutos; posteriormente se pesaron
las fracciones de harina retenidas en cada tamiz y se calcul6 el porcentaje de retencion.
Este procedimiento fue repetido cinco veces. Se escogieron para las etapas de proceso
posteriores las fracciones superiores a 150 pm dado que estas presentaban coloraciones

mas naranjas, lo que se relaciona con un mayor CCT.

2.2.4 Determinacion de CCT por espectrofotometria UV-Vis

Se empled un espectrofotometro UV/VIS Jasco V-730 a una longitud de onda de 450 nm.
Para la determinacion de carotenoides en ahuyama seca y molida, se siguio la metodologia
de de Carvalho et al., (2012). Se tomaron 100 mg de ahuyama liofilizada y los carotenoides
fueron extraidos con adiciones sucesivas de acetona hasta decoloracion total de la
muestra. Este extracto fue llevado a balones de 25 mL, se aforaron con acetona para

transferirse posteriormente a celdas de cuarzo y medir su absorbancia.

Los datos obtenidos se ajustaron a una curva de calibracién elaborada con solucién de
200 ppm de B-caroteno en acetona. Para la elaboracion de la curva de calibracion se midié
la absorbancia de soluciones 0,5 ppm, 1,5 ppm, 2,5 ppm, 3,5 ppm y 4,5 ppm empleando

acetona como solvente. Con la determinacion de la ecuacién de la recta se hall6 la

., . ., , t
concentracién de carotenoides totales, cuya concentracién se expresé en (%).

2.2.5 Determinacién del color de ahuyama secay seca molida

Para la ahuyama seca y molida, se determinaron las coordenadas triestimulo del espacio
CIELAB, donde L* equivale a la luminosidad, a* coordenada verde-rojo y b* coordenada

azul-amarillo, empleando un colorimetro HunterLab Colorquest-Xe.
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2.2.6 Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos obtenidos se emple6 el programa Microsoft Excel® en el que
se realiz6 la estadistica descriptiva, andlisis de varianza ANOVA y la prueba t de Student
para identificar con un nivel de significancia del 95% las diferencias de humedad y CCT en
la ahuyama en las diferentes horas de secado y en el color luego de llevar a cabo el secado
y la molienda. Los diferentes analisis se realizaron por triplicado.

2.3 Resultados y discusion
2.3.1 Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica de la pulpa de la ahuyama fresca se realizé con el fin de
conocer sus condiciones iniciales previas al procesamiento y asegurar que el estado de

madurez fuera adecuado para asegurar un 6ptimo contenido de carotenoides.

En esta etapa se realizaron tres mediciones por triplicado de pruebas fisicoquimicas a la
pulpa de ahuyama previamente homogeneizada, donde se evalué el contenido de sélidos
solubles, acidez, pH, actividad de agua, contenido de humedad y color. Estos resultados

se encuentran en la Tabla 2-1.

Tabla 2-1: Caracterizacion fisicoquimica de pulpa de ahuyama Cucurbita moschata Duch
variedad mariquitefia empleada en el estudio.

Propiedad Resultado
Soélidos solubles (°Brix) 5,80 + 0,06
Propiedades Afigez 6,82+ 0,04
fisicas (% Acido malico (p/v)) 0,051 + 0,010
Aw 0,964 + 0,005
Humedad 91,18 + 0,09
) L* 55,4 + 0,4
Parametros
de color ar 32,3£0,5
b* 49.0+2,7
Pro plle(_jad es CCT (ug B carotenoeq/ 388937 + 208,54
quimicas g ahuyama b.s.*)
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*b.s.: Base seca; CCT: Contenido de carotenoides totales

Los resultados obtenidos son similares a los reportados en el estudio de Jacobo-
Valenzuela et al., (2011) quienes caracterizaron las propiedades fisicoquimicas de la
ahuyama C. moschata, encontrando un pH de 6,77, acidez de 0,042% de &acido malico,
sélidos solubles entre 1y 15 °Brix y en cuanto a parametros de color, estos estuvieron en
un rango de 45,44 a 100 para L* de -13,41 a 35,41 para a* y de -12,65 a 60 para b*.
También Quintana et al. (2018) determinaron las propiedades quimicas y fisicoquimicas
de la pulpa de la ahuyama C. moschata, encontrando valores de pH de 6,84, de sélidos
solubles de 5,01 °Brix y humedad del 85,34% en ahuyamas maduras, valores comparables
con los obtenidos en este trabajo. También Quijano (2020) reportd para pulpa de ahuyama
Cucurbita moschata Duch variedad mariquitefia un CCT de 1203,1 pg B carotenoed/g
ahuyama (base seca), un pH de 6,554, un 0,067% de acido malico y sélidos solubles de
5,206 °Brix, valores que, a excepcion del CCT, fueron muy similares a los obtenidos en
este trabajo. Para el desarrollo de este estudio se estableci6 como parametro que las
ahuyamas empleadas estuvieran en estado de madurez comercial, a fin de contar con el
mayor CCT posible. Si bien no existen para estas hortalizas valores estandar de indice de
madurez, como para otros frutos, fue posible corroborar que los frutos se encontraban en
su estado de madurez comercial al comparar los valores obtenidos de pH, acidez y color
con los estudios previamente citados, adicional a que en el momento de adquirirlos se
tuvieron en cuenta aspectos como que la corteza fuera dura, que fuera resistente a los
pinchazos y que tuviera sonido hueco al golpear con los dedos, teniendo en cuenta que
Kristianto et al., (2021) reporta estos aspectos como importantes al momento de buscar

ahuyamas maduras.

2.3.2 Cinética de secado

El secado de las laminas de ahuyama se plante6 como alternativa para reducir el alto
contenido de agua del material vegetal, que representa una barrera para el acceso a los
carotenoides al ser estos compuestos hidrofébicos; adicionalmente estos se encuentran
asociados a otras macromoléculas como proteinas y acidos grasos, que pueden dificultar
la transferencia de los carotenoides al solvente durante las extracciones, por lo que
métodos fisicos como el secado resultan Gtiles para facilitar dicha extraccion (Sainiy Keum,
2018).
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Para llevar a cabo este secado se emple6 un secador con aire caliente por conveccion en
el que se secaron lotes de 3 kg de laminas de ahuyama fresca de 1 mm de espesor. Se
plantearon como pardmetros de trabajo una temperatura de 58°C y una actividad de agua
igual o menor a 0,3 en el producto seco, ya que en esta condicion se asegura su estabilidad
oxidativa y microbiolégica (Barreiro y Sandoval, 2002). Para calcular el tiempo de secado
en el cual se alcanzaba la Aw esperada se llevaron a cabo ensayos de secado de ahuyama
a 58°C, donde se hizo seguimiento cada hora al peso de las bandejas y a la actividad de
agua de la ahuyama. En la Tabla 2-2 se muestran los resultados obtenidos en estos

ensayos y en la Figura 2-4 la correspondiente isoterma de desorcion.

Tabla 2-2: Variacion de la humedad y actividad de agua en el secado por conveccion de
aire forzado de ahuyama en laminas de 1 mm de espesor a 58°C durante 7 horas

Tiempo (h) Aw promedio g %Zgi?alca prg;rggidoagm)
0 0,964 + 0,005 " 11,252 + 11,1449 91,79+0,80"
1 0,962 + 0,011 foh 8,263 + 0,706 89,16 + 0,81 ¢
2 0,954 + 0,006 ™ 4,518 £ 0,315° 81,84+ 1,05
3 0,944 + 0,008 d%fo 3,448 + 0,569¢ 77,28+2,71°
4 0,823 + 0,085 ¢ 1,023 £ 0,168° 50,34 + 4,224
5 0,627 £ 0,029 °© 0,229 + 0,041° 18,54+ 2,68 ©
6 0,409 + 0,030 ° 0,087 + 0,0182 8,00+ 1,49°
7 0,309 + 0,024 @ 0,059 + 0,003 2 5,53+0,2872

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas con un nivel de

confianza del 95%
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Figura 2-4: Isoterma de desorcién para el secado de ahuyama a 58°C durante 7 horas
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De esta manera, se obtuvo que el tiempo de secado de 7 horas con la configuracion
empleada permitié alcanzar una Aw < 0,3 y por lo tanto el tiempo que se establecié como

tiempo de secado para los propésitos del presente estudio.

Con el fin de modelar la cinética del proceso de secado se llevaron a cabo experimentos
de secado durante tiempos mayores hasta alcanzar el equilibrio aparente, es decir, luego
del cual no se observd mas variaciéon en el peso, que fue de 12 horas. Cada hora se hizo
seguimiento al peso en las bandejas con la ahuyama, valores que permitieron modelar la
cinética de secado, en términos del contenido de agua en base seca, el cual se calcul6

empleando la ecuacion 2-4:

(2-4)

Donde

¥: Contenido de humedad en base seca (adimensional)
w: Fraccion contenido de agua en tiempo t (h)

wo: Fraccion de agua inicial (t=0)

we: Fraccion de agua en equilibrio (t=12 h)

Para modelar el proceso de secado de la ahuyama se emple6 el modelo semi-empirico de
Page (2-5):
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Y= ekt (o5
Donde k y n corresponden a pardmetros del modelo y t es el tiempo (horas).

En la Figura 2-5 se observa la cinética de secado de ahuyama y el correspondiente modelo

de Page.

Figura 2-5: Modelo de Page aplicado a la cinética de secado de ahuyama a 58°C/7
horas. Los circulos azules corresponden a los valores experimentales y los rombos
negros a los valores modelados.
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Los valores que describen el modelo de Page para el proceso de secado se observan en
la Tabla 2-3.

Tabla 2-3: Parametros del modelo de Page calculados para el secado de ahuyama a 58°C
durante 7 horas

k n R? Error medio (%)

0,0198 2,7068 0,955 16,4

En la Figura 2-5 se observan a partir de la primera hora de secado diferencias significativas
en el contenido de humedad de la ahuyama, teniendo en cuenta que en la etapa inicial el
secado es mas rapido, y a partir de la cuarta hora la humedad tuvo tendencia a

estabilizarse y a no presentar mayor variacion.
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El modelo de Page es una de las ecuaciones mas empleadas para modelar las cinéticas
de secado de frutas y hortalizas, donde los parametros k y n no tienen un significado fisico,
pero son directamente proporcionales a la velocidad del secado (Garcia-Pacheco et al.,
2016; Simal et al., 2005). En el secado de la ahuyama de este trabajo se observé un buen
ajuste con el modelo de Page, como lo reportan Guiné et al. (2011) quienes hicieron un
estudio del secado por conveccion de ahuyama en cortes cilindricos a temperaturas
ubicadas entre 30 y 70°C, encontrando que los modelos que mejor representaban su
estudio fueron el modelo de Page y Page modificado, con un R? de 0,9519 y 0,9984,
respectivamente. Si bien la ecuacion logré modelar el comportamiento general del secado
de la ahuyama en tajadas de 1 mm de espesor, asi como el contenido de humedad final
del producto, lo cual se vio reflejado en el valor de R? (0,95), se observé una desviacion
clara en el contenido de humedad en tiempos intermedios, correspondientes a la segunda
etapa del proceso (3-4 h). De hecho, el comportamiento observado experimentalmente de
los valores reales de ¥ entre las 2 y 3 h podria considerarse inusual (hubo un leve aumento
en el valor de la pendiente de la curva de secado en una etapa en la cual se tiende a
observar una disminucion de la misma) lo cual pudo deberse a cambios en la humedad
relativa del aire durante el proceso de secado, variable que no fue posible controlar en la
configuracién del secador de bandejas empleado en los experimentos. Sin embargo, se

requeririan mas experimentos para profundizar esta desviacién del modelo matematico.

El tiempo de secado necesario para alcanzar una humedad de 5,53 + 0,28% fue
comparable con el tiempo obtenido por Seremet et al. (2016), quienes evaluaron el efecto
de diferentes métodos de secado en la relacién de humedad y rehidratacién en rodajas de
ahuyama, evidenciando que al secar por conveccion a 50, 60 y 70°C, los tiempos de
secado fueron 9, 7 y 5,5 horas para alcanzar una humedad de 8,4%. Cabe anotar que el
tiempo de secado también se ve afectado por el espesor del producto, ya que al ser mayor
el espesor, el tiempo de secado sera mayor (Onwude et al.,, 2016); en el secado
desarrollado en este trabajo fue una ventaja trabajar con un espesor de 1 mm para las
tajadas de ahuyama que en 7 horas alcanzaron una humedad del 5,5%; pues al haber
empleado un espesor mayor, el tiempo de secado y posiblemente la degradacion de los
carotenoides, habria sido mayor. Esto se evidencio en el trabajo de Garcia-Pacheco et al.,
(2016) que requirieron 11 horas de secado para ahuyama en cubos de 2 cm de espesor a
65°C, obteniendo 71% de pérdidas de carotenoides, es decir superiores a las obtenidas

en este trabajo.
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En la Tabla 2-4 se observa la variacién en el contenido de carotenoides durante el tiempo
de secado de la ahuyama a 58°C durante 7 horas. En la Figura 2-6 se muestra la
correspondiente cinética. Previo al secado, el contenido inicial de carotenoides totales de
la ahuyama fresca fue de 3949,83 + 145,88 ug B carotenoe/g ahuyama b.s. y al finalizar el
secado el contenido de estos se redujo a 1537,07 + 12,38 pg B carotenoe/g ahuyama b.s.,
lo que representa una reduccién total del 61%.

Tabla 2-4: Contenido de carotenoides totales de ahuyama durante el proceso de secado
a 58°C/7 horas

CCT (ug B carotenoe,/

Tiempo (h) g ahuyamab.s.)

0 (Ahuyama fresca) 3949,83 + 25,36 "
1 3715,46 £ 6,53 ¢

2656,42 + 73,44

2456,62 + 28,27¢

1556,75 + 6,97 ©

2
3
4 1529,26 + 25,06 °
5
6 1104,33+9,81 2
7

1537,07 + 12,38 ¢

*h.s.: Base seca; *CCT: Contenido de carotenoides totales
Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas con un nivel de confianza
del 95%
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Figura 2-6: Cinética de degradacion de carotenoides durante el proceso de secado de
ahuyama a 58°C/7 horas
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Esta disminucién en el contenido de carotenoides es atribuible a que estos son compuestos
sensibles a la luz y al calor, factores que generan la oxidacién y posterior isomerizacién,
llevando a su degradacion, lo que se ve reflejado visualmente en el color del alimento. Los
carotenoides son propensos a la isomerizacion debido a la presencia de dobles enlaces
conjugados carbono-carbono en su cadena (Albanese, et al., 2014). Regularmente, los
enlaces dobles conjugados de los carotenoides son trans, pero al ser sometidos a
condiciones de calentamiento o exposicion a luz UV, estos se isomerizan en carotenoides
cis, llevando a la pérdida de color y a que los carotenoides precursores de provitamina A
(como el B- caroteno y a-caroteno) disminuyan su actividad. Los isomeros cis formados en
la isomerizacion del B-caroteno son 13-cis y 9-cis. Por otro lado, la oxidacion es otro factor
de degradacion de los carotenoides que ocurre cuando el sistema de dobles enlaces
conjugados de los carotenoides absorbe los radicales libres con el fin de proteger al
sistema fotosintético del dafio causado por las especies oxigenadas. La pérdida de agua
en los procesos de secado ha mostrado ser un componente de riesgo para los

carotenoides por la generacién de radicales libres (Bechoff, 2010).

El tiempo medio de degradacion de carotenoides (ti2), es decir el tiempo en el cual se
reduce el 50% del contenido inicial de carotenoides fue de 4 horas, y fue calculado a través

de la ecuacion 2-6:
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ti/; = —In (0,5)k™* (2-6)

Saxena et al. (2012) reportaron en su estudio una descomposicion del contenido inicial de
carotenoides del 73,1% generado por el secado con aire caliente a una temperatura de
50°C y del 85,2% a una temperatura de 60°C en jaca; también determinaron un tiempo
medio de degradacion de carotenoides de 5 horas para el secado a 50°C y de 3 horas para
el secado a 60°C, es decir, valores mayores de degradacion de carotenoides como efecto
del tratamiento de secado por conveccién. El tiempo de vida medio permite describir la
rapidez con la que una reaccion ocurre, indicando que una reaccion rapida tiene un tiempo
de vida medio breve (Brown et al., 2009); en el caso de la degradacién de los carotenoides
conviene que este tiempo idealmente sea lo mas largo posible para reducir las pérdidas

de estos compuestos. Es posible notar mediante la ecuacion 2-6 que t,,, esta afectado

por la constante k y su relacién es inversa.

En la Figura 2-7 se muestra el modelo que siguio la cinética de degradacion de la ahuyama
durante el secado a 58°C durante 7 horas. El coeficiente de correlacién lineal (R?) fue de
0,8558, lo que confirma que la cinética de degradacion de los carotenoides totales es de

primer orden. El modelo representado corresponde a la ecuacion 2-7.

Ln [concentracion de carotenoides]=-0,1742*Tiempo + 8,2421 (2-7)

Figura 2-7: Cinética de degradacion de carotenoides durante el secado de ahuyama a
58°C/7 horas. Los puntos negros corresponden a los valores experimentales y la recta
azul a los valores modelados.
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Previos estudios también han reportado cinéticas de primer orden para la degradacion de
carotenoides, como el realizado por Demiray et al., (2013) que estudiaron la degradacién
de licopeno y -caroteno en tomates durante el secado con aire caliente. También Saxena
et al., (2012) reportaron una ecuaciéon de primer orden en la degradacion de los

carotenoides en pulpa de jaca durante el proceso de secado empleando aire caliente.

Posterior al secado, la ahuyama fue molida y se determin6 su CCT con el fin de identificar
si la operacion requerida para reducir el tamafio tenia un efecto sobre la concentracion de
dichos compuestos. El contenido de carotenoides totales posterior a la molienda fue
1540,15 + 12,03 pg B-carotenoey/ g ahuyama b.s., evidenciando que no hubo una
disminucion significativa (p < 0,05), por lo que no se atribuye a la molienda un efecto

representativo sobre el contenido de carotenoides totales.

Al realizar la molienda, se hizo una caracterizacion granulométrica de la harina de ahuyama
para determinar el rango de su tamafio de particula. En la Tabla 2-5 se muestra el detalle

de las fracciones retenidas en los diferentes tamices.

Tabla 2-5: Porcentajes de retencion en tamizaje de harina de ahuyama

No.de Tamafio de particula Cantidad retenida
tamiz (um) (%)

20 850 0,0
30 600 3,5
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40 425 25
60 250 46
100 150 10
140 106 6
Fondo -- 10,5

Se observo que la harina de ahuyama fue retenida desde el tamiz 30 hasta el 140,
permitiendo inferir que el rango de tamafio de particula se encuentra entre 106 y 600 pum.
El 46% de la harina de ahuyama se retuvo en el tamiz 60 con tamafio de particula de 250
pum, mientras que el 25 % de esta se retuvo en el tamiz 40 que corresponde a un tamafio
de 425 ym. Se escogieron las fracciones de tamafio igual y superior a 150 um ya que estas

presentaban las coloraciones naranja mas intensas, como se muestra en la figura 2-8.

Figura 2-8: Distribucion de harina de ahuyama por tamafio de particula
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2.3.3 Evaluacion del color

En la Figura 2-9 se muestra el efecto causado por el secado y posterior molienda sobre el
color de la ahuyama. Se observa que por efecto del secado la ahuyama toma una
coloracion mas rojiza y opaca, mientras que por efecto de la molienda el color se torna
méas amarillo y claro. Este efecto se atribuye al cambio en la granulometria y no a una
posible pérdida de carotenoides generado por la molienda, ya que no hubo variaciéon por
efecto de esta operacion en el CCT.

Figura 2-9: Comparacion de color en ahuyama fresca, seca y seca molida

Ahuyama seca
molida

En la Tabla 2-6 se muestran los parametros de color en el espacio CIEL*a*b* para la

ahuyama fresca, seca y molida.

Tabla 2-6: Parametros de color CIEL*a*b* de la ahuyama fresca, seca y seca molida

Ahuyama L* a* b* Croma Tono (°)

Fresca 554+0,4* 32,3+05° 49,0+2,6° 58,7 + 2,5¢ 56,6 + 1,1°
Seca (58°C/7h) 55,1+1,1* 19,4+0,4> 253+1,62 31,9+1,6% 52,5+1,22
Seca molida 68,6 +0,4* 156+0,3* 38,1+0,4° 41,2 +0,5° 67,7 +£0,2°

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas con un nivel de confianza
del 95%

Al observar los valores de la coordenada de luminosidad (L*) se evidencia que no hubo
diferencia significativa entre la ahuyama fresca y la ahuyama seca, mientras que si se

present6 una diferencia significativa entre la ahuyama fresca y la molida, asi como también
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la hubo entre la ahuyama seca y la molida, mostrando que el proceso de molienda da una

apariencia mas “clara”.

En la coordenada a*, que permite medir qué tan verde (-a) o rojizo (a+) es una muestra, se
observa que la ahuyama mas “rojiza” fue la fresca, seguida de la ahuyama seca y la
ahuyama molida, evidenciando que el secado y la molienda redujeron la coloracion rojiza

de la ahuyama.

En relacién con los valores de la coordenada b*, que mide qué tan azul (b-) o amarillo (b+)
es un alimento, se puede ver que hubo una disminucién significativa en el color amarillo

de la ahuyama fresca al realizar el secado y un posterior incremento al realizar la molienda.

En su trabajo, Saxena et al. (2012) afirman que el incremento en el tiempo y temperatura
de secado lleva a la pérdida de color amarillo, generando pardeamiento, que puede ser
debido a la autoxidacion de carotenoides responsables del color rojo. También puede
disminuir el valor de la coordenada b* en razén a la oxidacion de carotenoides
predominantes como el B-caroteno y la luteina; esto también puede llevar a la formacion

de pigmentos cafés como gquinonas y melaninas.

La disminucion en las coordenadas a* y b* en general se encuentra directamente
relacionada con la degradacién de carotenoides, como se observé en la cinética de
degradacién de carotenoides durante el proceso de secado (Figura 2-6). Onwude et al.
(2016) encontraron que los contenidos de carotenoides son mas bajos para las muestras
gue se han secado entre 50 y 70°C, lo que puede explicarse por el hecho de que se
necesita un tiempo de secado mas largo, aumentando la exposicion a la luz y al calor y por

ende incrementando la velocidad de oxidacion y degradacién de carotenoides.

Por otro lado, el croma y el tono, que combinan las coordenadas a* y b*, permiten visualizar
la saturacion y matiz de los colores en un alimento, respectivamente. El croma se expresa
en una escala de 0 a 100 y describe el grado o intensidad con la que un color se separa
del gris neutro y se acerca a un color puro del espectro; el tono permite clasificar en color
rojo, amarillo, verde o azul y corresponde a un angulo, por lo que se expresa en ° y se
encuentra en una escala de 0 a 360. De acuerdo con la Tabla 2-6, se puede observar en
los valores del croma que, en relacién con la ahuyama fresca, la ahuyama seca y la
ahuyama molida (harina) pierden la viveza en su color con el procesamiento; en la

tonalidad se observa que, comparando con la ahuyama fresca, la ahuyama molida mostré
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el mayor efecto, aumentando el &ngulo, tomando una coloracién mas amarilla y alejAndose
de la rojiza. Si bien los cambios, en particular la disminucion de a* entre la ahuyama fresca
y deshidratada es atribuible a la disminucién del contenido de carotenoides, los cambios
en la coloracion entre la ahuyama deshidratada y la harina no corresponden a una
degradacién de estos compuestos a causa de la molienda, de acuerdo con los resultados
de la cuantificacion de carotenoides totales y por lo tanto estarian mas relacionados con
cambios en la interaccion de la luz con el material, a causa de los cambios en la

granulometria.

Tabla 2-7: Diferencias de color entre la ahuyama fresca, seca y molida

Efecto AE

Ahuyama fresca respecto a ahuyama seca (58°C/7h) 26,96 + 4,09°
Ahuyama fresca respecto a ahuyama molida 23,88 + 1,77°

Ahuyama seca (58°C/7h) respecto a ahuyama molida 19,00 + 1,782

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas con un nivel de confianza
del 95%

El AE hace referencia a la variacion total del color y combina los parametros L*, a* y b*.
Kim et al., (2002) afirman que valores de AE superiores a 3 son variaciones de color
perceptibles visualmente. En los valores de la Tabla 2-7 se observan valores superiores a
3 en la ahuyama fresca comparada con la ahuyama seca, en la ahuyama fresca
comparada con la ahuyama molida y en la ahuyama seca comparada con la ahuyama
molida, lo que indica que el procesamiento de la ahuyama tuvo un efecto visualmente
evidente en su color, lo cual se puede relacionar con la degradacion de carotenoides
observada previamente por efecto del secado, que de acuerdo con el AE tuvo el mayor

valor, es decir, el secado fue el proceso que mas afecto el color de la ahuyama.

2.4 Conclusiones parciales

La caracterizacion fisicoquimica realizada a la pulpa de ahuyama permitio identificar que
esta tenia un pH de 6,82 + 0,04, una acidez de 0,051% + 0,010 de acido malico y una
concentracion de sélidos solubles de 5,8 + 0,06°Brix, valores comparables con diferentes

reportes bibliogréficos. Si bien no existen unos criterios definidos sobre los estados de
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madurez de la ahuyama, mediante la seleccién visual al momento de adquirir la materia
primay los resultados obtenidos, se evidencié que la ahuyama se encontraba en el estado
deseable de consumo en Colombia, es decir lo que se podria considerar “maduro”. El
estado de madurez es una variable critica en el CCT dado que en el avance de la madurez
se van desarrollando mas carotenoides hasta llegar al estado de la senescencia, momento

en el cual los carotenoides comienzan su degradacion.

El secado de la ahuyama a 58°C durante 7 horas permitié obtener un producto con una
humedad final del 5,53 + 0,28% y una actividad de agua de 0,309 + 0,024, valores que
brindaron una mayor estabilidad oxidativa y microbiologica al material vegetal, y que, al
tener menor contenido de agua, facilitaria el acceso a los compuestos de interés: los
carotenoides. La cinética de secado mostré un ajuste adecuado al modelo de Page con un
R?: 0,955, un k de 0,0198 y un n de 2,7068.

Con respecto al CCT, se identific6 que la ahuyama fresca liofilizada tenia una
concentracion de 3949 + 25 ug B-carotenoeq/ g ahuyama (b.s.) y la ahuyama seca y molida
una concentracion de 1537 + 12 ug B-carotenoeq/ g ahuyama (b.s.), lo que representd una
disminucion del 61% en el CCT por efecto del secado principalmente, ya que la molienda
no mostré un efecto significativo sobre este. Este comportamiento se puede atribuir
principalmente a procesos de oxidacion y posterior isomerizaciébn de los cuales son
susceptibles los carotenoides y que son causados por la exposicién al oxigeno y al calor.
El comportamiento de los carotenoides durante el secado fue descrito adecuadamente

mediante un modelo cinético de primer orden con un R? de 0,8558.

En referencia al efecto del secado y la molienda sobre el color, se obtuvo que los valores
de croma oscilaron entre 31,9 y 58,7 mostrando diferencias significativas en la saturacion,
con un valor méas alto (saturado) para la ahuyama fresca y que se vio disminuido por el
secado y la molienda. Se evidenci6 a su vez, que el tono vari6 entre 52 y 67,
correspondiente a colores naranja-amarillo, siendo més naranja la ahuyama fresca y la
mas tendiente al amarillo la ahuyama seca molida. Los cambios dados por el secado son
atribuibles a la disminucion del CCT, mientras que la diferencia de color en la harina
(ahuyama deshidrata y molida) respecto al producto deshidratado se deben a los cambios

en la granulometria.
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3. Extraccion de carotenoides

3.1 Introduccidn

El uso de carotenoides de fuentes naturales como colorantes es de gran interés en la
industria de alimentos, en parte debido a que se ha evidenciado que los colorantes
sintéticos, derivados de sintesis organica o inorganica, podrian tener efectos adversos en
la salud (Carocho et al., 2014). El mercado de los colorantes naturales ha sido valorado en
unos USD 1,3 billones en 2016 y se espera que registren una tasa de crecimiento anual
de 7,8% durante el periodo de 2016 a 2023. Ademas, se estima que para el afio 2023 este
mercado acumulard USD 2,1 mil millones en razén a su creciente demanda en las
industrias alimentarias y a la rapida expansion del sector de alimentos y bebidas en todo

el mundo (Research Nester, 2015).

Los carotenoides se han obtenido convencionalmente por extraccion empleando solventes
organicos como acetona, éter de petrdleo, cloroformo, hexano, isopropanol, entre otros,
los cuales tienen, en su mayoria, un efecto negativo a nivel ambiental y pueden ser dafiinos
para la salud humana si no tienen un manejo y recoleccién adecuada; adicionalmente
pueden ser riesgo de contaminacién de los extractos de interés por la presencia de trazas
(Portillo-Lopez et al., 2021). En cuanto al proceso de extraccion, usualmente se realiza
mediante extraccion de tipo Soxhlet, que permite obtener una alta recuperacién de
carotenoides, pero que emplea gran cantidad de solventes, requiere altas temperaturas y
tiempos largos de proceso, lo que se ve representado en un alto impacto ambiental y

econdémico (Saini y Keum, 2018)

Con el objetivo de evaluar solventes y técnicas de extraccibn mas sostenibles y con

viabilidad industrial, en este capitulo se muestra la metodologia y resultados de la
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extraccion de carotenoides de ahuyama empleando aceite de girasol como solvente para
extraccién convencional solido-liquido y asistida por ultrasonido, evaluando el CCT, color
y perfil de carotenoides. Asi mismo, se hizo un ensayo de extraccion sucesiva empleando
las dos técnicas evaluadas y comparando los resultados obtenidos con los de las primeras

extracciones.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Materiales

100 kg de ahuyama (Cucurbita moschata Duch) variedad mariquitefia provenientes del
municipio de Mariquita del departamento de Tolima fueron sometidas a un proceso de
deshidratacién en un horno por conveccion con aire forzado a 58°C durante 7 horas hasta
lograr una humedad del 5,5 + 0,3; esta posteriormente fue molida en un molino de martillos
Allen Bradley (E.U.A.). Del polvo de ahuyama obtenido se escogio la fraccion cuyo tamafio
de particula fuera igual o superior a 150 um, dado que tenia una apariencia mas naranja,

lo que permitia inferir un mayor CCT.

Este polvo de ahuyama fue empleado como insumo de procesos de extraccion de
carotenoides para comparar dos tecnologias: agitacion magnética (convencional o CNV) y
extraccion asistida por ultrasonido (US) empleando como solvente de extraccion aceite de
girasol (Premier, Colombia). Estas dos técnicas fueron evaluadas en su CCT, color y

estabilidad oxidativa.

El CCT del polvo de ahuyama se consider6 como el contenido de carotenoides inicial y a
partir del cual se calculd la eficiencia de extraccion de las técnicas CNV y US, siguiendo la

siguiente férmula:

. . . ., CCT obtenido
% Eficiencia de extraccion = x 100 (3-1)
CCT ahuyama en polvo

El reactivo empleado para extraer y cuantificar carotenoides del extracto oleoso por
espectrofotometria UV-Vis fue acetona 9006-03 (J. T. Baker, México). El patron de
cuantificaciéon fue B-caroteno al 93% de pureza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Los
reactivos empleados para los andlisis de estabilidad oxidativa fueron isooctano,
cloroformo, &cido acético glacial, yoduro de potasio, tiosulfato de sodio y p-anisidina (J. T.

Baker, México).
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Los reactivos empleados para la determinacion de carotenoides especificos mediante
HPLC fueron luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, violaxantina, equinenona (estandar
interno), a-caroteno y B-caroteno, suministrados por Hoffmann-La Roche (Basel, Suiza).
La anteraxantina fue facilitada por CaroteNature (Munsingen, Suiza). El metanol, etanol,
tetrahidrofurano (THF) y KOH fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, E.E.U.U).
El agua fue adquirida a través de un aparato Milli-Q (Millipore, Milford, MA, E.E.U.U).

3.2.2 Extraccidon convencional de carotenoides (CNV)

Se evaluaron tres diferentes relaciones matriz (ahuyama) — mezcla: 40, 50 y 60% (g de
ahuyama por 100 g de mezcla de extraccion). Para preparar la mezcla de extraccion,
inicialmente se peso el aceite y luego el polvo de ahuyama en vasos de vidrio de 250 mL,
se agitd la mezcla manualmente empleando una espatula y se introdujo un agitador
magnético. Posteriormente se ubicé el vaso de precipitado en una plancha de agitacion
IKA C-MAG HS 7 (IKA, Alemania), se ubico el mando de velocidad en 3 (aproximadamente
660 rpm) y se asegurd que el mando de temperatura estuviera en 0 (sin calentamiento);
luego de esto se revisé que hubiera un movimiento uniforme de todo el material contenido
en el vaso de precipitado, se cubrié con papel aluminio y se monitore6 el tiempo de
extraccion, evaluando cuatro diferentes tiempos: 4, 8, 24 y 72 horas. Pasado este tiempo
se transfirié la mezcla a tubos Falcon, se centrifugé en una centrifuga Heraeus Megafuge
16R (Thermo Scientific, EE.UU.) durante 10 minutos a 13639 gravedades. Finalmente se
transfirid el sobrenadante clarificado (extracto enriquecido en carotenoides) a botellas

ambar y se almacené en congelacién a una temperatura de -18°C.
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Figura 3-1: Diagrama de proceso de extraccién convencional
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3.2.3 Extraccion de carotenoides asistida con ultrasonido (US)

Se evaluaron tres diferentes tiempos (10, 15 y 20 min) y tres diferentes amplitudes (45, 50
y 55%) empleando la relacion matriz-mezcla que mayor contenido de carotenoides arrojo
en el proceso de extraccion convencional (60%). Para realizar el proceso de extraccién se
emplearon unidades experimentales de aproximadamente 100 g, pesando en un vaso de
precipitado primero el aceite y luego el polvo de ahuyama, se cubrié con aluminio el
recipiente, se mezclé con ayuda de un agitador de vidrio y se homogenizé empleando un

homogeneizador de alta cizalla Ultra Turrax T 18 basic (IKA, Alemania) operando 3 minutos
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en velocidad 2 (7500 rpm) y 1 min en velocidad 3 (11000 rpm); posteriormente se realizd
la extraccion en un equipo de ultrasonido Fischer Scientific modelo 705 (Fischer Scientific,
EE.UU.) empleando una sonda de aleacion de titanio de 1/2” de diametro. A fin de controlar
la temperatura durante el proceso de extraccion, se ubico el vaso de precipitado con la
mezcla de ahuyama-aceite en una cama de hielo-agua, que permiti6 asegurar que la
temperatura de la mezcla no superara los 60°C, temperatura que era monitoreada durante
el proceso. Finalizada la extraccién, se transfirié la mezcla a tubos Falcon, se centrifugd
en una Heraeus Megafuge 16R (Thermo Scientific, EE.UU.) durante 10 minutos a 13639
gravedades. El sobrenadante clarificado (extracto enriquecido en carotenoides) se

transfirio a botellas ambar y se almacené en congelacién a una temperatura de -18°C.
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Figura 3-2: Diagrama de proceso de extraccion asistida con ultrasonido
BT
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3.2.4 Extraccion sucesiva de carotenoides

Se tomo la torta sobrante de la extraccidn convencional obtenida del proceso de extraccion
descrito en el numeral 3.2.1 para la relacion matriz-mezcla 60%. Realizando un balance
de materia, se calculd la cantidad de aceite de girasol necesaria para asegurar que se
mantuviera la misma relacion matriz-mezcla, trabajando con unidades experimentales de
100 g. Se evaluaron las re-extracciones por método convencional y por extraccion asistida

con ultrasonido.

* Re-extraccion convencional
Se ubico el vaso de precipitado con la torta y el aceite en una plancha de agitaciéon C-MAG
HS 7 (IKA, Alemania), se ubic6 el mando de velocidad en 3 (aproximadamente 660 rpm) y

se asegur6 que el mando de temperatura estuviera en 0, luego de esto se revis6 que
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hubiera un movimiento uniforme de todo el material contenido en el vaso de precipitado y
se dej6 en agitacion durante 24 horas. Pasado este tiempo se transfirié la mezcla a tubos
falcon, se centrifug6 en una centrifuga Heraeus Megafuge 16R (Thermo Scientific, EE.UU.)
durante 10 minutos a 13639 gravedades, se transfirio el sobrenadante a botellas ambar y

se almacend en congelacion a una temperatura de -18°C.
= Re-extraccion asistida por ultrasonido

Se evaluaron tres diferentes tiempos (5, 20 y 35 min) a una amplitud definida (45%)
empleando la relacion matriz-mezcla que mayor contenido de carotenoides arrojé en el
proceso de extraccién convencional (60%). El vaso de precipitado se cubrié con aluminio,
se mezcl6 con ayuda de un agitador de vidrio y se homogeniz6 empleando un
homogeneizador de alta cizalla Ultra Turrax T 18 basic (IKA, Alemania) operando 3 minutos
en velocidad 2 (7500 rpm) y 1 min en velocidad 3 (11000 rpm); posteriormente se realizé
la extracciéon en un equipo de ultrasonido Fischer Scientific modelo 705 (EUA) empleando
una sonda de 1/2” de diametro. Finalizada la extraccion, se transfirié la mezcla a tubos
Falcon, se centrifugd durante 10 minutos a 13639 gravedades y se transfirio el

sobrenadante a botellas &mbar y se almacené en congelacién a una temperatura de -18°C.
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Figura 3-3: Diagrama de proceso de extraccién convencional (por agitacion continua)
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3.2.5 Analisis cuantitativo de carotenoides mediante HPLC-DAD

Para la preparacion de las muestras, los extractos oleosos enriquecidos en carotenoides
de ahuyama fueron diluidos en una solucion 1:50, 1:100 y 1:200 de etanol:THF (80:20,
%V/V). Cada extracto (0,9 mL) fue saponificado con 0,1 mL de KOH 1 M en etanol, bajo
agitacion en oscuridad a 30°C y pasadas 4 horas la mezcla se diluy6 y se centrifug6 a 1600
x g durante 1 minuto. Se tomé el sobrenadante para andlisis.

= Cuantificacion de carotenoides

Como sistema cromatografico se empleé un modelo Alliance 2695 (Waters, Milford,
EE.UU.), acoplado a un detector de arreglo de diodos (DAD) modelo 2998 (Waters, Milford,
EE.UU.) y una columna Cszo Develosil (250 x 4,6 mm; Phenomenex, Torrance, CA, EE.UU.).
La velocidad de flujo fue de 1 mL/min y el volumen de inyeccion de 25 pL. La columnay la
muestra fueron mantenidas a 25°C y 15°C, respectivamente. Los eluyentes fueron (A)
agua:metanol:THF (4:89:7, viviv) y (B) agua:metanol: THF (4:6:90, v/v/v). Las separaciones
cromatogréficas se llevaron a cabo en modo elucion en gradiente, realizado asi: 0% B a
80% B en 60 min, y luego 80% B durante 10 min. Los espectros se obtuvieron en el rango
220-700 nm y los cromatogramas se integraron a 445 nm. La adquisicién y cuantificacion
se realizaron utilizando el software Empower (Waters, Milford, EE.UU.). Las curvas de
calibracion para violaxantina, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, a -caroteno y p-caroteno

oscilaron entre 0,1y 2,0 yg/ml.

= Determinacién de carotenoides esterificados por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas UHPLC-DAD-Orbitrap

Los carotenoides esterificados fueron analizados empleando un UHPLC Vanquish Flex
(Thermo Scientific, EE.UU.) acoplado a un DAD modelo Vanquish (Thermo Scientific,
EE.UU.) y un espectrémetro de masas Orbitrap modelo Exactive (Thermo Scientific,
EE.UU.) equipado con una sonda de ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI)
operando en modo de ionizacién positiva. La columna fue de 3 um, columna Czo Develosil
(150 x 2,2 mm; Phenomenex), velocidad de flujo de 0,2 mL/min. La columna y la muestra
se mantuvieron a 25°C y 20°C, respectivamente. Se inyectaron 5 pL. Los eluyentes fueron
(A) agua:metanol: THF (4:89:7, viviv) y (B) agua:metanol: THF (4:6:90, v/v/v).
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Las separaciones cromatogréaficas se llevaron a cabo en modo elucién en gradiente,
realizado asi: 0% B a 80% B en 60 min, y luego 80% B durante 10 min. Los espectros se
obtuvieron a 445 nm en un rango de longitud de onda entre 220 y 650 nm.

Las condiciones operativas del APCI fueron: descarga de corona +5 pA, caudal de gas
envolvente 35 ua (unidades arbitrarias), caudal de gas auxiliar 10 ua, temperatura capilar
275°C, temperatura del vaporizador 400°C, voltaje capilar + 40 V, lente de tubo +125V y
skimmer +18 V. Los analitos se identificaron en modo positivo mediante adquisicion de
barrido completo (m/z * 200-2000 u), utilizando una ventana de aislamiento de = 3 ppm. El
objetivo de control automatico de ganancia (AGC), el tiempo de inyeccion, la resolucion de
masa Y la energia de colisiéon fueron 1 x 108, 50 ms, 50 K y 50 eV, respectivamente. El
control del instrumento y el procesamiento de datos se llevaron a cabo mediante el

software Xcalibur (Thermo Fisher).

3.2.6 Determinacion de contenido de carotenoides totales por
espectrofotometria UV-Vis

Para el andlisis del contenido de carotenoides totales en los extractos enriquecidos en

carotenoides se emple6 un espectrofotometro UV/VIS Jasco V-730 a una longitud de onda

de 450 nm siguiendo el método descrito por Salazar-Gonzalez et al., (2019). Se

transfirieron aproximadamente 60 mg de extracto oleoso a un balén de 25 mL, se aforé

con acetona y se midié la absorbancia una longitud de onda de 450 nm.

Los datos obtenidos se ajustaron a una curva de calibracion elaborada con solucion
estandar de 200 ppm de [B-caroteno en acetona. Para la elaboracion de la curva de
calibracién se midi6 la absorbancia de soluciones 0,5 ppm, 1,5 ppm, 2,5 ppm, 3,5 ppm y
4,5 ppm empleando acetona como solvente. La curva de calibracion se calcul6 a partir de
6 repeticiones, cuyo R? fue de 0,99515, sensibilidad de 0,1488 y un error medio de 0,39

Mg/mL Con la determinacion de la ecuacion de la recta se hallé la concentracion de

. .z . mg B caroteno
carotenoides totales, Cuya concentracion se expreso en (—)
kg extracto
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3.2.7 Determinacioén del color de los extractos oleosos

Se determinaron en transmision las coordenadas triestimulo del espacio CIELAB, donde
L* representa la luminosidad, a* color verde-rojo y b* color azul-amarillo, empleando un

colorimetro CM-5 (Konica Minolta, Japon).

3.2.8 Determinacion de peréxidos en aceite y extractos
oleosos (IP)

Este analisis se hizo siguiendo el método AOCS CD 8b-90(American Oil Chemists’ Society,
2017). Se pesaron 5 g de muestra en un Erlenmeyer cubierto con aluminio y se adicionaron
10 mL de cloroformo que se disolvieron por agitacion suave. Luego se agregaron 15 mL
de &cido acético y 1 mL de yoduro de potasio, se cubrid el recipiente, se agité suavemente
durante 1 minuto y se dej6é en reposo durante 5 minutos mas a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, se adicionaron 75 mL de agua, se agit6 la mezcla, se agregaron
unas gotas de solucion de almidén como indicador y se titul6 con solucién de tiosulfato de
sodio 0,02 N. También se realiz6 un blanco. El indice de peréxidos se determiné mediante
la siguiente férmula:

mEq Oxigeno activo _ (V;— V) x N
kg muestra

x 1000 (3-2)

Donde:

V1: Volumen de la solucion de tiosulfato de sodio empleado en muestra (mL)
V2: Volumen de la solucién de tiosulfato de sodio empleado en el blanco (mL)
N: Normalidad

m: Peso de la muestra (g)

3.2.9 Determinacion de indice de p-anisidina en aceite y
extractos oleosos (IpA)

Para la evaluacién de este indice, se siguio la metodologia AOCS CD 18-90 (American Oll

Chemists’ Society, 2017). Se pesaron 2 g de muestra en un matraz de 25 mL, el cual se

llevd a volumen con isooctano, luego se transfirieron 5 mL de la solucién a un tubo de

ensayo, al cual se agregd 1 mL de acido acético glacial. Se midi6 la absorbancia a 350 nm

en un espectrofotometro UV Vis GENESYS 10S (Thermo Scientific, EE.UU.). Seguido de

esto, se transfirieron 5 ml de la solucion a otro tubo de ensayo, se adicion6 1 mL de p-
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anisidina y se dejé en reposo por 10 minutos alejado de la luz; posteriormente se midio la
absorbancia a 350 nm. También se realizé un blanco. El indice de p-anisidina se determiné

empleando la siguiente formula:

__ 25x[1.2(As—Ab)]
- m

IpA (3-3)

Siendo:

As: Absorbancia de la muestra después de la reaccion
Ab: Absorbancia de la muestra antes de la reaccién

m: Peso de la muestra (g)

3.2.10 Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos obtenidos se emple6 el programa Microsoft Excel® en el que
se realiz6 la estadistica descriptiva, analisis de varianza ANOVA y la prueba t de Student
para identificar con un nivel de significancia del 95% las diferencias en el CCT,
coordenadas colorimétricas e indices de estabilidad oxidativa de los extractos oleosos. Los

diferentes analisis se realizaron por triplicado.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Extraccion de carotenoides convencionalmente

La Tabla 3-1 muestra el contenido de carotenoides extraido para las diferentes relaciones
matriz-mezcla en los diferentes tiempos evaluados, asi como los parametros de color en
el espacio CIELCH para cada tratamiento. A partir de estos resultados es posible
evidenciar que a medida que increment6 el contenido de ahuyama (matriz) en la mezcla,
aumenté el CCT, obteniendo asi que la mayor concentracion de carotenoides en el extracto
se presento en la relacion matriz-mezcla de 60% en la cual se consiguié la extraccion de
1244 mg B-carotenoeq/kg extracto oleoso luego de 24 h, lo que representa dos veces mas
de lo extraido en la menor relaciébn matriz/mezcla evaluada (40%) en el mismo tiempo de

extraccion. Estos resultados son consistentes con lo reportado por Razi et al., (2015) que,
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en su trabajo referente a la influencia del solvente sobre la eficiencia en la extraccion de
carotenoides de residuos de camardn, evidenciaron que incrementar la relacion de matriz-
mezcla tenia un efecto positivo sobre el contenido de carotenoides, ya que se obtenian
mayores concentraciones de estos pigmentos. A una conclusion similar llegaron Salazar-
Gonzéalez et al., (2019) en su trabajo sobre extraccion verde de carotenoides de polen
empleando aceite de girasol a diferentes tiempos y relaciones matriz-solvente, donde
afirmaron que una mayor relacidbn soluto-solvente genera un mayor gradiente de
concentracion y por lo tanto una mayor velocidad de difusién de los carotenoides en el

solvente.

En los resultados de la Tabla 3-1 se observa en los parametros de color que los valores
de la coordenada de luminosidad (L) variaron desde 66,03 £+ 1,42 hasta 47,66 + 0,00, del
croma que variaron desde 80,77 £ 0,00 hasta 85,69 + 0,08, y del tono que disminuyeron
desde 58,76 + 1,23 hasta 47,27 + 0,01 por efecto del incremento en la relaciébn matriz-
mezcla; esto en términos visuales representa un color mas opaco, que parte de una
coloracién amarilla a una mas rojiza, evidenciando un aumento en la concentracion del
contenido de carotenoides. Resultados similares obtuvieron Pandurangaiah y Rao (2020)
guienes determinaron los coeficientes de correlacion entre el contenido de carotenoides y
las coordenadas de color, encontrando una correlacion negativa entre este CCT vy la

coordenada L*, el cromay el tono.
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Tabla 3-1: Contenido de carotenoides totales en extractos obtenidos convencionalmente

Parametros de color

Relacion Tiempo de (mg B?cca-:oteno
matz(i;)/pr?pe)zcla extre(;tr(]:)cién «o/kg extracto L* Croma Tono
oleoso)
4 522 +33¢@ 66,03+1,429 8569+0,089 5876+1,23¢
8 585 + 56 2 62,83+0,91¢ 8501+0,35> 56,72+0,53¢
0 24 691 +49° 61,38+ 0,15 84,56+0,05° 55,80+0,10°
72 664 +19° 59,96 + 0,282 84,03+0,112 54,99+0,162
4 725+ 252 59,19+0,279 84,47 +0,08¢ 53,99+0,18¢
8 828 £ 1052 57,41+0,05¢ 84,29+0,37> 52,65+0,23"%
> 24 840552 56,64 +0,11° 83,74+0,06°> 52,41+0,06°b
72 802+362 54,76 £0,07* 83,15+0,132 51,29+0,05¢2
4 1117 £ 222 4951+0,01¢ 81,99+0,01¢ 47,94+0,01¢
8 1170 £ 2] be 49,17 +0,06¢ 81,95+0,02° 47,70+0,04¢
° 24 1244 £ 6 ¢ 48,97 +£0,01° 82,04+0,01¢ 4750+0,01°b
72 1220 £ 35°¢ 47,66 + 0,002 80,77+£0,00&2 47,27+0,012

CCT: Contenido de carotenoides totales en extractos
Letras diferentes en una misma columna del mismo bloque de relacién matriz-mezcla de extraccién indican
diferencias significativas con un nivel de confianza del 95%

En la Figura 3-4 se muestra de manera grafica el contenido de carotenoides para cada
relacion matriz-mezcla evaluada a lo largo del tiempo de extraccion, donde se observa que
entre las 4 y las 24 horas se alcanz6 la maxima tasa de extracciéon, asi como también se
observa que entre las 24 y 72 horas no aumenté el contenido de carotenoides en ninguna
de las relaciones matriz/mezcla. De acuerdo con estos resultados, el proceso de extraccion
convencional ocurrié en dos fases. La primera fase (0 a 4 h de extraccion) caracterizada
por un aumento rapido de la concentracion de carotenoides en el extracto, es aquella en

la cual el solvente penetré en la estructura celular, permitiendo la disolucién de los
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compuestos mas solubles en el aceite y aquellos localizados de forma mas externa en la
superficie de las particulas de la matriz sélida; en la segunda fase, méas lenta
(aproximadamente de 4 a 24 h de extraccion), es probable que haya ocurrido una
extraccion de los compuestos solubles mediante la estructura porosa de los solidos
residuales gobernada por una mecanismo difusivo y posterior transferencia desde la
solucién en contacto con las particulas al seno del solvente (Goula, 2013). Posteriormente,
se observé una leve disminucién (no significativa estadisticamente) que sugiere que
mayores tiempos de extraccién podrian inducir pérdidas de carotenoides debido a

reacciones de degradacion.

Aunque se observa que el mayor contenido de carotenoides se alcanz6 a las 24 horas, en
la Figura 3-5 se puede observar que la eficiencia de la extraccion no alcanzé el 100%,
de hecho, se obtuvieron eficiencias de 70%, 69% y 85% para relaciones matriz-mezcla de
40%, 50% y 60%, respectivamente. La eficiencia se calcul6 partiendo del contenido de
carotenoides de la matriz el cual fue 2449,82 mg B-carotenoe/kg de ahuyama seca, del
cual se estimé el porcentaje maximo que se podia extraer segun la relacion matriz-mezcla
evaluada, a saber, para la relacién del 40% el contenido maximo que se podia extraer era
979,93 mg B-carotenoee/mg extracto oleoso, para la relacion del 50% era 1224,91 mg B-
carotenoeq/mg extracto oleoso y para la relacion del 60% era 1469,89 mg 3-carotenoeq/mg
extracto oleoso. Se observa entonces que a medida que incrementd el contenido de
ahuyama en la mezcla, aumenté también la eficiencia de extraccién de carotenoides, para
las extracciones realizadas al 60% de matriz. Este resultado es distinto al reportado en
extracciones de carotenoides de polen empleando aceite de girasol (Salazar-Gonzélez et
al., 2019), en las cuales se encontré6 que proporciones de matriz inferiores al 50%
favorecian una mayor eficiencia en términos de recuperacién de carotenoides extraibles.
Por otra parte, el resultado es similar al encontrado por Sun et al., (2011) que en su trabajo
sobre la determinacién de los efectos del ultrasonido sobre la eficiencia de extraccion de
carotenoides trans-B-caroteno a partir de céscaras de citricos, encontr6 que para las
relaciones solido/solvente 1:30 a 3:30 hubo un incremento en la eficiencia de extraccion.
Lo anterior resalta que el efecto de la proporcion matriz/solvente sobre la tasa de
extraccion, asi como sobre la eficiencia de extraccion son altamente dependientes del tipo

de material vegetal que se usa como fuente de estos compuestos.
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Figura 3-4: Cinética del contenido de carotenoides durante 72 horas a diferentes

relaciones matriz/mezcla de extraccién: (40% p/p, 50% p/p, 60% p/p)
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Figura 3-5: Cinética de la eficiencia de extraccion de carotenoides totales durante 72
horas a diferentes relaciones matriz/mezcla de extraccion: (40% p/p, 50% p/p, 60% p/p)
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3.3.2 Extraccion asistida con ultrasonido

La Tabla 3-2 muestra para las diferentes combinaciones de tiempo-amplitud que se usaron
en cada tratamiento, el correspondiente CCT obtenido, asi como la eficiencia de
extraccion. El contenido de carotenoides varié entre 811,30 + 4,33y 1176,21 + 22,32 mg
[-carotenoeq/kg extracto oleoso, y la eficiencia entre 55,19 + 0,29 y 80,02 + 1,52%,
encontrandose los resultados mas altos en el tratamiento en el que se emple6 un tiempo
de 15 minutos y una amplitud de 45%. En comparacion con el trabajo realizado por Li et
al. (2013), quienes obtuvieron 364,65 mg [(-carotenoey/ kg extracto oleoso a partir de
zanahoria como matriz, se evidencia que el CCT de ahuyama fue mayor. Asi mismo, estos
autores reportaron una eficiencia del 80% pasados 30 minutos de extraccién empleando
una intensidad ultrasénica de 22,5 W/cm?, mientras que en la extraccién asistida con
ultrasonido en el caso de la ahuyama se logré esta eficiencia en un tiempo de 15 minutos.
Con respecto a los pardmetros de color, los valores del tono se encontraron entre 47,23 +

2,47 y 48,98 + 1,04, que corresponden a tonalidades naranjas.

Tabla 3-2: Contenido de carotenoides totales y color en extractos obtenidos por extraccion
asistida con ultrasonido

Parametros de color

cCT Eficiencia de

Tiempo  Amplitud i extraccion .
(min) (%) (mg B-caroteno eq/ (%carotenoides L Croma Tono
kg extracto oleoso) ;
extraidos)
20 50 811,30+4,332 55,19 +0,292 50,19 + 1,02 81,89 + 0,49 48,52 + 0,59
10 55 819,47 + 31,78 & 55,75+ 2,16 & 49,21 £3,49 81,99 +1,17 47,73+ 2,11
15 55 841,83 + 62,81 & 57,27 £ 4,27 & 49,62 £ 0,93 81,62 £ 0,51 48,24 £ 0,42
20 55 1011,31 £ 22,194 68,80+ 1,51 ¢ 48,60 + 4,14 82,07 +1,06 47,23 £2,47
20 45 898,31 +25,82°¢ 61,11+1,76°¢ 49,27 + 5,51 82,34 +1,34 47,63 + 3,67
15 45 1176,21 + 22,32 © 80,02 +1,52¢ 49,75 £ 3,12 82,32 +£1,04 47,95+ 2,14
15 50 1057,91 + 3,54 b 71,97 +£0,24 bd 49,66 + 1,04 81,38 + 0,67 48,43 £ 0,43
10 45 1067,45 + 50,80 bde 72,62 + 3,46 bde 50,52 + 0,90 82,57 +1,07 48,38 £ 1,30
10 50 1123,79 + 65,35 bde 76,45 + 4,45 bde 49,50 £ 1,39 82,02 £ 0,95 47,93 +1,21

CCT: Contenido de carotenoides totales. Letras diferentes en una misma columna indican
diferencias significativas con un nivel de confianza del 95%
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Es importante tener en cuenta el efecto generado por el pretratamiento de ultracizalla al
que se sometio la mezcla mediante el ultra tarrax con el fin de homogenizar la mezcla y
mejorar la propagacion de ondas del ultrasonido. Con el fin de evaluar este efecto, se llevo
a cabo una serie adicional de experimentos, en la que se logr6 determinar que este
pretramiento es responsable de la extraccion del 49,38 + 1,33% de la eficiencia, esto
debido a que el proceso de cizalla disminuye el tamafio de particula, aumentando el area
de contacto y generando la ruptura de paredes celulares de la ahuyama, lo que promueve

la liberacién de los carotenoides al medio (Xu et al., 2016).

Si bien no se evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados
(p<0,05), se logré identificar mediante los contornos de superficie de respuesta los factores
gue tuvieron un efecto mas importante sobre las variables respuesta. El propésito de la
combinacién de los diferentes niveles del tiempo y amplitud fue encontrar las condiciones
gue permitieran obtener el mayor CCT, el cual tiene una relacion directa con la eficiencia
de extraccién. En la Figura 3-6 se observa el efecto de estas variables sobre el CCT (a) y
el tono (b). En los dos casos la amplitud tuvo una influencia mas importante que el tiempo
en un proceso de extraccién. Roohani et al. (2016) encontraron el mismo resultado en su
trabajo sobre evaluacién del efecto del tiempo y la amplitud ultrasénica en la extraccion de
compuestos carotenoides del estambre de azafran, evidenciando que al aumentar la
amplitud y manteniendo el tiempo constante, se observaron CCT superiores. Estos autores
indicaron que el esfuerzo cortante de las ondas ultrasénicas permitié6 romper las células
vegetales, generando emulsificacién, difusion y dafio tisular que condujo a aumentar la
difusion del contenido celular. Goula et al. (2017) argumentaron que el efecto positivo de
la amplitud puede ser debido a que con mayores amplitudes el colapso de las burbujas es
mas violento y al efecto mecéanico del ultrasonido que conlleva a una mayor superficie de
contacto entre la matriz y el solvente, permitiendo una mayor penetracion del liquido en el
solido. Esto permite identificar una relacién inversa entre el CCT y la coordenada del tono,

pues mayores CCT refieren valores mas bajos de tono.
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Figura 3-6: Efecto de las condiciones de operacion (tiempo y amplitud) en CCT (a) y tono (b)
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3.3.3 Identificacién y cuantificacion de carotenoides

Se realizo6 la identificacion y cuantificacion de carotenoides mediante HPLC a los extractos
obtenidos mediante CNV y US que tuvieron los CCT mas altos, a saber, el extracto CNV
obtenido en una relacion matriz-solvente del 60% con un tiempo de extraccion de 24 horas
gue arrojé una concentracion de 1244,00 + 6,00 mg B-caroteno «/kg extracto. Y el extracto
US obtenido a una amplitud de 45%, un tiempo de extraccion de 15 minutos, con una
concentracion obtenida de 1176,2 + 22,3 mg -caroteno «¢/kg extracto. La identificacion del

perfil de carotenoides en los extractos permitio determinar especificamente las moléculas
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de carotenoides presentes y sus concentraciones con el fin de reconocer aquellos que

otorgan coloracioén a los extractos.

En la Figura 3-7 se pueden observar los cromatogramas correspondientes a los extractos
oleosos enriguecidos en carotenoides de ahuyama y obtenidos mediante dos
metodologias diferentes: convencional (CNV) y por extraccion asistida con ultrasonido
(US). Los carotenoides identificados en los dos extractos (A: US y B: CNV) fueron la
luteina, la zeaxantina, el a-caroteno, el 3-caroteno y moléculas de luteina esterificadas con
diferentes acidos grasos como acido palmitico, laurico y miristico, lo que se observa en los
picos 5 a 10. Se observa que todas estas moléculas estaban presentes en los dos
extractos, pero variaban en su concentracion, lo que se puede ver por la altura de los picos

de cada una de las moléculas.

En la Tabla 3-3 se muestra la concentracion de cada carotenoide, lo cual se logré6 mediante
el método de estandar interno usando equinenona. Se observa que los perfiles de
carotenoides identificados en los extractos CNV y US son similares a los reportados por
Quijano, (2020) en pulpa de ahuyama Cucurbita moschata liofilizada donde encontré
mayor concentracion de luteina, seguida de B-caroteno, violaxantina y a-caroteno; asi
como Norshazila et al., (2017) evidencié también mayor concentracién de luteina, B-
caroteno y a-caroteno en esta misma variedad de ahuyama. (Bergantin et al., 2018)
encontraron una mayor concentracion de B-caroteno, seguido de a-caroteno, violaxantina
y luteina en Cucurbita moschata, Los reportes del contenido de carotenoides pueden variar
segun la especie, el cultivar, el estado de madurez, clima factores geogréficos, condicién
del suelo, disponibilidad de nutrientes y condiciones de proceso y almacenamiento, que
pueden afectar la biosintesis y metabolismo de carotenoides en las plantas (Provesi et al.,
2011).
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Figura 3-7: Cromatograma de carotenoides presentes en extractos oleosos enriquecidos
en carotenoides de ahuyama obtenidos por diferentes métodos: US (A) y CNV (B).
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Los picos sefalados corresponden a: 1: Luteina, 2: Zeaxantina, 3: a-caroteno, 4: B-
caroteno, 5: Luteina esterificada con acido palmitico, 6: Luteina esterificada con &cido
laurico, 7: Luteina esterificada con acido laurico y miristico, 8: Luteina esterificada con
acido di miristico, 9: Luteina esterificada con acido palmitico y laurico, 10: Luteina
esterificada con acido palmitico — acido palmitico.

Tabla 3-3: Contenido de carotenoides en extractos oleosos enriquecidos en carotenoides
de ahuyama obtenidos por diferentes métodos de extraccion

Muestra Luteina (ug/mL) a-caroteno (ug/mL) B-caroteno (ug/mL)
Extracto CNV 100,8 £ 19,7 40,5+ 125 134,5 + 20,7
Extracto US 76,1+ 17,4 28,5+ 13,9 83,2+ 13,0

El perfil cromatografico de las dos muestras se mantuvo, no hubo formaciéon de nuevos
carotenoides, ni se evidenciaron procesos de esterificacion u oxidacion. La presencia de
estos carotenoides otorgan un importante valor bioldgico a los extractos, teniendo en
cuenta que los seres humanos no tienen la capacidad de sintetizar carotenoides, por lo
gue estos deben ser incluidos en la dieta, considerando que dentro de sus propiedades

esta su capacidad antioxidante lo que les permite inhibir la peroxidacion lipidica, mejoran
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el sistema inmune, disminuyen las enfermedades degenerativas y las enfermedades
visuales (Baiano y del Nobile, 2015); este ultimo rol es desempefiado por los carotenoides
provitamina A, que son capaces de transformarse biolégicamente en vitamina A. Para que
un carotenoide sea provitamina A debe tener un anillo B no sustituido con una cadena
poliénica de 11 carbonos, como es el caso del B-caroteno y el a-caroteno (Rodriguez-
Amaya, 1999). El B-caroteno tiene una actividad provitamina A del 100%, el a-caroteno
una actividad del 53%, mientras que la luteina no tiene esta propiedad debido a que en
sus anillos B tiene un grupo oxigenado (Rodriguez-Amaya, 1999). La vitamina A cobra su
importancia en razén a que tiene un aporte nutricional y de salud del ser humano,
principalmente en el proceso de la vision, en la absorcion del hierro y en el mantenimiento
de las estructuras oculares, adicional a que se ha identificado su importante rol como
hormona en el control del desarrollo celular y en la expresion de genes, lo que esta

relacionado con un efecto anticancerigeno(ICBF, 2005).

Con respecto a los datos cuantitativos, se encontré mayor contenido de B-caroteno, a-
caroteno y luteina en el extracto CNV en comparacion con el US, esto se puede atribuir al
efecto degradativo que puede tener la cavitacion e incremento de temperatura sobre los
carotenoides durante la extraccion asistida con ultrasonido (Hernandez-Santos et al.,
2016). (Pingret et al., 2013) indican que la extraccién mediada con ultrasonido esta sujeta
al medio, la temperatura, el tiempo y el tipo de solvente. En este sentido, se debe
considerar que al trabajar con solventes de alta viscosidad como lo es el aceite, es
necesario emplear amplitudes mayores a las de otros solventes, dado que los solventes
de alta viscosidad ejercen una resistencia al movimiento del ultrasonido; es por esto que
al aumentar la amplitud, se incrementa el movimiento vibratorio a fin de generar una
adecuada cavitacion; sin embargo se debe considerar que esta condicion tiene un efecto
degradativo sobre los carotenoides, tal como lo evidenciaron (Chuyen et al., 2017) donde
observaron una disminucién en el contenido de luteina y B-caroteno en la extraccion
asistida con ultrasonido de carotenoides a partir de ciscaras de Gac, por un incremento
en la potencia de ultrasonido. Con base en esto se puede afirmar que la menor
concentracion de carotenoides del extracto US en comparacion con el CNV esta
relacionado con el efecto degradativo ejercido por el ultrasonido en un medio de alta

viscosidad.
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3.3.4 Extraccion sucesiva

La torta sobrante de la extraccién convencional de carotenoides empleando los parametros
gue arrojaron los mejores resultados (relacion matriz-mezcla: 60%; tiempo de extraccion:
24 h), se empled para realizar una segunda extraccion por el método CNV y por US (20
min de extraccion y 45% de amplitud), a fin de evaluar la recuperacion de carotenoides
tanto de la ahuyama como del aceite circundante adherido a esta, luego de la primera
extraccion. En la Tabla 3-4 se observan los resultados obtenidos comparando el CCT el
primer extracto, la eficiencia de extraccion, las coordenadas de color y la estabilidad
oxidativa (estas dos Ultimas variables también para el aceite empleado como solvente).



Tabla 3-4: Contenido de carotenoides totales y color de extractos obtenidos por extraccidén sucesiva

Primera extraccion Re-extraccion
Aceite de girasol CNV us CNV us
CCT
(mg B-caroteno - 1244,00 + 6,008  1176,2+22,3%  1133,83+0,03" 1137,61 +0,09"2
«q/Kg extracto)
Eficiencia (%) - 858 8082 3512 4140
L 97,00 £ 0,17° 48,97 £0,01%2 49,75 + 3,124 56,4 + 0,48 53,5+ 1,1¢2
P%r:rg‘oelgfs Croma 4,08 + 1,53° 82,04 +0,01% 82,32 + 1,04% 88,3 + 0,3 86,3 + 0,58
Tono 105,79 + 2,03P 47,50 £ 0,014 47,95 + 2,14 49,2 + 0,1 48,3 + 0,58
1 H Avi A Bb A A A
Estabilidag INdice peréxidos 1,24 0,12 2,37 0,47 0,58 + 0,124 0,90 + 0,10 0,73 0,12%2
oxidativa  yice p-anisidina 10,34 + 0,65 10,90 + 0,262 12,76 £ 0,43  11,03+0,38% 12,17 + 0,49

Letras mindsculas iguales indican que no hay diferencias significativas (p<0,05) entre los promedios de los valores con diferentes
métodos de extraccion (CNV y US)

Letras mayusculas iguales indican que no hay diferencias significativas (p<0,05) entre los promedios de los valores obtenidos entre
extraccion y re-extraccion.

CNV: Extraccion convencional; US: Extraccién asistida por ultrasonido



De acuerdo con los resultados obtenidos se observa que para todos los pardmetros
evaluados hay diferencias significativas entre la primera y la segunda extraccion
empleando la misma tecnologia. De manera interesante, los valores del CCT de los
extractos obtenidos en la primera y segunda extraccién, sin importar la metodologia, son
numéricamente similares, es decir, se pueden obtener extractos con alto contenido de
carotenoides al emplear la torta residual de una primera extraccién. Sin embargo, teniendo
en cuenta que en la primera extraccion la cantidad de aceite que se enriquecié en
carotenoides fue del 85% para extraccion convencional y del 80% para extraccion asistida
por ultrasonido, el aceite restante que quedo en la torta paso a formar parte del extracto
obtenido en la segunda extraccion, por lo que la eficiencia real de esta re-extraccion fue
del 35% para la extraccion convencional y del 41% para la extraccion asistida por
ultrasonido. Se evidencié, por tanto, que la adherencia del aceite a la “torta” sobrante de
la primera extraccidén es un aspecto critico a considerar en las extracciones solido-liquido
y que puede ser optimizado mediante las extracciones sucesivas, que representan un
incremento en la eficiencia acumulada, optimizacién en el uso de la matriz alimentaria y
disminucion en el uso de solventes de extraccion (Pagels et al., 2020; Trivedi et al., 2016)..
La disminucion de la eficiencia en la segunda extraccién es acorde con lo reportado por
Strati y Oreopoulou (2011)quienes también evidenciaron que en la primera extraccion de
carotenoides, realizada en un extractor en agitacion continua al cual se agregaron residuos
secos de tomate y etil acetato como solvente de extraccion, se obtuvo la mayor eficiencia

y que esta tendi6 a disminuir conforme se realizaban las siguientes extracciones sucesivas.

Comparando el CCT y la eficiencia entre las tecnologias de extraccion (CNV y US), tanto
en la primera como en la segunda extraccion se observaron diferencias significativas. En
la primera extraccion el CCT vy la eficiencia fueron mayores en el extracto CNV, mientras
gue en la re-extraccién los mayores valores se presentaron en el extracto US. Para lo
observado en la re-extraccion, podria considerarse la primera extraccion con tecnologia
convencional como un pretratamiento, en el cual la ahuyama estuvo en contacto con el
aceite, tiempo en el cual hubo transferencia de carotenoides al aceite adherido a la torta y

en que se reforzé esta transferencia por efecto de la cavitacion generada por el ultrasonido.

Se evaluo la estabilidad oxidativa de los extractos obtenidos debido a que los aceites

vegetales (solvente empleado en las extracciones) son susceptibles a condiciones de
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temperaturas elevadas y/o a la presencia de oxigeno, los cuales favorecen la oxidacion
lipidica originando olores y sabores indeseados. Las moléculas con presencia de dobles
enlaces son mas propensas a sufrir reacciones de oxidacién, que resultan en la
degradacién de los acidos grasos poliinsaturados debido a la formacion de productos de

oxidacion lipidica volatiles y no volatiles (Pignitter y Somoza, 2012).

Para evaluar la estabilidad oxidativa se determiné el indice de peréxidos (IP) para
cuantificar los productos de oxidacion primaria en miliequivalentes de oxigeno por
kilogramo de muestra; también se determiné el indice de p-anisidina (IpA) para cuantificar
los productos de oxidacidn secundaria. Se observa que, en los valores de IP, el extracto
US mostro ser significativamente menor al aceite de girasol y al extracto CNV tanto en la
primera como en la segunda extraccién, pero significativamente mayor en los valores de
IpA, lo que permite inferir que el proceso de extraccion asistido con ultrasonido tiene un

efecto prooxidante.

El Cédex Alimentarius establece que el valor maximo permitido de IP es de 10 mEq. de
Oxigeno activo/kg de aceite. Los valores obtenidos para las muestras evaluadas son
inferiores a este valor, por lo que cumplen con la norma mencionada. Con respecto al IpA,
al comparar los valores obtenidos para los extractos en las dos extracciones con el IpA del
aceite de girasol, que se toma como el punto inicial de los compuestos de oxidacion
secundaria, no se observa en el caso del CNV un incremento significativo como efecto del
proceso de extraccion, caso contrario con el US que si mostré un aumento significativo, lo
gue puede ser explicado por la formacién de especies de oxidacién secundaria que se
originan como consecuencia de la cavitacion acustica y del incremento de temperatura
(Perrier et al., 2017). Que el IP sea menor en el US y mayor en el IpA, puede atribuirse a
gue los productos de oxidacion primaria disminuyen a medida que avanza el proceso de
oxidacion, pasando a la segunda fase de oxidacion, también llamada propagacion, en la
gue los hidroperoxidos se convierten en aldehidos, cetonas y otros compuestos, los cuales
son identificados mediante la prueba de p-anisidina. Lo anterior permitiria afirmar que el

US se encontraba en la segunda fase de oxidacion lipidica.
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3.4 Conclusiones parciales

La extraccion de carotenoides mediante agitacion continua (convencional) permitié obtener
extractos ricos en carotenoides con concentraciones entre 522+33 y 1244+6 mg PB-
carotenoey/kg extracto oleoso empleando relaciones matriz-mezcla entre el 40 y 60% con
tiempos de extraccion entre 4 y 72 horas. El croma oscilé entre 80,77+0,00 y 85,69+0,08,
observando que no hubo un efecto significativo causado por la variaciéon de la
concentracion de la ahuyama en la mezcla con el aceite. En cuanto al tono, se encontraron
valores entre 47,27+0,01 y 58,76+1,23, tomando tonalidades mas naranjas en las
relaciones matriz-mezcla superiores, dado que en estas habia mayor concentracion de
carotenoides. Las condiciones que permitieron obtener el extracto con mayor CCT fueron
la relacién matriz-mezcla del 60% con un tiempo de extraccién de 24 horas.

La extraccion asistida con ultrasonido permitié obtener extractos con CCT entre 811,30 +
4,33 y 1176,21 £ 22,32 mg B-carotenoeq/kg extracto oleoso, empleando amplitudes entre
45 y 55% y tiempos de extraccion entre 10 y 20 minutos. Los valores del tono se
encontraron entre 47,23 + 2,47 y 48,98 £ 1,04, que corresponden a colores naranja, y los
valores del croma oscilaron entre 81,38 + 0,67 y 82,57 + 1,07, en los que no hubo
diferencias significativas, mostrando una coloracién saturada. Las condiciones a partir de
las cuales se obtuvo el extracto con mayor CCT fueron una amplitud de 45% con un tiempo
de extraccién de 15 minutos. Se observé también que entre la amplitud y el tiempo, el
factor que tuvo un mayor efecto sobre el CCT y el tono fue la amplitud y que el
pretratamiento de homogenizacion con ultra-tarrax promovio la difusion de carotenoides
de ahuyama al aceite gracias a la ruptura de las paredes celulares y a la reduccién del

tamafio de particula.

Tanto en la extraccién convencional como en la asistida con ultrasonido se logré obtener
colorantes amarillo-naranja con CCT diferentes entre si y unas eficiencias de 85% para
CNV y 80% para US, que aunque no tienen una diferencia importante, el costo energético
si es menor en la extraccion US ya que se requiere de aproximadamente 15 minutos para

obtener un extracto con un CCT similar al de CNV que requiere de 24 horas de extraccion.

La identificacion del perfil de carotenoides y su cuantificacion permitié evidenciar la

variedad y el importante aporte de la ahuyama como fuente de carotenoides, en los que
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se encuentra principalmente el B-caroteno (83 y 134 pg/mL), la luteina (76 y 100 pg/mL) y
el a-caroteno (28 y 40, pg/mL) para extractos US y CNV, dos de estos carotenoides con
actividad provitamina A (a-caroteno y 3-caroteno). Este orden se mantuvo tanto para el
extracto CNV como para el US, sin embargo el extracto US mostr6 valores inferiores, lo

gue se atribuye al efecto de la cavitacion.

La extraccion sucesiva de carotenoides mediante tecnologia CNV como US permitio
extraer mas carotenoides, pero con una eficiencia mucho menor en comparacion con las
primeras extracciones realizadas, ya que el mayor CCT se transfirié al aceite en la primera
extraccion. El croma oscil6 entre 82,04+0,01 y 82,32+1,04 para la primera extraccion y
entre 88,3 y 86,3 para la re-extraccion, y el tono estuvo entre 47,50+0,01 y 47,95+2,14
para la primera extraccion y entre 49,2+0,1 y 48,3+0,5 para la re-extraccién, valores que
en general mostraron que los extractos se mantuvieron en tonalidades naranjas y
saturadas, y que no hubo un efecto sobre las coordenadas del color por efecto de la re-
extraccién. En cuanto a la estabilidad oxidativa, se evidencié que los procesos de

extraccion y re-extraccion no tuvieron un efecto oxidante sobre los extractos.
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4. Estabilidad de extractos oleosos fuente
de carotenoides

4.1 Introduccidn

Los carotenoides son compuestos bioactivos de gran valor no solo por sus llamativos
colores sino por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, aporte en la mejora de
la salud visual, funcion cognitiva y actividad provitamina A (Stephenson et al., 2021). Dadas
sus multiples aptitudes, los carotenoides son empleados en la industria en forma de
emulsiones, suspensiones coloidales y complejos con proteinas que derivan su uso en
productos como margarinas, mantequillas, jugos de frutas, bebidas, sopas enlatadas y
lacteos (Li et al., 2018). Sin embargo, los carotenoides son compuestos complejos dada
su alta lipofilicidad, la presencia de insaturaciones y la alta sensibilidad al aire, luz y pH,

gue podrian afectar su uso como aditivos en alimentos (Mendes et al., 2014).

Dicho lo anterior, resulta relevante estudiar la estabilidad de los carotenoides ya que esta
se relaciona con la resistencia de los lipidos a los efectos del oxigeno y la temperatura,
teniendo en cuenta que la oxidacién lipidica genera pérdidas nutricionales y en la
bioactividad, deterioro en la calidad de la matriz oleosa, generacion de olores y sabores
desagradables, e incluso desarrollo de compuestos dafinos para el organismo (Li et al.,
2018). Esta estabilidad oxidativa tiene un efecto directo sobre la determinacion de vida util

del compuesto o matriz estudiada, sus métodos de conservacion y usos adecuados.

En este sentido, este capitulo estudid la estabilidad en almacenamiento del extracto oleoso
de carotenoides de ahuyama a dos temperaturas (refrigeracién y ambiente), evaluando
durante 28 dias los cambios en el contenido de carotenoides totales, color, indice de
peroxidos e indice de p-anisidina. También se estudié mediante analisis termogravimétrico
la estabilidad térmica del extracto de carotenoides de ahuyama obtenido mediante dos
tecnologias de extraccidn (con agitacion magnética y asistida con ultrasonido). Finalmente,
se hizo la inclusion este colorante en un yogurt el cual fue almacenado en refrigeracion
durante 28 dias, en los cuales se evalud la variacion de color y se compar6 con un yogurt

sin colorante y un yogurt con colorante artificial.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Estudio de estabilidad de extractos oleosos en

almacenamiento

Se realiz6 un breve estudio de estabilidad en almacenamiento al extracto con mayor CCT,
es decir, el CNV (relacion matriz-solvente: 60%; tiempo de extraccion: 24 h; CCT: 1244 +
6 mg B-caroteno </kg extracto) bajo dos condiciones de temperatura: 5°C y 20°C. Se
almacenaron muestras de 30 mL de extracto en refrigeracion (5°C) y a temperatura
ambiente (20°C) en envases ambar que fueron llenados completamente a fin de reducir el
ingreso de aire. Las muestras fueron almacenadas durante 28 dias y cada semana se tomo
una muestra para evaluar su CCT, color, indice de perdxidos e indice de p-anisidina. Con
base en estos resultados se realizd una cinética para cada parametro evaluado. Cada

analisis se realiz6 por duplicado.

- Determinacion de contenido de carotenoides totales por espectrofotometria UV-
Vis
Se sigui6 el procedimiento descrito en el numeral 3.2.9.

- Determinacioén del color de los extractos oleosos

Se sigui6 el procedimiento descrito en el numeral 3.2.10.

- Determinacién de peroxidos en aceite y extractos oleosos

Se sigui6 el procedimiento descrito en el numeral 3.2.11.

- Determinacion de indice de p-anisidina en aceite y extractos oleosos

Se sigui6 el procedimiento descrito en el numeral 3.2.12.

- Analisis Termogravimétrico

Se empled un programa de calentamiento de rampa de 10°C/min de 25°C a 400°C y
una etapa de calentamiento isotérmico a esta temperatura durante 30 minutos. Se

empled un flujo de oxigeno de 60 mL/min.
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4.2.2 Inclusion de colorante en yogurt

Se adquirieron yogures naturales frescos sin dulce (grasa 3%; proteina 10%; carbohidratos

3%) en supermercados de cadena. Se prepararon tres grupos de yogures (25 g/muestra)

asi:
Grupo B Grupo A Grupo N
Muestras control Yogurt con colorante | Yogurt con extracto de
Yogurt natural sin adicion | artificial

de colorantes

Adicion de 0,0036% de
colorante Amarillo No. 6
(E-110)

carotenoides de ahuyama
(colorante natural)
0,6% de goma xantana +
1,84% de extracto oleoso

fuente de carotenoides

Se asegurd que en el dia 0 el AE entre los yogures del grupo A y los del grupo N fuera

inferior a 2, a fin de asegurar que no hubiera diferencias perceptibles a la vista. Los yogures

fueron almacenados en refrigeracion (4°C) durante 28 dias, y cada 8 dias se tomaron

muestras por triplicado, en las que se midio el color en el espacio CIELAB.
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Figura 4-1: Yogures sin colorante (B), con colorante natural (N) y artificial (A)

@O \:” ©ec )

- Determinacion del color en el yogurt

Se sigui6 el procedimiento descrito en el numeral 3.2.10.

4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Analisis de estabilidad en almacenamiento de extractos

Se realiz6 un breve estudio de la estabilidad de los extractos oleosos en almacenamiento,
donde se evalué como variables de respuesta el CCT, color, indice de peroxidos e indice

de p-anisidina. Estos resultados se pueden observar en la Figura 4-2.

En el CCT (Figura 4-2 (a)) el comportamiento fue muy similar tanto en temperatura de
refrigeracion como ambiente, donde se observo una leve disminucion desde el dia 0 hasta
el dia 21 y luego tendi6 a estabilizarse. Este comportamiento es acorde a lo reportado por
Bechoff et al., (2015) donde afirman que la degradacion de los carotenoides ocurre en las
primeras semanas de almacenamiento y luego se reduce, tomando como principales

causales de la degradacion las altas temperaturas y la presencia de oxigeno. Sin embargo,
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estos fueron factores que se contemplaron previo al almacenamiento de los extractos de
carotenoides de ahuyama, por lo cual se emplearon envases ambar los cuales se llenaron
completamente, de igual manera, el aceite como solvente actia como protector de los
carotenoides (Delgado-Vargas et al., 2012). Gracias a estas condiciones, no hubo una
degradacién importante en el CCT durante los 28 dias de almacenamiento (18% en
refrigeracion y 14% en temperatura ambiente), pero es posible que al envasar se hayan
formado burbujas de aire que hayan podido afectar la retencién de los carotenoides. Si
bien no hubo cambios importantes en el contenido de carotenoides, a fin de conservar

mejor el CCT, la mejor opcién seria almacenar el extracto en refrigeracion.

En cuanto al color (Figura 4-2 (b)), se observa también un comportamiento similar en las
dos temperaturas de almacenamiento, donde hubo un aumento significativo en el AE
desde el dia 0 hasta el dia 21, pero los cambios de color realmente perceptibles a la vista
fueron después del dia 15. Después del dia 21, el AE tendié a disminuir. EI cambio

perceptible a la vista (AE>3) corresponde a los dias en que el CCT disminuyo.

Para determinar la estabilidad oxidativa de los extractos obtenidos se determiné el indice
de peroéxidos (IP) para cuantificar los productos de oxidacién primaria en miliequivalentes
de oxigeno por kilogramo de muestra y se determiné el indice de p-anisidina (IpA) para
cuantificar los productos de oxidacion secundaria. Los resultados obtenidos se pueden ver
en las Figuras 4-2(c) y 4-2(d), donde se observa que durante los 28 dias de
almacenamiento, el indice de perdxidos se mantuvo inferior al limite establecido por el
Cddex Alimentarius que es 10 mEq de oxigeno activo/kg de aceite. En general, el IP tendid
a mantenerse constante pero fue hasta el dia 21 donde mostr6 un aumento significativo,
lo cual estaria relacionado con el comportamiento observado en el caso del CCT y del AE
y que se podria atribuir a un efecto oxidativo del extracto. En razén a la presencia de
cadenas hidrocarbonadas con presencia de dobles enlaces, los carotenoides son mas
propensos a sufrir reacciones de oxidacion, isomerizacion y degradacion térmica, lo que
se ve aun mas favorecido al ser estar el aceite de girasol compuesto principalmente por
acido linoleico, que tiende a acelerar la oxidacién del B-caroteno (Delgado-Vargas et al.,
2012; Rodriguez-Concepcion et al., 2018). En el trabajo realizado por Montesano et al.,
(2019) encontraron que el aceite de oliva enriquecido con carotenoides de goji, mantuvo
un IP constante durante 16 semanas de almacenamiento y solo se mostré un incremento

al final del tiempo de almacenamiento.
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Con respecto al IpA, se tomé como referente el aceite de girasol para comparar el
comportamiento de los extractos, encontrando que la tendencia fue muy similar y que el
extracto en general se mantuvo estable oxidativamente durante los 28 dias de
almacenamiento tanto a temperatura de refrigeracion como ambiente, por lo que se podria

afirmar que no hubo oxidacion secundaria.
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Figura 4-2: Cinética de extractos oleosos en almacenamiento
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4.3.2 Analisis termogravimétrico

Se evaluo la estabilidad térmica del extracto de carotenoides obtenido mediante extraccion
convencional (CNV), el extracto de carotenoides obtenido de forma asistida por ultrasonido (US)
y el aceite de girasol (ACEITE) empleado como solvente de los extractos previamente
mencionados a través de un programa de calentamiento bajo una dindmica de atmdsfera de

aire. A fin de comparar estas muestras, las condiciones térmicas fueron las mismas para todas.

En la Figura 4-3 se muestran las curvas de degradacién térmica para las tres muestras
evaluadas. Estas curvas de degradacidén térmica de los aceites estan compuestas por tres
etapas. La primera etapa corresponde al comienzo de la oxidacién de las muestras que se
caracteriza por un incremento en la masa inicial dado por la ganancia de oxigeno a través de la
cadena de &cidos grasos, que da lugar a la formacion de otros productos de oxidacién -como
los perdxidos- y también se destaca la pérdida exotérmica de los compuestos volatiles. Esta
etapa se puede visualizar para las tres muestras a los 183°C aproximadamente. Este resultado
es consistente con la temperatura de 182°C obtenida por Corbu et al., (2019) para aceite de

girasol.

Figura 4-3: Curvas termogravimétricas para aceite de girasol (ACEITE), extracto de carotenoides
obtenido mediante extraccion convencional (CNV) y extracto de carotenoides obtenido de forma
asistida con ultrasonido (US)
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En la segunda etapa ocurre la descomposicion de los acidos grasos monoinsaturados, como el
acido oleico; en esta etapa los dobles enlaces se rompen y se convierten en enlaces sencillos,
es decir en acidos grasos saturados. Las temperaturas de degradacion y porcentajes de pérdida
de peso generados en esta etapa se muestran en la Tabla 4-1 donde se observa que la
temperatura de degradacion del aceite de girasol y del extracto CNV son muy similares, sin
embargo, la temperatura de degradacion del extracto US es mucho menor, lo que la hace mas
inestable térmicamente. Esto puede ser debido al efecto de la cavitacion en el cual la
temperatura del medio aumenta, lo que puede llevar a un mayor deterioro de los 4cidos grasos
poliinsaturados o los dobles enlaces conjugados (Herndndez-Santos et al., 2016). También
tiene relacién el colapso de las burbujas generadas durante la sonicacion, ya que se liberan
muchas especies de oxigeno libre que aumentan los radicales presentes en el aceite y que

inducen a la oxidacion lipidica (Halim y Thoo, 2018).

A temperaturas superiores (entre 480°C y 550°C) ocurre la descomposicion total de los acidos
grasos saturados como el acido palmitico (Gouveia de Souza et al., 2004).

Tabla 4-1:. Efecto del calentamiento en muestras oleosas

Temperatura de

Muestra degradacién (°C) Pérdida de peso (%)
Aceite 238,1 82
CNV 238,7 80
us 235,9 82

Es importante resaltar que la estabilidad de un aceite esta dada en gran parte por su
composicion de acidos grasos, ya que los ésteres con insaturaciones son mas propensos a
oxidarse, por esto son menos estables que aquellos aceites compuestos por enlaces sencillos
en sus cadenas de carbono saturadas. El aceite de girasol esta compuesto principalmente por
acido oleico (14%) y acido linoleico (52%) (Li et al., 2018) que son acidos grasos mono y
poliinsaturados, lo que causa que el aceite de girasol sea inestable térmicamente. Teniendo en
cuenta que los carotenoides sufren cambios estructurales y de degradacién a altas
temperaturas, es posible afirmar que durante la segunda etapa no hubo incidencia o efecto
prooxidante de estos pigmentos en razon a que ya habian sido descompuestos térmicamente
en la primera etapa (Corbu et al., 2019), por lo que la diferencia de estabilidad térmica de los
extractos se atribuye directamente al proceso de extraccion y su efecto en el aceite de girasol,

empleado como solvente vegetal.
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4.3.3 Evaluacion del color en yogurt adicionado con colorante oleoso
enriquecido con carotenoides
Se realizé la inclusion del colorante natural en un yogurt y se le hizo seguimiento al color durante
28 dias. Este fue comparado con el color de un yogurt sin colorante y con el de un yogurt
adicionado con colorante artificial (Amarillo No. 6). Los resultados se muestran en la Tabla 4-2.
Se destaca que el colorante natural obtenido de ahuyama logré una coloracion amarilla muy
similar a la coloracion dada por el pigmento artificial, donde el AE entre estos en el dia 0 fue
1,68. En las muestras control, la luminosidad disminuyd, el croma se mantuvo constante y el
tono aumento, tomando una coloracion mas grisacea y clara. La luminosidad del grupo Ay del
grupo N estuvo comprendida entre 77 y 81,6 durante los 28 dias de almacenamiento, mostrando
gue sus valores se mantuvieron altos. Los valores del croma tendieron a aumentar en las dos
muestras con colorante, es decir se tornaron menos intensas. El tono en el grupo A tendi6 a
disminuir lo que se puede relacionar con que el colorante artificial se siguié disolviendo con el
paso del tiempo, acentuando la coloracién del yogurt. En el grupo N el tono tendié a mantenerse
constante en coloracién amarilla, lo cual resulta favorable para este tipo de pigmentos que

resultan ser muy sensibles a factores externos.

Para una mejor medida en el cambio del color de los yogures, se calculdé el AE, el cual se
muestra en la Figura 4-4 donde se observa la cinética de AE durante los 28 dias de
almacenamiento. Se observa que para las muestras con colorante el AE es superior a 3 previo
al dia 7, es decir en este momento los cambios de color son perceptibles a la vista humana. Las
muestras del grupo A y del grupo N mostraron un comportamiento muy similar en el tiempo lo
cual resulta conveniente ya que no hay variaciones muy perceptibles para el consumidor al
momento de escoger el yogurt con colorante natural en comparacién con un yogurt con

colorante artificial.
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Tabla 4-2: Coordenadas de color para yogurt con y sin adicién de colorantes

Muestras control

Yogures grupo A

Yogures grupo N

Dia L Croma Tono % L Croma Tono % L Croma Tono Tc;
O O O
0 84,7+02¢ 46+ 028 1125+1,12 81,6+0,3°¢ 289+052 979024 79,4+05¢ 315+1,12 89,7+0,1°
! 82,0 +£0,0 ¢ 5+0,0° 116,9 + 3,0 ¢ 77,7 +£0,3 P 31,9+05¢ 89,6+0,4° 782+0,7% 351+06P 89,4+02¢
14 795+202% 53+0,12% 116,7+0,3°bc 77,6 £0,4 2 32,7+0,6° 88,9+0,3% 75,2+0,8° 38,3+£0,8¢ 89,0+0,3%2
2t 73,1+1528 53+0,72 123,3+4,8% 77,0+£0,32 33,3+0,3° 88,8+0,22 72,9+1,22% 431+149 892+0,1%
28 743+092% 51+042% 1256+29F% 77,3+0,4 2 33,1+05° 88,5+0,22 73,1+0,3% 38,7+12° 89,6+05

Muestras control: Yogurt sin adicion de colorante; Grupo A: yogurt + colorante artificial (Amarillo N. 6); Grupo N: yogurt + colorante

natural. Letras diferentes corresponden a diferencias significativas en el tiempo para la misma muestra.



92 Extraccion verde de carotenoides de ahuyama (Cucurbita moschata Duch)
usando aceite vegetal para su adicion como colorante natural en una matriz
alimentaria

Asi mismo, se calcula que una porcién de yogurt de 200 g con adicion de 1,8% de extracto
colorante de ahuyama tendria un aporte del 12% al requerimiento diario de Vitamina A, de
acuerdo con la normatividad colombiana. (Resolucion 810 de 2021)

Figura 4-4 Variacion del color en yogurt con y sin colorantes
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4.4 Conclusiones parciales

El estudio de estabilidad del extracto de carotenoides de ahuyama permiti6 observar su
comportamiento en diferentes condiciones de almacenamiento, evidenciando la persistencia del
color (valores de tono constantes durante todo el almacenamiento), estabilidad oxidativa (valor
de perodxidos inferior a 10 mEq. O2/kg de aceite) y una baja reduccion de carotenoides (maximo
18%).

El andlisis termogravimétrico es un método adecuado para determinar la estabilidad térmica de
muestras oleosas y para esto se debe considerar la presencia de 4cidos grasos poliinsaturados,
ya que esta favorece la degradacion térmica de los lipidos. Las temperaturas de degradacion

térmica para los extractos CNV y US fueron 238,7 y 235,9, respectivamente.
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La adicion del colorante natural en el yogurt permitié obtener una coloracién similar a la de un
yogurt adicionado con colorante artificial, con una ventaja adicional y es su aporte al

requerimiento diario de vitamina A.






5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se puede considerar la ahuyama Cucurbita moschata Duch como una fuente rica en
compuestos carotenoides donde predomina el B-caroteno, la luteina y el a-caroteno. Estos
pigmentos brindan coloraciones amarillo naranja intensos que adicionalmente tienen
propiedades antioxidantes y con actividad provitamina A, lo que la hace una matriz de

importancia y viabilidad agroindustrialmente.

Con el objetivo de obtener los compuestos carotenoides de la pulpa de ahuyama, es necesario
realizar procesos de adecuacion como secado y molienda que, aungque generan una reduccion
en el contenido de carotenoides, permiten obtener una matriz estable oxidativa y
microbiol6gicamente con un tamafo de particula adecuado para emplear en los procesos de

extraccion.

Las metodologias de extraccion empleadas permitieron acceder a los carotenoides obteniendo
unas eficiencias importantes. En el caso de la extraccion convencional, se logré un CCT de
1244 + 6 mg B-caroteno «/kg extracto oleoso con una eficiencia de extraccion de 85%, y en el
caso de la extraccion asistida con ultrasonido, el CCT fue de 1176,21 + 22,32 mg [3-caroteno
eq/Kg extracto oleoso con una eficiencia del 80%. Los CCT entre las dos metodologias fueron
muy similares, pero se destaca de la extraccion asistida con ultrasonido que permitié obtener
extractos fuente de carotenoides en un menor tiempo de extraccion (15 minutos) en
comparacion con la metodologia convencional (24 horas), lo que representa un relevante ahorro

energetico.

El extracto fuente de carotenoides de ahuyama arrojo valores de oxidacion primaria aptos para
su empleo como aditivos, al ser inferiores a 10 mEq. Oz/kg de aceite, por lo que se podria

considerar como un colorante de buena calidad.
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Se evidencié que el proceso de ultrasonido tiene un efecto importante sobre la estabilidad
térmica del colorante natural, dados los efectos de la cavitacion sobre el aumento de
temperatura y la incorporacién de oxigeno. Se encontré que el aceite de girasol y el extracto

obtenido convencionalmente fueron mas estables térmicamente.

El colorante natural de ahuyama mostré una buena aptitud como aditivo al demostrar que da
pigmentaciones similares a las obtenidas por colorantes artificiales y que es una buena fuente

de provitamina A.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda evaluar coberturas o pretratamientos que protejan la pulpa de ahuyama durante

el secado, a fin de disminuir la degradacién de carotenoides.

Se sugiere evaluar la estabilidad del colorante natural en otras matrices como de panificacion y

snacks.



A. Anexo: Ficha técnica de colorante natural obtenido a
partir de ahuyama

Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Entidad Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota
Proyecto “Estudio espegtroscé_pico y perfil de co_r?puest.os carotenoide.s,de matrices alimentar.ias con a!tci potencial
agroindustrial para la extraccion y microencapsulacién de colorantes amarillo-naranja
Coordinador Técnico Sandra Ballesta Santana
Equipo técnico Carlos Fuenmayor, Consuelo Diaz, Sandra Ballesta
Nombre del Producto Colorante natural de ahuyama

Centrifugacion
Envase

1. Adecuacién ahuyama
Breve descripcion del |2 Secado de ahuyama
3. Molienda de ahuyama
proceso de - NN . : . .
., 4. Extraccion por agitacion continua de carotenoides empleando aceite de girasol como solvente
elaboracion 5
6.

Objetivo del producto |Pigmentar alimentos

Objetivo del Exponer el procedimiento técnico para la elaboracion de un colorante natural fuente de carotenoides empleando
Documento como materias primas ahuyama y aceite de girasol
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Definiciones

Colorante natural: Es la sustancia obtenida a partir de un vegetal o eventualmente de un animal, cuyo principio
colorante ha sido aislado mediante proceso tecnoldgico adecuado. (Ministerio de salud, Resolucién 10593 de
1985)

Descripcion del
producto

Extracto natural oleoso fuente de carotenoides de ahuyama

¢, Qué diferencia al
producto?

= Propiedades funcionales, capacidad antioxidante

s Fuente de Vitamina A

o Para su desarrollo se apoya la agricultura colombiana
o Capital humano colombiano

Beneficios del
producto (para el
consumidor)

= Al emplear ahuyama como materia prima, se reducen las pérdidas postcosecha generadas en la cadena
agricola
= Al ser un colorante en matriz oleosa, se promueve su biodisponibilidad en el organismo

Empaquey
Presentacion

Envases ambar de vidrio en presentaciones de 20 g, 100 g y 300 g.

Mercado

Orientado a personas en busqueda de alimentacion saludable, sin conservantes quimicos, que buscan
alternativas a los aditivos colorantes convencionales

Conservacion del
producto

Almacenamiento en refrigeracion (5°C). Mantener envase con tapa

Caracteristicas
generales y beneficios

Colorante natural oleoso fuente de carotenoides con aporte al requerimiento diario de Vitamina A.
Presentaciones de 20 g, 100 g y 300 g.
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esperados por el
consumidor en el
producto

Soluble en matrices alimentarias oleosas.

Caracteristicas
organolépticas

Olor Ligeramente a ahuyama
Sabor Ligeramente a ahuyama
Textura Liquida aceitosa

Color Naranja

Normatividad regente
sobre el producto

= Resolucién 2154 de 2012
= Resolucion 10593 de 1985

Equipos utilizados

= Horno

s Molino

o Tanque agitador
o Centrifuga

= Nevera

Ingredientes minimos

s Ahuyama
o Aceite de girasol

Utensilios necesarios
para la preparacion

Cuchillos, balanza, jarras, envases ambar

Empaques utilizados

Envases de vidrio ambar con tapa

Formulacion del
producto

Formulacion para obtener 15 g de colorante natural de ahuyama

Ingredientes Cantidad (g)
Ahuyama en polvo 60
Aceite de girasol 40
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Composicion del
producto

Aceite de girasol
Carotenoides totales: 1240 mg [3-carotenoeq/kg colorante
Carotenoides individuales:

= Luteina: 109 ug/g colorante

= (-caroteno: 145 pg/g colorante

= qa-caroteno: 44 ug/g colorante

Procedimiento de
elaboraciéon

- Alistamiento de ahuyama - Secado de ahuyama

Pelado, porcionamiento y tajado de ahuyama ——» Temperatura: 58°C

hasta un espesor de 1 mm Tiempo: horas
- Extraccion - Molienda de ahuyama

Calcular una relacién 60:40 de ahuyama: <—— Hasta obtener un tamafio de particula de
aceite. Pesar primero el aceite y luego la aproximadamente 0,7 mm
ahuyama en polvo. Mezclar en tanque de

agitacién
- Centrifugacion - Envasado

Realizar centrifugaciones sucesivas hasta que Se debe realizar en condiciones de oscuridad,
no se logre extraer mas colorante. Filtrar el —® procurando exponer lo menos posible el
colorante a fin de asegurar que no pasen colorante a la luz, humedad y aire. Llenar
solidos hasta el tope del envase y tapar

- Almacenamiento

En condiciones de refrigeracion
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Instrucciones de

Después de abierto, consumase en el menor tiempo posible.
consumo

Sistema de

o ! Tiendas naturistas, redes sociales, pagina web
distribucion
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