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Resumen

La deficiencia de hierro, es reconocida a nivel mundial como uno de los
principales problemas de salud publica asociados a la nutricion, ya que trae consigo
problemas a nivel fisico, neuroldgico e inmunologico. En Colombia segun los resultados
reportados en la Encuesta Nacional de la Situacion Nutricional en Colombia de 2010
(ENSIN, 2010), la prevalencia de anemia en nifios entre 6 y 59 meses es del 27,5 %, lo
gue hace necesario mejorar las estrategias nutricionales encaminadas a esta poblacion
(edad preescolar), con el fin de incrementar su calidad de vida. Con la presente
investigacion se elaboré un refresco a partir de la mezcla de fresa, mora, gulupa y
uchuva, fortificada con hierro, como un producto que podra ser incorporado en los
programas dirigidos a tratar este problema, y que permitira aprovechar estas cuatro
frutas cultivadas en el oriente antioquefio. Para esto, se caracterizaron las cuatro frutas,
y se desarrollé un refresco sin adicién de hierro, partiendo de los resultados de dicha
caracterizacion y de los requerimientos establecidos en la normativa Nacional, con el fin
de obtener los niveles a introducir en el disefio experimental ortogonal seleccionado.
Los mejores resultados de aceptacion del producto obtenidos a partir de los analisis
sensoriales, fueron el punto de partida para el desarrollo del jugo fortificado con hierro,
donde los porcentajes de hierro a evaluar en el disefio ortogonal, se seleccionaron a
partir de los valores diarios recomendados de ingesta para este mineral en la poblacién
infantil. Finalmente se selecciono la mejor formulacion y se realizé el estudio de vida
atil del refresco evaluando dos materiales de empaque: envase de polietileno de baja
densidad y bolsa flexible, presentando mayor estabilidad el producto almacenado en la
bolsa flexible.

Palabras clave: jugo, fortificacion, hierro, frutas, nifios
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Abstract

Iron deficiency is recognized worldwide as a major public health problem related to
nutrition and associated to physical, neurological and immunological problems. In
Colombia according to the results reported in the National Survey of the Nutritional
Situation in Colombia of 2010 “Encuesta Nacional de la Situacion Nutricional en
Colombia de 2010”, is necessary to improve the nutritional strategies for children in
order to increase their quality of life, because the prevalence of anemia in children
between 6 and 59 months is 27.5 %. With this research an iron fortified mixed fruit drink
from strawberry, blackberry, purple passion fruit and yellow Berry was developed, as a
product that can be incorporated into nutritional programs and as an example of
procesing these four fruits. For this, the four fruits were characterized, and a drink was
prepared without the addition of iron, based on the results of the characterization and
the requirements of the national law, in order to obtain the levels to be introduced in the
orthogonal experimental design selected. The best results of acceptance of the product
obtained from sensory analysis were the starting point for the development of iron-
fortified juice, where the percentages of iron to assess the orthogonal design were
selected from the recommended daily values Intake for children. Finally the best
formulation from the results of sensory analysis was selected and life study was
conducted evaluating two packaging materials: a low density polyethylene package and
a flexible bag, showing more stability the product stored in the flexible bag.

Key words: juice, fortification, iron, fruits, children
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Introduccion

El hierro es un mineral con gran importancia para el buen desarrollo del ser
humano y el mantenimiento de su organismo (Nadadur, Srirama y Mudipalli, 2008, 533),
y a su vez, se utiliza como indicador para determinar el estado nutricional de las
personas. Este mineral, hace parte de diversas enzimas y complejos moleculares que
participan en los procesos metabdlicos (Conrad y Umbreit, 2000, 287). Sus principales
funciones incluyen el transporte de oxigeno por medio de la hemoglobina (Hb) (Toxqui
et al.,, 2010, 351) que se deriva en la produccién de energia, su participacién en la
sintesis, degradacién y almacenamiento de neurotransmisores (Suarez, Cimino y
Bonilla, 1985, 247), en la funcién eritropoyética y en la respuesta inmune de las células
(Mufioz et al., 2007, 389).

Los requerimientos y valores diarios recomendados de hierro son un buen punto
de partida a la hora de caracterizar nutricionalmente una poblacion, si se tiene en
cuenta que la deficiencia de este mineral estd considerada como una de las
problematicas nutricionales mas comunes a nivel mundial, afectando aproximadamente
al 30 % de la poblacién (World Health Organization, 2006, 3). Esta situacion es mas
predominante en los paises en desarrollo (Boccio y Monteiro, 2004, 72) y Colombia no
es la excepcion a este escenario, ya que segun la ultima Encuesta Nacional de la
Situacion Nutricional (ENSIN) de 2010, en el pais, la prevalencia de anemia por
deficiencia del mineral esta entre un 7,6 % y 27 % (Instituto Colombiano de Bienestar
Familiar, 2011, 11). Este tipo de deficiencia es multifactorial, ya que su desarrollo esta
condicionado a aspectos culturales, sociales y econdmicos, cuya consecuencia es la

alteracion de la calidad de vida de las personas por efectos a nivel inmunoldgico, fisico



15

y digestivo. Ademas, se ha establecido que las pérdidas causadas por deficiencia de
micronutrientes como el hierro, representan en incapacidades y muertes, un costo del 5
% del Producto Interno Bruto (PIB), mientras que la implementacion de estrategias
nutricionales adecuadas como la fortificacion de alimentos, tiene un costo menor al 0,3
% del PIB.

Entre las causas que pueden ocasionar una deficiencia de hierro se pueden
sefalar la insuficiente ingesta del mineral debido a la baja bio-disponibilidad del hierro
no hematico presente en las dietas basadas en hortalizas, frutos secos y cereales, y a
la baja ingesta de carne, fuente de hierro heméatico o hémico (Gaitan et al., 2006, 143).
Por otro lado, la deficiencia de hierro también se presenta, por la baja absorcion de este
mineral, debido a las interacciones entre diversos componentes de la dieta que se
convierten en factores sinérgicos e inhibidores de su absorcion (Gaitan et al., 2006,
144), de alli, la importancia de reconocer los mecanismos Yy las sustancias responsables
de dicho comportamiento.

Por lo anterior, la obtencion de alimentos fortificados, es decir productos con
adicién de micronutrientes, se presenta como una estrategia que busca contrarrestar la
deficiencia de micronutrientes como el hierro en la poblacién y a su vez, como uno de
los métodos utilizados para la elaboracion de productos funcionales, encaminados
hacia la obtencion de alimentos con alto valor agregado, teniendo en cuenta la
creciente preocupacion de la poblacion por estilos de vida mas saludables.

En la presente investigacion, se desarrollé un refresco a partir de la mezcla de
fresa, mora, gulupa y uchuva, fortificada con hierro dirigida a nifios en edad pre-escolar,
(niflos entre 6 y 59 meses), para quienes el valor diario recomendado de hierro segun la

normativa colombiana es de 12 mg (Ministerio de Proteccion Social, 2010, 17). Lo
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anterior, se realizo con el fin de contribuir al entendimiento de la deficiencia de hierro
como un problema de salud publica, que requiere especial atencion. Para esto se
realizd la caracterizacion de las cuatro frutas, cuyos resultados fueron el punto de
partida para el disefio experimental del desarrollo, que se dividi6 en dos fases: la
primera correspondiente a la evaluacion de las mezclas de las cuatro frutas, y la
segunda donde se incluyé el contenido de hierro como nuevo factor a evaluar. La
variable respuesta de los disefios fue la aceptacion sensorial del jugo, medida a través
de un panel sensorial de expertos. Finalmente, la formulacién seleccionada fue
sometida a un estudio de vida util, con el fin de evaluar su estabilidad microbioldgica,

fisico quimica y sensorial, durante su almacenamiento.
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Justificacion

Colombia es un pais que por su ubicacion geografica, permite el cultivo de
variadas especies vegetales, incluyendo frutas como la uchuva, mora, fresa y gulupa,
las cuales hacen parte de los productos con potencial exportador, gracias a los
procedimientos que se estan llevando a cabo para lograr que productores y
comercializadores mejoren los estandares de calidad. Sin embargo, a pesar de los
esfuerzos, en Colombia las pérdidas en pos-cosecha aun son representativas, por lo
gue se hace necesario no solo seguir uniendo esfuerzos para mejorar los procesos
productivos, sino también plantear nuevas alternativas para el aprovechamiento de las
frutas que no cumplen en un 100 % con los parametros de exportaciéon, y que alun son
aptas para el consumo humano (excedentes de cosecha). Teniendo en cuenta que
cada una de estas frutas representa una buena fuente de diversas vitaminas y
minerales, esenciales para el buen funcionamiento del organismo, pueden ser una
buena alternativa para su inclusion en el desarrollo de productos dirigidos a
contrarrestar problemas nutricionales como carencia o falta de nutrientes.

La deficiencia de hierro, estd considerada como la mas comun a nivel mundial, y
se presenta como consecuencia de diversos factores caracteristicos de cada poblacién,
aspectos culturales, sociales y econdmicos juegan un papel fundamental a la hora de
contraer anemia por deficiencia de hierro. En Colombia segun la Encuesta Nacional de
la situacion Nutricional (ENSIN) 2010, la prevalencia de anemia por deficiencia de hierro
es un problema que aun se presenta en gran parte de la poblacion y que afecta en
mayor proporcién a los nifios entre 6 y 59 meses (27,5 % de prevalencia), ademas
segun los resultados publicados, este padecimiento se presenta en mayor proporcion

en personas del area rural y en la poblacion perteneciente a los niveles 1 y 2 del
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Sistema de Identificacion y Clasificacion de Potenciales Beneficiarios para los
Programas Sociales (SISBEN).

Las consecuencias de la deficiencia de hierro generan manifestaciones propias
de la anemia y otras causadas directamente por la mala funcion de las enzimas hierro
dependientes, traduciéndose en alteraciones de la actividad fisica y motora,
disminucién en la velocidad de conduccion de los sistemas auditivo y visual y
alteraciones en la respuesta inmunoldgica, en la conducta y en el desarrollo mental, lo
gue muestra la necesidad de generar programas de intervencién como la fortificacion
de alimentos con hierro para disminuir estas consecuencias y mejorar la calidad de vida

de los habitantes.
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Objetivos

Objetivo general
Desarrollar un refresco a partir de la mezcla de fresa (Fragaria ananassa), mora
(Rubus glaucus), gulupa (Passiflora edulis Sims) y uchuva (Physalis peruviana L.)

fortificada con hierro dirigida a los niflos en edad pre-escolar.

Objetivos especificos
e Caracterizar fisico-quimicamente la fresa, la mora, la gulupa y la uchuva, como
materias primas empleadas en la produccién de un refresco fortificado.
e Estandarizar la formulacion de un refresco fortificado con hierro empleando
diferentes mezclas de fresa, mora, gulupa y uchuva.
e Evaluar la influencia que tienen las condiciones de almacenamiento sobre la vida
atil del refresco que cumpla con las mejores caracteristicas sensoriales para los

nifios en edad pre-escolar.
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Marco tedrico
A continuacion, se presentan los principales conceptos que soportan la presente
investigacion, y que incluyen informacion acerca del hierro como micronutriente
esencial para la vida, la importancia de los procesos de fortificacion y aspectos sobre el
desarrollo de refrescos dirigidos a la poblaciéon infantil en edad pre-escolar. De igual
manera, se trata informacion de las cuatro frutas utilizadas, como cifras de produccion

nacional, caracteristicas nutricionales y fisico quimicas.

Importancia de los micronutrientes en la nutricién

Las deficiencias de micronutrientes son responsables de diferentes dafios
funcionales, como el retraso del desarrollo mental, deficiencia del sistema inmune y
disminucién de la capacidad de trabajo (Scrimshaw, 2005, 64). Estas deficiencias se
presentan debido a la falta o ausencia de ciertos alimentos en la dieta, quienes
constituyen la primera fuente de vitaminas y minerales, importantes para el buen
funcionamiento y mantenimiento del organismo.

Los minerales en la dieta, incluyen todos los elementos inorganicos presentes en
la misma y que se constituyen en la mayor parte de la ceniza restante tras la
combustion de la materia organica (Rodriguez, 2007, 83). Se ha establecido que mas
de 18 elementos minerales son esenciales para los mamiferos, de los cuales 11 son
micro-minerales y 7 macro-minerales. El calcio, el fosforo, el sodio y manganeso son
algunos de los macro-minerales, cuyas principales funciones son el mantenimiento del
equilibrio acido-base, de las presiones osmoticas, de la conduccién nerviosa, de la
contraccion muscular, de la estructura y de los potenciales de trans-membrana

necesarios para diversas funciones celulares (Pérez Llamas y Zamora Navarro, 2002,
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72). Los micro-minerales como el hierro, el zinc y el cobre, son componentes
necesarios de las metalo-enzimas, responsables del control de diversas reacciones
bioquimicas. Los minerales son elementos exdgenos al organismo, ya que este no tiene
la capacidad de bio-sintetizarlos y por lo tanto deben ser obtenidos a partir de la dieta
en alimentos como verduras y cereales. En la Tabla 1, se muestran algunas fuentes

alimentarias de los minerales.

Tabla 1. Fuentes alimentarias de los minerales

Mineral Fuentes

Calcio (Ca) Leche, pescados, mariscos
Fosforo (P) Carne, pescado

Azufre (S) Carne, huevo

Potasio (K) Frutas, verduras

Sodio (Na) Sal de mesa, embutidos
Magnesio (Mg) Frutos secos, harinas integrales
Cloruro (Cl) Sal de mesa, embutidos

Hierro (Fe) Carnes, pescados, legumbres
Cobre (Cu) Carnes, pescados

Cinc (zZn) Mariscos, harinas integrales
Flaor (F) Agua, té, pescados

Selenio (Se) Carnes rojas, hortalizas

Yodo (1) Productos marinos, sal de mesa

Fuente: (Pérez Llamasy Zamora Navarro, 2002, 73)

A continuacion, se tratara uno de los minerales mas importantes en la nutricién
humana, estableciendo sus principales funciones, su absorcion y bio-disponibilidad, al
igual que las enfermedades asociadas a su deficiencia y la importancia de su inclusion

en el desarrollo de alimentos, como lo es el hierro.

Hierro
En la naturaleza el hierro representa el cuarto elemento mas abundante de la
corteza terrestre, encontrandose en forma de diversos isotopos estables e isétopos

radiactivos, que se utilizan en la actualidad para estudiar su bio-disponibilidad (Gaitan et
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al., 2006, 142). Bioldgicamente, el estado oxidado o férrico (Fe *®) y el reducido o
ferroso (Fe *?) son las formas mas relevantes de este metal, mientras que en la dieta
humana el hierro se encuentra de manera hematico y no hematico (Ammerman, Baker,
y Lewis, 1995, 169), proviniendo el hierro hematico de la hemoglobina y mioglobina
presentes en fuentes animales, mientras que el hierro no hematico esta presente en
tejidos vegetales, sales marinas y en algunos alimentos de origen animal (lacteos y
huevos) (Gaitan et al., 2006, 143).

La importancia del hierro en el desarrollo y mantenimiento de la vida, radica en
qgue hace parte del transporte respiratorio de oxigeno y del metabolismo oxidativo,
participando activamente en el proceso de respiracion celular, como parte de la
hemoglobina de la sangre y la mioglobina del musculo esquelético (Boccio et al., 2003,
122); de igual manera, el hierro es un importante co-factor de diversos procesos
biolégicos como la respiracion mitocondrial y la fijacion del nitrégeno (Da Silva et al.,
2013, 357) y es esencial en el desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso central,
ya que participa en los procesos de diferenciacion celular, mielinizacion, sinaptogénesis
y en la sintesis de neurotransmisores (Morales, Contreras, y Estrada, 2014, 409),
estableciéndose asi, la gran importancia de este mineral durante los procesos de
desarrollo mental, motor y socio-emocional que se llevan a cabo en la infancia, para

evitar problemas a nivel cognitivo y de conducta (Lozoff, 2007, 560).

Absorcion y bio-disponibilidad
La absorcion del hierro no hematico en el tracto digestivo se da mediante
diferentes mecanismos (Gaitan et al., 2006, 143): a) por solubilizacién y reduccion en el

medio gastrico, b) por adsorciéon en el duodeno proximal y c) por mecanismos de
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reduccion del hierro férrico a ferroso en el borde cepillo del enterocito y co-transporte de
hierro ferroso y H+ a través del transportador de metales divalentes (DMT1). Segun las
necesidades corporales del nutriente, este se almacena en la proteina citoplasmatica
ferritina y se utiliza en los procesos metabdlicos celulares o se transporta hacia la
sangre (Miret, Simpson, y McKie, 2003, 291).

En cuanto al hierro hematico, se conoce que es solubilizado en el tracto
gastrointestinal sin ser modificado, se transporta en compafiia del anillo de
protoporfirina hacia el duodeno (Forrellat, Gautier du Défaix, y Fernandez Delgado,
2000, 152), de alli que su absorcién sea mayor al hierro no hematico, ya que es la
estructura hemo la que permite su entrada directa en las células de la mucosa del
intestino en forma de complejo hierro-porfirina.

Por otro lado, se ha estudiado el efecto del indice de masa corporal de las
mujeres sobre la absorcion de hierro, y aunque los resultados aun no permiten
establecer una relacion entre estos, se observo que las mujeres obesas presentaron
una menor absorcién de este mineral que aquellas con sobrepeso o peso normal,
comportamiento atribuido a las inflamaciones subclinicas derivadas de la obesidad
(Mujica-Coopman et al., 2015, 215).

En cuanto a la bio-disponibilidad del hierro, es decir la porcion de este mineral
que el organismo absorbe y utiliza para las funciones corporales (Hurrel y Egli, 2010,
1468), se ha establecido que depende de las cantidades ingeridas, de la combinacion
de alimentos en una comida (ya que a un pH basico existe la tendencia de formar
precipitados con componentes de la dieta) y por factores intraluminales; lo que
disminuye su solubilidad y por lo tanto su absorcion (Gaitan et al., 2006, 143). A su vez,

la deficiencia del metal, las anemias hemoliticas y la hipoxia, incrementan su absorcion,
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mientras que disminuye durante los procesos infecciosos o inflamatorios (Gaitan et al.,
2006, 144).

Como se mencion6 anteriormente, existen varios factores que influyen en la
absorcion del hierro en el organismo. Entre los principales inhibidores de la bio-
disponibilidad de este mineral, se encuentran los fitatos, compuestos presentes en las
dietas basadas en frutas y vegetales (Hurrel, 1997, 211), los cuales generan una
inhibicion entre un 51 y 82 %. De igual manera se ha encontrado que los polifenoles
presentes en el té negro y en el vino actian como inhibidores de la absorcion del hierro
(Binaghi et al., 2011, 316; Cook, Reddy, y Hurrell, 1995, 800), ya que contribuyen a la
formacion de complejos insolubles que no son absorbidos por el organismo (Allen y
Ahluwalia, 1997, 14).

La presencia de calcio también influye negativamente en la absorcion del hierro
hematico y no hematico (Hurrell y Egli, 2010, 1461), aunque esta uUltima afirmacion esta
siendo estudiada, debido a los resultados contradictorios que han arrojado recientes
investigaciones (Miranda et al., 2014, 771). Finalmente, algunos minerales también
estan siendo clasificados como antagonistas de la absorcion del hierro, debido a
diversos estudios in vivo e in vitro que han dado como resultado, la disminucién de la
absorcion, debido a la interaccion con otros minerales como cobre y zinc, y a la
inhibiciébn competitiva con el manganeso (Arredondo, Martinez y Nufiez, 2006, 95;
Olivares et al, 2007, 279).

La presencia de vitamina C o acido ascorbico, aumenta la bio-disponiblidad del
hierro no hematico (Gaitan et al., 2006, 144). Este efecto se atribuye a su capacidad de

reducir el i6n férrico a su forma ferrosa (soluble), a su accion para formar quelatos
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solubles y absorbibles a pH alcalino (duodeno) y a su capacidad antioxidante (Trinidad
et al., 2014, 127).

La vitamina A también es reconocida por incrementar la bio-disponibilidad del
hierro no hematico al formar complejos solubles con i6nes férricos, ademas, se ha
establecido que la concentracion de esta vitamina es uno de los nutrientes
responsables de modular el metabolismo del hierro y por ende su homeostasis (Gaitan

et al., 2006, 144).

Deficiencia de hierro

Como se menciond anteriormente, la deficiencia de hierro se presenta porque la
mayor parte del mineral se encuentra en forma no hematico, el cual es dificil de
absorber y poco bio-disponible, comportamiento inverso al hierro heméatico de origen
animal, que presenta una bio-disponibilidad de 2 a 3 veces mayor que la del hierro no
hemaético (Alcaraz Lopez et al., 2006, 17). Sin embargo, la escasez de proteina animal
en la dieta actual, hace que la deficiencia de hierro sea responsable del 15 % de los
casos de anemia en la poblacion mundial, presentandose prevalencia del 10 % y 50 %
en paises desarrollados, y en desarrollo respectivamente, siendo los nifios, los
adolescentes y las mujeres, los mas afectados (World Health Organization, 2008, 1).

De manera general, se establece que la deficiencia de hierro se debe a multiples
factores, tales como un inadecuado consumo, una baja absorcion, un aumento de la
demanda o una excesiva pérdida del mineral (Denic y Argarwal, 2007, 603), y se
caracteriza por una disminucion de los depdsitos de hierro, con baja concentracion
sérica y baja saturacion de transferrina, lo que implica cambios en los niveles de la

concentracion de hemoglobina (De Paz y Fernandez Navarro, 2005, 365).
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La anemia es una enfermedad que ha sido considerada como un problema de
salud publica, debido a que afecta a un cuarto de la poblacion mundial, principalmente a
nifos en edad pre-escolar (47,4 %), seguido de mujeres gestantes (41,8 %) y mujeres
en edad fértil (30,2 %), siendo esta enfermedad un problema de salud severo
caracteristico de la poblacion infantil en paises Latinoamericanos como Brasil, Perd y
Bolivia, y de las mujeres en periodo de gestacion y en edad reproductiva en Peru
(World Health Organization, 2008, 1). Esta enfermedad se caracteriza por la
disminucién de la concentracién de hemoglobina (proteina que se encuentra dentro de
los glébulos rojos) en el organismo, y cuya funcion es el transporte de oxigeno a través
de todos los tejidos del cuerpo humano. Su principal causa es la deficiencia de hierro,
elemento fundamental, sin el cual no se puede obtener la movilizacién de dicha proteina
(Moreira y Lopez San Roman, 2009, 70).

Las manifestaciones de la deficiencia de hierro incluyen las causadas por una
disfuncion de las enzimas dependientes de este mineral, y de aquellas propias de la
anemia, e incluyen alteraciones de la capacidad de trabajo fisico y de la actividad
motora espontanea, alteraciones de la inmunidad celular debido al papel de este
mineral en diversas enzimas como la mielo-peroxidasa, la cual es requerida para la
produccion de radicales hidroxilo por los neutréfilos en respuesta a la presencia de
bacterias (Soyano y Gémez, 1999, 40). Otras implicaciones incluyen la alteracion de la
termogénesis, alteraciones funcionales e histologicas del tubo digestivo, falla en la
movilizacion de la vitamina A hepatica, menor transferencia de hierro al feto,
disminucién de la velocidad de crecimiento, mayor riesgo de parto prematuro y de
morbilidad perinatal, y alteraciones conductuales (Allen, 2000, 1280). Todas las

consecuencias derivadas de la deficiencia de hierro, principalmente del padecimiento
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de la anemia, generan un impacto importante en el desarrollo del individuo desde la
edad temprana, que a su vez se traduce en efectos a nivel social y econémicos, ya que
a esta enfermedad se asocian los costos generados al estado por su tratamiento
(costos directos) y costos indirectos por la reducciéon en la productividad y rendimiento

actual y futuro de la poblacion (Action Against Hunger, 2013).

Enfermedades asociadas al exceso

El exceso de hierro se presenta principalmente por alteraciones del metabolismo
propio del mineral, como la hemocromatosis que consiste en el incremento de las
reservas de hierro (Beutler, Hoffbrand, y Coock, 2003, 40), lo que implica una amenaza
para células y tejidos (Papanikolau y Pantopoulos, 2005, 199), asi mismo contribuye a
enfermedades cardiovasculares, ya que el exceso fomenta la inflamacion y la oxidacion
del colesterol LDL (Low Density Lipoprotein) (Toxqui et al., 2010, 358). Un estudio en
Finlandia, descubrié que quienes tienen altos niveles de ferritina (por encima de 200
mcg/l), tienen dos veces mas probabilidad de sufrir de ataques al corazén (Colbert,
2001, 24).

Sin embargo, a pesar de las enfermedades asociadas al exceso, en la actualidad
las patologias asociadas a su deficiencia presentan mayor importancia, mostrando la
necesitad de alternativas para disminuir su prevalencia. A continuacién se presentan las
principales caracteristicas de la fortificacion de alimentos, como una opcion para tratar

dicha deficiencia.
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Fortificacion de alimentos

La adicion o fortificacion con micronutrientes de los alimentos que hacen parte de
la canasta basica familiar, es una de las estrategias mas empleadas para prevenir y
corregir las deficiencias y enfermedades descritas anteriormente, gracias a que estos
alimentos logran llegar a gran parte de una determinada poblacion. Fue asi como surgio
en Suiza y Estados Unidos la fortificacion de sal con yodo en 1920 (Burgi, Supersaxo, y
Selz, 1990, 577) y se fue expandiendo a nivel mundial como una buena opcion para
controlar la deficiencia de este mineral, al igual que las fortificaciones de cereales
realizadas en 1940 con tiamina, riboflavina y niacina (World Health Organization, 2006,
14), la fortificacion de azucar con vitamina A en algunos paises de Centro y Sur
América (Asamblea Legislativa de la Republica el Salvador, 1994, 1; Ministerio de
Salud, 1998, 1) y la fortificacibn de harina de trigo con vitaminas y minerales
(incluyendo el hierro) en América Latina y El Caribe (Muzzo, 2004, 336).

Al hablar de fortificacion, se debe tener en cuenta que existen diferentes tipos,

como se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Tipos de fortificacion en alimentos
Fortificacion Caracteristicas

Obligatoria  Cuando se tratan alimentos ampliamente consumidos por la poblacion
Cuando se tratan alimentos disefiados para sub-grupos con caracteristicas
especificas, como los alimentos complementarios para nifios
Cuando la fortificacion de los alimentos es realizada de manera intencional por
parte de los productores

Fuente: (World Health Organization, 2006, 26)

Focalizada

Voluntaria

Dentro de las fortificaciones obligatorias, se encuentran aquellas establecidas por
mandatos gubernamentales, encaminadas a tratar problemas nutricionales identificados

en la poblacion y que incluyen las adiciones de micronutrientes en harina, azdcar y sal,
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mencionadas anteriormente. Ejemplo de ello, es la fortificacion con hierro de maicena y
harina decretada en Venezuela a partir 1993, que se tradujo en una reduccion de la
deficiencia de hierro del 37 % al 15 % en 1994 (Layrisse et al., 1996, 903). Situacion
similar a la presentada en Chile después de decretar la adicion de acido folico en la
harina de trigo, que contribuy6 a la disminucion del 40 % en las tasas de defecto del
tubo neural (Hertrampf y Cortés, 2004, 44), y la fortificacion de azlcar con vitamina A
en Nicaragua a partir del 2000, que gener6 un aumento en la concentracion plasmatica
de retinol de 0,97 a 1,17 Umol/L en tan solo un afio (Ribaya Mercado et al., 2004,
1291).

En cuanto a la fortificacion voluntaria, es decir, aquella realizada por los
productores de manera autbnoma, se ha establecido que en Colombia, las principales
matrices utilizadas son los cereales para el desayuno, las pastas, y las bebidas,
mientras que los nutrientes mas adicionados son las vitaminas A, C y Bl, y los
minerales hierro, zinc y calcio. A nivel mundial, compafias como General Mills, Gerber
Products, Kraft Foods, Unilever y The Procter and Gamble Co., poseen diversas
patentes para desarrollos en alimentos fortificados, que incluyen técnicas y pre-mezclas
(Carvajal Hoyos, 2012, 42). De igual manera, la FAO, ha identificado los cereales, las
frutas y los productos lacteos como los vehiculos mas utilizados en los procesos de

fortificacion, como se observa en la Tabla 3.
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Tabla 3. Alimentos utilizados como vehiculos en fortificacion

Alimento Nutriente
Frutas y bebidas enlatadas. Productos lacteos
enlatados y secos Vitamina C
Cereales secos, harina, pan, pastay
productos lacteos Tiamina, riboflavina y niacina
Productos de cereales, productos lacteos,
aceites vegetales y chocolate Vitamina A
Productos de cereales, pan, leche en polvo Hierro
Productos de cereales y pan Calcio

Fuente: (Latham, 2002)

Fortificar alimentos con nutrientes es un asunto de gran importancia, su proposito

va dirigido a beneficiar la salud de las personas, por ello debe hacerse de manera

responsable y con conocimientos cientificos y técnicos del tema, ademas, debe tener

en cuenta los siguientes aspectos (Latham, 2002):

La carencia (o riesgo) del micronutriente en la poblacién debe estar demostrada
en gran parte de la poblacion.

El alimento o matriz a fortificar debe ser de alto consumo en la poblacién para la
cual esta dirigida la fortificacion.

Si se fortifica, la declaracion de salud de un alimento funcional debe estar
aceptada en la normativa existente, o se debe contar con los estudios cientificos
requeridos que demuestren que dicho nutriente genera cierto beneficio o
disminucién del riesgo de enfermedad.

La interaccion entre la matriz alimenticia y el nutriente que se va adicionar, no
debe disminuir su absorcibn y bio-disponibilidad; o generar cambios
organolépticos indeseados en el producto final.

Se debe evaluar la factibilidad técnica para que a nivel industrial se pueda

realizar la adicion del nutriente, teniendo en cuenta costos operacionales.
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e Tener en cuenta los valores diarios recomendados que se debe adicionar del

nutriente, segun la poblacién a quien va dirigido el alimento.

Por otra parte, la adicion de nutrientes en los alimentos se constituye como una
de las formas mas utilizadas y adecuadas para la obtencion de productos alimenticios
funcionales, los cuales se orientan a proporcionar beneficios para la salud o de
disminucién de riesgo de enfermedad y que son regulados por entidades tales como el
Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) en Colombia, el
Instituto de Salud Publica en Chile, el European Food Safety Authority (EFSA) en
Europa, y la United States Food and Drug Administration (FDA) en Estados Unidos,
instituciones bajo las cuales se deben regir las diferentes compafias de alimentos para
el desarrollo y la elaboracion de productos fortificados o adicionados, teniendo en

cuenta el lugar de produccién y comercializacion de los mismos.

Fortificacion de alimentos con hierro

La fortificacion de alimentos con hierro, surge como una estrategia nutricional
gue busca solucionar los problemas generados por la deficiencia de este mineral. En
Colombia dicha fortificacion es una de las mas comunes (Carvajal Hoyos, 2012, 92), en
gran parte, debido a los resultados obtenidos en la Encuesta Nacional de la Situacion
Nutricional en Colombia de los afios 2005 y 2010, en las que se evidencia la deficiencia
de hierro como uno de los indicadores con mayor prevalencia en la poblacién del pais,
generando la necesidad de proveer mecanismos para evitar y disminuir la anemia,
enfermedad asociada a esta deficiencia. En Colombia gracias al Decreto 1994 de 1996,
la fortificacion de harina de trigo con hierro es una medida obligatoria en el territorio

nacional, para todos los productores y comercializadores, ya sea para la venta directa al
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consumidor o para la fabricacion de productos de panaderia, pasteleria, galleteria entre
otros (Ministerio de Salud, 1996, 1). Esta situacion es similar a lo ocurrido en otros 30
paises de América Latina y el Caribe incluyendo Bolivia, Argentina, Brasil, Chile y Costa
Rica, donde esta fortificacion es obligatoria por declaracion gubernamental (Muzzo,
2004, 336-347).

Diferentes estudios han demostrado que el consumo de alimentos enriquecidos
con hierro mejora la concentracion de hemoglobina y ferritina en sangre. Este es el
caso de un estudio realizado en Pontal, Brasil, con 50 nifios entre 12 y 72 meses de
edad con el fin de evaluar el consumo de un jugo de naranja fortificado con hierro, en el
gue se determiné la hemoglobina antes y después del estudio, cuya duracion fue de 4
meses durante los cuales de lunes a viernes, se suministré a cada nifio dos porciones
de 200 ml de jugo de naranja fortificado con 20 mg de sulfato ferroso (heptahidratado).
Los resultados mostraron un incremento de la Hb de 10,48 mg/dl a 11,60 mg/dl, y una
disminucién de la anemia (hemoglobina menor a 11,00 mg/dl) del 60 % al 20 %
(Nogueira de Almeida et al., 2003, 27). En Teresina, Brasil, se suministr6 un snack rico
en proteina, vitaminas y hierro, a nifios con anemia entre 32 y 72 meses de edad, el
cual generdé una reduccién del 61,5 % al 11,5 % de prevalencia de la enfermedad
(Moreira et al., 2008, 158).

En Viethnam se establecié que el consumo de salsa de pescado fortificado con
etilendiaminotetraacetato ferrosodico (NaFeEDTA), puede aumentar el estado
nutricional de hierro, incrementado los valores de ferritina de 13,6 mg/L a 30,9 mg/L y
minimizando la deficiencia en las mujeres anémicas de esta poblacion (Thuy et al.,
2003, 284), mientras que en la India, un estudio llevado a cabo durante dos afos,

donde se le brindo a la poblacion curry fortificado con hierro, mostro una reduccion de la
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anemia por deficiencia de hierro del 22 % al 5 % en la poblacion femenina y un
aumento de los niveles de ferritina en la poblacion masculina (Ballot et al., 1989, 162).

De igual manera, se ha demostrado que la fortificacion con hierro de bebidas
como la avena (Trinidad et al., 2014, 124) y las formulas para bebes (Maldonado
Lozano et al., 2007, 591) ofrecen un mecanismo para aumentar los niveles del mineral
en nifios y asi minimizar la presencia de anemia.

Por otro lado, es importante tener en cuenta que el hierro también hace parte de
los procesos de investigacion que se llevan a cabo en bio-fortificacion, y surge como
una metodologia para lograr la incorporacién de nutrientes en alimentos vegetales
durante su produccién primaria, gracias a la importancia de los productos agricolas en
la canasta familiar, nuevamente como alternativa para dar solucion a las deficiencias
nutricionales de la poblacion. Por ejemplo, se ha evaluado la posibilidad de incrementar
la concentracion de hierro en el arroz, a través de su adicion en los suelos de cultivo del
cereal, con el fin de aumentar la absorcion desde las raices de la planta, gracias a los
mecanismos de reduccioén y solubilizacion que han surgido como respuesta evolutiva de
los cultivos (Bashir et al., 2013, 1624). De igual manera, se ha utilizado la manipulacion
genética, para mejorar el almacenamiento del hierro en los granos de arroz, logrando la

expresion de la ferritina, proteina encargada de dicho proceso (Masuda et al., 2012, 1).

Compuestos de hierro utilizados para la fortificacion de alimentos

Compuestos de alta solubilidad como el sulfato ferroso aportan hierro de alta bio-
disponibilidad para ser adicionado, pero poseen la desventaja de permitir que el hierro
libre ionico interactué con los componentes del alimento, produciendo cambios en las

propiedades sensoriales del mismo, ademas este metal ayuda a la oxidacion de los
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acidos grasos insaturados y al enranciamiento de los lipidos ya que actia como
catalizador (Boccio y Monteiro, 2004, 73). El proceso de oxidacion afecta las vitaminas
y las enzimas, disminuyendo el valor nutricional del alimento (Hurrel, 1997, 212), sin
embargo, estudios recientes estan encaminados a la utilizacion de compuestos que
ayuden a evitar la oxidacion producida por el hierro organico empleado para la
fortificacion, es asi como se ha establecido que el uso de palmitato ascorbilo, podria
generar estabilidad oxidativa en productos de panificacion, mientras que el acido citrico
actia como sustancia pro-oxidante (Aleman et al., 2014, 300-301).

Otros compuestos como el fumarato ferroso y succinato ferroso, son de
solubilidad media y presentan buena bio-disponiblidad. Sin embargo, poseen la
restriccion de ser utilizados en alimentos liquidos, ya que se precipitan en medios
acuosos Yy la fraccién del hierro interactia con el alimento. Finalmente, compuestos
como el orto-fosfato-férrico y el hierro elemental son de baja solubilidad y por lo tanto no
producen cambios significativos en el alimento, pero presentan la desventaja de una
reducida absorcion y a su vez una baja bio-disponibilidad (Boccio y Monteiro, 2004, 74).

La utilizacion de compuestos de hierro protegidos, surgen como una estrategia
para fortificar los alimentos debido a la necesidad de la industria, por elementos con alta
bio-disponibilidad y que no interactien con el alimento. Uno de estos es el sulfato
ferroso estabilizado o micro encapsulado, en el cual, la sal se encuentra protegida por
una membrana de almidon/maltodextrina/goma arabiga (Gupta et al., 2015, 622) o por
fosfolipidos (Boccio et al., 1997, 240), evitando la interaccién del metal con el alimento.
Sin embargo, es importante tener en cuenta, que los altos costos de procesamiento
(micro encapsulacion) se desplazan al producto final, lo que restringe su utilizacion.

Otro ejemplo de un compuesto protegido es el hierro aminoquelado, que mostré mayor
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efectividad que el sulfato ferroso, en un estudio clinico en nifios pre-escolares con
deficiencia de hierro (sin anemia), llevado a cabo en la ciudad de Medellin Colombia, y
gue tenia como objetivo determinar la eficacia de la fortificacion de leche con los dos
compuestos. Se concluyé que aunque ambos compuestos aumentaron los niveles de
ferritina en el organismo, el grupo de nifios que consumio hierro amino-quelado logré un
aumento mayor que los que consumieron sulfato ferroso (Rojas et al., 2013, 350). De
igual manera, se ha evaluado la biodisponibilidad de este compuesto cuando es
adicionado en agua, y se encontrdé que hay una relacidén entre la absorcion del hierro y
la ferritina en el suero, mostrando que, para este caso, la absorcion del bisglicinato
ferroso esta regulada por las reservas de hierro en el organismo (Olivares y Pizarro,
2001, 22), ademas, se ha encontrado que este compuesto de hierro adicionado en un
alimento de maiz, no interactda con el hierro presente en el maiz y se absorbe mejor
gue cuando se utiliza sulfato ferroso (Bovell-Benjamin, Viteri y Allen, 2000 1563).

Por otro lado, compuestos estabilizados como el EDTA-Fe
(etildiaminotetraacetato ferroso), presentan una elevada bio-disponiblidad en presencia
de inhibidores y son estables en los procesos industriales, no obstante, generan
cambios de color en las matrices alimenticias en las que se adicionan (Boccio y
Monteiro, 2004, 74).

Finalmente y como se ha mencionado con anterioridad, existen diversos
productos alimenticios que representan la principal fuente de hierro en la dieta. Un
ejemplo de ello son las frutas y verduras. A continuacion se presentan las principales
caracteristicas de las frutas utilizadas como materia prima durante la presente

investigacion.
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Frutas

Para la presente investigacion se utilizaron cuatro frutas pequefas: uchuva,
fresa, mora y gulupa, dada su importancia durante la formulacion de proyectos estatales
que buscan dar valor agregado a las mismas, y teniendo en cuenta los crecientes

niveles de produccion en la region.

Uchuva

Descripcion:

La uchuva (Physalis peruviana), ver Figura 1, pertenece a la familia de las
solanaceas del reino plantae y al género physalis, se caracteriza por ser una baya
jugosa, azucarada y carnosa de color amarillo, que se desarrolla dentro de un caliz
para su proteccion del medio externo (Marin, Cortes, y Montoya, 2010, 5395). Esta
especie se caracteriza por presentar mas de ochenta variedades, siendo la uchuva

originaria de los Andes, la méas reconocida (Mendoza, Rodriguez, y Millan, 2012, 189),

Figura 1. Uchuva (Physalis peruviana L.)

1 -
Fuente: Foto tomada en el Laboratorio de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Pontificia
Bolivariana
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Produccion nacional:

La uchuva crece entre los 1500 y los 3000 metros sobre el nivel del mar, sin
embargo, en Colombia los mejores cultivos se ubican a una altura entre los 1800 y los
2800, con una temperatura entre 13 y 18 °C y una humead relativa promedio entre 70 y
80 %.

La produccion nacional de uchuva alcanzé las 12873 toneladas con 880
hectareas cultivadas para el 2013, siendo Boyaca, Antioquia y Cundinamarca los
principales departamentos productores de esta fruta, como se observa en la Figura 2

(Agronet, 2013).

Figura 2. Produccién nacional de uchuva para 2013

Boyaca & Antioquia
Cundinamarca  Narifio
i Norte de Santander Otros
2% 1%
4% "1
15 % \
18 % 60 %

Fuente: Sistema de Estadisticas Agropecuarias (Agronet, 2013)

Gracias a la productividad de la uchuva a nivel nacional, y a su caracteristica de
fruta exdtica que goza de un alto posicionamiento en los mercados internacionales por

su precio elevado y consumo elitista (José y Velasquez, 2008, 39), se logré para el
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2014 alcanzar exportaciones de esta fruta por un valor de 30,2 millones de USD

(Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2015)

Caracteristicas fisicoquimicas:

En la norma técnica Colombiana 4580 (ICONTEC, 1999, 5), la uchuva se
clasifica en 6 grados segun su madurez, siendo el nivel 0, el fruto fisiologicamente
desarrollado pero que presenta un color verde oscuro, mientras que el nivel 6
corresponde al fruto de color naranjado intenso, como se muestra en la Figura 3.
Adicionalmente, se ha encontrado que la madurez influye directamente en el contenido
de compuestos bio-activos, en donde el aumento del color amarillo se relaciona con un

aumento en el contenido de carotenos (Repo de Carrasco y Encina Zelada, 2008, 121).

Figura 3. Tabla de color de la uchuva

Fuente: Norma Técnica Colombiana 4580. Frutas Frescas. Uchuva (ICONTEC, 1999, 5)

Cada uno de los niveles establecidos en la norma, presenta caracteristicas
guimicas especificas como se presenta en la Tabla 4 y se relacionan con el indice de

madurez.
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Tabla 4. Caracteristicas quimicas de la uchuva

%de
Estado °'B_r|x A,CIIdO Indice de
minimo citrico madurez
maximo
Cero 9,4 2,69 3,5
Uno 11,4 2,7 4,2
Dos 13,2 2,56 5,2
Tres 14,1 2,34 6
Cuatro 14,5 2,03 7,1
Cinco 14,8 1,83 8,1
Seis 15,1 1,68 9

Fuente: (ICONTEC, 1999, 5)

La uchuva a ganado importancia debido a su uso como alimento nutraceutico
para el tratamiento de hepatitis, dermatitis y reumatismo (Wu et al., 2004, 2061), al igual
que por su contenido de algunos compuestos quimicos reconocidos por sus
propiedades citotéxicas contra diversos tipos de cancer incluyendo el de seno (Lan et
al., 2009, 462; Wu et al., 2004, 2061). Todos estos beneficios atribuidos a la uchuva
estan determinados por su contenido de nutrientes, que se muestran en la Tabla 5
(Floréz, Fisher, y Sora, 2000, 112) y compuestos antioxidantes (Wu et al., 2005, 965) e

inmuno-moduladores (Marin, Cortés, y Montoya, 2010, 5396).
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Tabla 5. Composicion nutricional de uchuva (por 100 g de pulpa)

Componente Contenido
Calorias (Kcal) 54,00
Agua (g) 79,60
Proteina (g) 1,10
Grasa (g) 0,40
Carbohidratos (g) 13,10
Fibra (g) 4,80
Ceniza (g) 1,00
Calcio (mg) 7,00
Fosforo (mg) 38,00
Hierro (mg) 1,20
Vitamina A (Ul) 648,00
Tiamina (mg) 0,18

Riboflavina (mg) 0,03
Fuente: (Floréz, Fisher, y Sora, 2000, 112)

Fresa

Descripcion:

La fresa (Fragaria ananassa Duch), ver Figura 4, pertenece a la familia
Rosaseae y se caracteriza por ser considerada como la fruta del placer (Domini, 2012,
34). Su fruto se encuentra formado por receptaculos carnosos y jugosos de color rojo

brillante, con sabor y aroma caracteristicos (Resende et al., 2008, 371).
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Figura 4. Fresa (Fragaria ananassa)
VY 2

Fuente: Foto tomada en el Laboratorio de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Pontificia
Bolivariana

Produccion nacional:

Colombia no es uno de los principales productores de fresa a nivel mundial, su
produccién nacional para el 2013 fue de 42453 toneladas con un area sembrada de
aproximadamente 1201 hectareas, concentrada en los departamentos de
Cundinamarca, Antioquia y Norte de Santander, como se aprecia en la Figura 5,
convirtiéndose en una de las frutas cuya exportacion evidencio un incremento del 30 %

en el 2013 con respecto al 2012 (Agronet, 2013).
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Figura 5. Producciéon nacional de fresa para 2013

Cundinamarca & Antioquia
Norte de Santander i Cauca
Boyaca
. 2%
4 A>_\ |
15 %

\

18 % 60 %

v

Fuente: Sistema de Estadisticas Agropecuarias (Agronet, 2013)

Caracteristicas fisicoquimicas:

Segun la NTC 4103 (ICONTEC, 19972, 5), la madurez de la fresa variedad
Chandler (Fragaria chiloensis L.) se aprecia visualmente por su color externo que varia
conforme el fruto se va desarrollando, comenzando en un tono blanco verdoso bien
desarrollado, luego aumenta el area de color rojo y finalmente cubre toda la fruta, como

se observa en la Figura 6, donde se aprecian los 6 niveles de maduracion de la misma

(ICONTEC, 19972, 5).



43

Figura 6. Tabla de color de la fresa

Fuente: Norma Técnica Colombiana 4580. Frutas Frescas. Fresa (ICONTEC, 19972, 5)

La expresion de color de la fresa se asocia con la concentracién y composicion
de antocianinas. Las principales antocianinas son pelargonidina-3-glucésido,
pelargonidina-3-malonylglucoside, pelargonidina-3-rutinésido y cianidina-3-glucdsido,
pero la composicién varia con el genotipo; mientras que la concentracion total de
antocianinas aumenta significativamente durante la maduracion (Aaby et al., 2012, 86).

Los seis niveles de color establecidos en la norma (ICONTEC, 1997a, 5),
presentan caracteristicas quimicas especificas como se presenta en la Tabla 6 que
actian como punto de partida para los procesos de recoleccién, poscosecha y

procesamiento.



Tabla 6. Estados de madurez de la fresa
% de
Estado O,B.”X °,Br_|x AC|_do
minimo maximo citrico
maximo
Cero 6 6,5 1,07
Uno 6,3 6,8 1,01
Dos 6,5 7,1 0,99
Tres 6,8 7,3 0,96
Cuatro 6,9 7,5 0,93
Cinco 7,4 8,1 0,9
Seis 16,4 8,5 0,89

Fuente: (ICONTEC, 19974, 5)
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La fresa, se destaca por su contenido de vitaminas y minerales como se muestra

en la Tabla 7 (Giampieri et al.,, 2012, 10), y por contener diversos compuestos

antioxidantes como flavonoides, taninos y acidos organicos, los cuales ayudan a

minimizar el riesgo de enfermedades cardiovasculares y mejoran el perfil lipidico en

plasma, los marcadores biolégicos del estado antioxidante y anti hemolitico (Alvarez-

Suarez et al., 2014, 289).

Tabla 7. Composicion nutricional de la fresa (por 100 g de pulpa)

Componente Contenido
Calorias (Kcal) 32,000
Agua (g) 90,950
Proteina (g) 0,670
Grasa () 0,300
Carbohidratos (g) 7,680
Fibra dietaria (g) 2,000
Ceniza (9) 0,400
Calcio (mg) 16,000
Hierro (mg) 0,410
Vitamina C (mg) 58,800
Tiamina (mg) 0,0240
Riboflavina (mg) 0,0220

Fuente: (USDA, 2014)
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Mora

Descripcion:

La mora (Rubus glaucus Benth), ver Figura 7, conocida comunmente como mora
de castilla, es una fruta originaria de Sur América, mide aproximadamente 1 a 2,5 cm
de largo y esta compuesta por pequefias drupas que se caracterizan por su color rojo
oscuro y sabor entre dulce y &cido (Osorio et al., 2012, 1916), sin embargo la mora es
perecedera debido a su estructura fisica, por lo que en la actualidad la mayor
comercializacion de esta fruta se lleva a cabo en forma de productos procesados como
dulces y jaleas, dificultando su exportacion como fruta fresca (Pérez-moncada et al.,

2012, 141).

Figura 7. Mora (Rubus glaucus

Fuente: Foto tomada en el Laboratorio de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Pontificia
Bolivariana

Produccion nacional:

En Colombia durante el afio 2013, se produjeron 105285 toneladas de mora,

cultivadas en 11986 hectareas, principalmente en los departamentos de Cundinamarca,
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Santander y Antioquia (Agronet, 2013), como se observa en la Figura 8. En cuanto a
las exportaciones de esta fruta, no se cuenta con valores especificos, ya que a pesar de
que Colombia es uno de los principales productores de mora a nivel mundial, sus
caracteristicas fisicas y quimicas hacen que para esta, se recomiende la minima
manipulacion después de su cosecha y un tiempo de comercializacion de 12 horas,
dificultando los procesos de exportacion (Grijalba Rativa et al., 2010, 26), debido a la

falta de tecnificacion de los procesos de pos-cosecha en el pais.

Figura 8. Produccién nacional de mora para 2013

Cundinamarca & Santander Antioquia
& Huila . Caldas Otros
29 % 2
6 % 20 %
' 14 % '

Fuente: Sistema de Estadisticas Agropecuarias (Agronet, 2013)

Caracteristicas fisicoquimicas:
Para la mora de castilla, en Colombia se cuenta con una norma técnica a partir
de la cual esta fruta se clasifico en 6 estados de madurez. En la Figura 9 se muestra la

tabla de color correspondiente a los 6 niveles de maduraciéon (ICONTEC, 1997b, 5).
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Figura 9. Tabla de color de la mora

Fuente: Norma Técnica Colombiana 4580. Frutas Frescas. Mora de castilla. ICONTEC,
1997h, 5)

El estado de madurez de la mora se confirma por medio de la determinacién de
los sélidos solubles totales, acidez titulable y el indice de madurez el cual se obtiene de
la relacion entre el valor minimo de los sélidos solubles totales contra el valor maximo
de la acidez titulable. Los valores minimos y maximos de los soélidos solubles totales
(°Bx) y los valores de la acidez titulable (% de &cido malico) de acuerdo con la tabla de

color se muestran en la Tabla 8 (ICONTEC, 1997b, 5)

Tabla 8. Caracteristicas quimicas de la fresa la mora de Castilla

e o % de Acido

Brix Brix L

Estado .. .. citrico
minimo maximo .

maximo
Cero 54 5,7 3,3
Uno 5,7 6,1 3,4
Dos 59 6,4 3,5
Tres 6,3 6,9 3.4
Cuatro 6,7 7,3 3,1
Cinco 7,2 7,9 2,8
Seis 7,7 8,5 2,5

Fuente: (ICONTEC, 1997b, 6)

La mora dentro de su composicion nutricional como se muestra en la Tabla 9

presenta vitaminas, minerales (USDA, 2014) y sustancias antioxidantes como acidos
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organicos, flavonoides y antocianinas (Garzon, Riedl, y Schwartz, 2009, 227) que han

incrementado el interés por esta fruta.

Tabla 9. Composicion nutricional de la mora (por 100g de pulpa)

Gulupa

Descripcion:

Componente Contenido
Calorias (Kcal) 43
Agua (9) 88,15
Proteina (g) 1,39
Grasa (g) 0,49
Carbohidratos (g) 9,61
Fibra (g) 53
Ceniza (g) -
Calcio (mg) 29
Fésforo (mg) 22
Hierro (mgQ) 0,62
Vitamina A (U.1) 214
Riboflavina (mg) 0,026
Niacina 0,646
Vitamina C (mg) 21

Fuente: (USDA, 2014)

La gulupa (Passiflora edulis Sims), ver Figura 10, pertenece al género de las

pasifloras que comprende aproximadamente 450 especies nativas del sur de los Andes

(Carvajal et al., 2011, 355), que se caracterizan por presentar dentro del fruto, semillas

rodeadas por la pulpa (Jiménez et al., 2011, 1912). Esta fruta redonda con diametro

entre 4 y 6 cm, presenta coloracion de verde a purpura oscuro dependiendo de su

estado de madurez, mientras que la pulpa presenta color amarillo con aroma intenso y

sabor acido (Pinzoén, Fisher, y Corredor, 2007, 84). Su pulpa que representa entre el 37
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al 44 % del fruto, esta recubierto por la cascara (46 a 52 %) y contiene entre 9y 11 %

de semillas (Orjuela Baquero et al., 2011, 9).

Figura 10. Gulupa (Passiflora edulis Sims)

Fuente: Foto tomada en el Laboratorio de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Pontificia
Bolivariana

Produccion nacional:

En Colombia, la produccién de la gulupa se centra en los departamentos de
Antioquia, Cundinamarca y Boyacad como se presenta en la Figura 11, con un area
sembrada a nivel nacional de 480 hectareas y una produccion total de 6304 toneladas
para el 2013 (Agronet, 2013). En cuanto a las exportaciones de esta fruta, no se cuenta
con valores especificos, ya que estos se incluyen en los reportes de las exportaciones
de maracuya, sin embargo la venta de gulupa en el exterior representé en el 2012 la
entrada de 12.047.548 ddlares al pais hacia los Paises Bajos, Alemania, Canada y

Francia (Legiscomex, 2013).
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Figura 11. Produccién nacional de gulupa para 2013

Antioquia i Cundinamarca Boyaca
& Huila & Norte de santander & Otros
3% 14%
4% 37%

13%

Fuente: Sistema de Estadisticas Agropecuarias (Agronet, 2013)

Caracteristicas fisicoquimicas:

A diferencia de las frutas presentadas anteriormente, la gulupa no presenta
Norma Técnica Colombiana que permita establecer los criterios de madurez de esta
fruta, sin embargo, en estudios realizados por Pinzén et al., 2007 se establecieron 6
niveles de color que se muestra en la Figura 12 y que se asocian con las caracteristicas

quimicas que se presentan en la Tabla 10.
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Figura 12. Tabla de color de la gulupa

Fuente: Determinacion de los estados de madurez del fruto de la gulupa (Pinzén et al., 2007,

85)

Tabla 10. Caracteristicas quimicas de la gulupa

Estad °Brix ;f)%e
o i
>0 minimo cifric(())
Cero 11,89 5,73
Uno 13,79 5,14
Dos 15,17 4,99
Tres 15,9 4,65
Cuatro 15,92 3,97
Cinco 16,21 3,92
Seis 16,14 3,72

Fuente: (Pinzén et al., 2007, 92)

Al igual que otras especies pertenecientes al género de las pasifloras, la gulupa
presenta un incremento en su aceptacion a nivel internacional, al tratarse de una fruta
exotica que presenta caracteristicas sensoriales, nutracéuticas y nutricionales de gran
importancia en los mercados exteriores (Jiménez et al., 2011, 1912), tal y como se

observa en la Tabla 11.



Tabla 11. Composicion nutricional de la gulupa (por 100 g de pulpa)
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Componente Contenido
Agua (9) 74,40- 88,90
Proteina (g) 0,39- 3,00
Grasa (g) 0,05-0,70
Carbohidratos (g) 13,60- 21,20
Fibra (g) 0,01-0,04
Ceniza (g) 0,30-1,36
Calcio (mg) 3,60-13,00
Fésforo (mg) 12,50-21,00
Hierro (mg) 0,24-1,70
Vitamina C (mg) 18,00-30,00
Vitamina A (Ul) 712-718
Riboflavina (mg) 0,10-0,15

Fuente: (Ocampo Pérez et al., 2012, 11; Ojasild, 2009, 12)

Las cuatro frutas mencionadas anteriormente se consumen en fresco, como
parte de la dieta, sin embargo existen diversos procesos que permiten su
transformacién para la obtencion de nuevos productos alimenticios. A continuacion, se
presentan las principales caracteristicas de los refrescos de frutas, como producto que

se puede desarrollar a partir de la mezcla de fresa, mora, gulupa y uchuva.

Refresco de frutas

Un refresco de fruta, es el producto elaborado a partir de jugo o pulpa de frutas o
la mezcla de éstas, con un contenido minimo de fruta del 8 %, adicionado con agua y
aditivos permitidos, sometidos a un tratamiento de conservacion (Ministerio de Salud y
Proteccion Social, 2013, 16).

Este producto, debe cumplir con ciertas caracteristicas fisicoquimicas,

microbioldgicas y organolépticas establecidas en la normativa Colombiana.
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Caracteristicas fisicoquimicas

Cuando el producto se elabora con dos 0 mas jugos (zumo) o pulpa de fruta, los
sélidos solubles totales de fruta en el producto estan determinados por la suma del
aporte porcentual de solidos solubles de cada una de las frutas constituyentes. La fruta
predominante sera la que mas sélidos solubles aporte a la formulacion.

Los solidos solubles o °Brix, determinados mediante lectura refractométrica a 20
°C en porcentaje w/w no debe exceder 13,0, mientras que el pH debe ser maximo 4 y la
acidez titulable expresada como acido citrico no debe ser inferior a 0,2 % (Ministerio de

Salud y Proteccion Social, 2013, 17).

Caracteristicas microbioldgicas
Las caracteristicas microbioldgicas de los refrescos con fruta sometidas a

proceso de pasteurizacion, se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12. Requerimientos microbiologicos de los refrescos de fruta

Requisito n m M C
Recuento de microorganismos mesofilos ufc/g 5 100 300 1
omil
Recuento E coli ufc/g o ml 5 <10 - 0
Recuento de mohos y levaduras ufc/g o mi 5 10 100 1

n: numero de unidades a examinar, m: indice maximo permisible para identificar nivel buena calidad, M:
indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad y C: nimero maximo de muestras
permisibles con resultado entre my M

Fuente: (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013, 18).
Los requisitos, establecen los indices maximos para establecer si el refresco es
de buena calidad microbiol6gica o si presenta nivel aceptable de calidad. Asi mismo,
presenta la cantidad de muestras que deben ser evaluadas, y el nimero maximo

permisible para cada parametro.
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Importancia de las bebidas en la alimentacién infantil

La principal razon por la que se realiza la inclusion de bebidas en la dieta, es que
estas constituyen la primera fuente de agua en el organismo (Lajusticia Bergasa, 2005,
59), compuesto reconocido como solvente vital, importante, al ser el principal
constituyente de los fluidos corporales, el producto final de las reacciones de Oxido-
reduccion, el medio en el cual se transportan los nutrientes hacia las células y el
compuesto a través del cual se diluyen y transportan los desechos metabdlicos toxicos
generados (Rodriguez Rivera y Magro, 2008, 117). En los nifios, la necesidad de agua
es de 1 a 1,5 ml por Kcal metabolizada, y es esencial para alcanzar los objetivos
nutricionales de esta etapa: lograr el crecimiento adecuado, evitar el déficit de
nutrientes y consolidar habitos alimentarios saludables (Hernandez Rodriguez, 2001,
73). Particularmente, en la edad pre-escolar, etapa que inicia cuando el nifio adquiere
autonomia para caminar hasta que empieza a asistir a la escuela (Feigelman, 2011,
76), se caracteriza por un crecimiento lento y estable, y una disminucién del apetito,
relacionado con los caprichos del nifio, es decir, en este periodo él adquiere sus
preferencias, influidas por aspectos sensoriales, como sabor, olor y aspecto (Garcia de
Moizat et al., 2011, 118), en otras palabras, y como se menciond anteriormente, es en
esta etapa, donde se deben ensefiar habitos para una alimentacion saludable, que
incluyan también el consumo de frutas y verduras, que como se menciond
anteriormente, constituyen la principal fuente de vitaminas y minerales en la dieta. Sin
embargo, a pesar de esta importancia, se ha encontrado que solo el 5,17 % de los
nifios consumen 3 o mas raciones de fruta al dia en Espafa (Alba Tamarit et al., 2012,
64), mientras que en Venezuela, las frutas no se encuentran entre los alimentos mas

consumidos por esta poblacion (Del Rea et al., 2005, 279). No obstante, en México, se



55

encontré que los nifios en edad pre-escolar, tienen preferencia por los jugos o bebidas
de fruta, y los asocian con estilos de vida saludables (Campos Rivera y Reyes Lagunes,
2014, 1385).

La situacion anterior, es un ejemplo clave de la importancia que hay en el
mercado actual por generar productos alimenticios dirigidos a la edad pre-escolar, a
partir de frutas, que actien como precursores de habitos alimentarios saludables y
contribuyan al mantenimiento de los niveles nutricionales normales, importantes para
los procesos de crecimiento y desarrollo caracteristicos de esta poblacion.

Por otro lado, se ha establecido la importancia de las bebidas como producto a
fortificar para disminuir o prevenir problemas nutricionales asociados a la deficiencia de
nutrientes (Sichert-Heller y Kersting, 2001, 356). Ejemplo de esto son los estudios
realizados en Botswana y Tanzania, donde se brindd a nifios de bajos ingresos, una
bebida multi-fortificada durante 8 semanas y 6 meses respectivamente, observandose
un incremento en el estatus nutricional de los pequefios (Abrams et al., 2003, 1834; Ash
et al., 2003, 891).

Finalmente, es importante destacar, que la Organizacion Mundial de la Salud ha
reportado una creciente preocupacion por la asociacién entre el consumo de debidas de
fruta con azlcar y la obesidad (World Heatlh Organization, 2015, 7). Sin embargo se ha
observado que si bien el consumo de jugos de fruta incrementa el aporte de energia en
nifos, no aumenta el indice de masa corporal a corto plazo (O’Connor, Yang, y Nicklas,
2006, 1010), debido muy posiblemente a los requerimientos energéticos propios de
dicha poblacion, es decir, una dieta balanceada donde se incluyan refrescos a partir de
frutas, continta siendo una posibilidad de transformacion y establecimiento de habitos

de vida saludables.
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Materiales y métodos
En el presente capitulo, se tratan las metodologias utilizadas durante el
desarrollo de la investigacion, y los procedimientos que se realizaron para dar
cumplimiento a los objetivos presentados anteriormente. Se incluyen las actividades
llevadas a cabo durante la caracterizacion de las cuatro frutas, el desarrollo del refresco
y el estudio de vida util. En la Figura 13, se presenta el diagrama de flujo, que resume

dichas actividades.

Figura 13. Diagrama de flujo de las actividades realizadas durante la investigacion

Cuatro frutas pequeiias

Seleccioén, lavado y desinfeccion

A 7 v
Pulpas Frutas
Caracterizacion quimica Caracterizacion fisica
Humedad, pH, sélidos solubles, Color

acides, contenido de Hierro (Fe),
contenido de vitamina C

Caracterizacion microbioldgica

Desarrollo del refresco

f 1
FASE I. Refresco sin Fe FASE II. Refresco con Fe
Disefio experimental Disefio experimental
Obtencién de los prototipos Obtencién de los prototipos
Caracterizacién quimica =3 Caracterizacion quimica (humedad,
(humedad, pH, sélidos solubles, pH, sdlidos solubles, acidez)
acidez) Caracterizacion fisica (color)
Caracterizacion fisica (color) Caracterizacidn sensorial
Seleccion del prototipo final
Caracterizaciéon Estudio de vida

Contenido de vitamina

Fuente: Diagrama desarrollado por el autor
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Caracterizacion de las cuatro frutas pequefas

Caracterizacion quimica

Las cuatro frutas pequefias seleccionadas fueron lavadas con agua potable y
desinfectadas por inmersién en una solucion al 1,3 % de acido peracético (Kyanko et
al., 2010, 125) durante 15 minutos, con lavado posterior. Acondicionadas las frutas, se
procedi6 a la disminucion del tamafio de cada una para obtener su pulpa, utilizando una
licuadora VITAMIX. En el caso de la fresa, la mora y la uchuva, el licuado se realiz6 en
el nivel medio/alto de velocidad por 40 segundos, mientras que para la gulupa, se llevo
a cabo la extraccion manual de la pulpa y se separé de las semillas licuando en el nivel
bajo/medio de velocidad durante 40 segundos. Obtenidas las pulpas, se procedio a la

caracterizacion que se trata a continuacion.

Humedad:

La determinacion del contenido de humedad, se realiz6 por triplicado utilizando el
meétodo gravimétrico oficial AOAC 934.01/05 modificado, pesando 2 g de la pulpa en
capsulas de porcelana previamente taradas durante 30 minutos a 105 °C y enfriadas en
desecador por 15 minutos. Las capsulas con las muestras fueron transferidas a una
estufa de secado por conveccion natural hasta que alcanzaran peso constante a 105
°C.

El porcentaje de humedad, se calculé utilizando la ecuacién 1.

% Humedad = % * 100 ()
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W;: peso de la muestra hiumeda (Q)

W,: peso de la muestra seca (Q)

PH:

La lectura del pH, se realiz6 por triplicado para cada pulpa de fruta, utilizando un
potenciometro marca SCHOTT INSTRUMENTS modelo Lab. 850, introduciendo el
electrodo en la muestra de la pulpa de cada fruta, siguiendo el protocolo desarrollado
que se presenta en el anexo A. El valor de pH fue registrado una vez el valor se

estabilizara en su segunda cifra decimal.

Solidos solubles:

Para las pulpas de las cuatro frutas pequefias, se determinaron los soélidos
solubles por triplicado a través de lectura refractométrica, utilizando un refractometro
digital marca ATAGO modelo pal-1, previamente calibrado con agua, en el cual se
dispuso una gota de la pulpa de fruta, segun el protocolo desarrollado, que se presenta

en el anexo B. Los resultados se expresaron como °Brix.

Acidez:

La acidez total titulable se determiné por el método de titulacion potenciométrica.
Para esto, se tomaron 20 g de la pulpa, se aforaron a 100 ml con agua destilada y se
procedié a la titulacién con una solucién de NaOH al 0,1N previamente estandarizada
con ftalato acido de potasio, hasta un valor de pH de 8,1 £ 0,2.

La acidez titulable se expres6 como el porcentaje de acido citrico contenido en la

fruta, y se calcul6 con la ecuacion 2.
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VxNxPeq

% Acido citrico = *100 % (2)
V: volumen de NaOH utilizado para la titulacion (ml)

N: Normalidad de la solucion de NaOH (0,1 N)

Peq: peso equivalente del acido citrico (0,06404 g)

W: peso de la muestra (Q)

Vitamina C:

La determinacion de vitamina C presente en las cuatro frutas pequefias se
realizé en términos de acido ascorbico, evaluando 2 metodologias.

La primera se realizé6 empleando un UHPLC Thermo scientific modelo Ultimate
3000 acoplado a un detector Uv-Vis (Figura 14), dotado de una columna C-18, un
automuestreador Dionex Ultimate 3000 RS y un detector UV-VIS Thermo Dionex
UltiMate 3000. En este caso, la extraccion del acido ascorbico se realiz6 en una
solucién de acido metafosférico (Abushita et al., 1997, 208; Gutzeit et al., 2008, 616;
Kubola, Siriamornpun, y Meeso, 2011, 974; Ramful et al., 2011, 2090) mezclando 10 g
de pulpa de fruta con 50 ml de &cido, seguido de agitacién durante 5 minutos y
centrifugacion a 9000 rpm por 20 minutos, para finalmente filtrar la solucién resultante
con discos de 0,25 um e inyectar la muestra en el equipo. La lectura se realizd6 a una
longitud de onda de 245 nm, y los resultados se obtuvieron teniendo en cuenta la curva
de calibracion realizada a partir de una solucion patrén de &cido ascérbico en acido

metafosforico.
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Figura 14. UHPLC Thermo scientific modelo Ultimate 3000

b M ]

Fuente: Foto tomada en el Laboratorio de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Pontificia
Bolivariana

La segunda metodologia evaluada fue la colorimétrica 2-nitroanilina, extrayendo
el analito en una solucion de acido oxalico al 0,15 %, seguido de la lectura en un
espectofotdbmetro UV-Visible marca Thermo, modelo Evolution 600 (Figura 15) a una

longitud de onda de 540 nm.
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Figura 15. Espectofotometro Thermo scientific modelo Evolution 600

Fuente: Foto tomada en el Laboratorio de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Pontificia
Bolivariana

Hierro:

El hierro presente en las frutas y en el refresco final se cuantificé utilizando la
técnica analitica de espectroscopia de absorcion atomica posterior a una digestion
acida, segun el método establecido por la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos (United States Eviromental Protection Agency, 1996, 3). Para esto se
secO 1 kg de cada fruta a 100 °C durante 48 horas y el material resultante se tamizé
utilizando un tamiz # 8 de la serie ASTM standard, con el fin de obtener particulas de 2
mm, a partir de las cuales se obtuvo la muestra para proceder con la digestion acida.
Para esto se pesoO 1 g de fruta seca en un recipiente para digestion, se adicionaron 10

ml de acido nitrico 1:1 y se calent6 a 95 °C por 15 minutos. Transcurrido el tiempo y una
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vez enfriada la mezcla, se adicionaron 5 ml del mismo acido y se dejo el sistema en
reflujo por 30 minutos, con el fin de llevar a cabo el proceso de oxidacion, el cual
termind una vez los gases generados fueran blancos, en caso contrario, se adicionaron
nuevamente 5 ml de acido nitrico hasta que la reaccién de oxidacion terminara.
Finalmente, se dejo reducir la mezcla en calentamiento a 95 °C por 2 horas, hasta
obtener un volumen final de aproximadamente 5 ml. Enfriado el sistema, se adicionaron
2 ml de agua, 3 ml de peroxido de hidrogeno al 30 % y se calentd hasta que la
efervescencia terminara, adicionando 1 ml de peréxido de hidrogeno, teniendo especial
cuidado en no adicionar mas de 10 ml de esta sustancia. Logrado esto, se continué el
calentamiento a 95 °C por 2 horas para obtener una disminucién del volumen hasta 5
ml. Enfriada la mezcla, se adicionaron 10 ml de acido clorhidrico concentrado y se
calento por 15 minutos a 95 °C. Finalmente, enfriado el producto de la digestion, se filtrd
utilizando un papel filtro whatman No. 41 y se colectd el filtrado en un balén volumétrico
de 100 ml.

Para el andlisis instrumental, se utilizd un espectofotometro de absorcion atbmica
de llama Thermo Scientific serie 3000, dotado de una lampara de céatodo hueco de
hierro, donde el combustible fue acetileno y el gas oxidante fue el aire. La lectura de la
absorbancia se realizé a una longitud de onda de 248 nm, realizando primero la curva
de calibracion utilizando una solucién patrén de hierro, grado analitico (United States
Eviromental Protection Agency, 1986, 2).

Debido a las variaciones observadas durante la caracterizacion de las frutas, se
realizo la verificacion de los resultados, cuantificando el hierro presente en las mismas
por medio de espectroscopia de emision atomica de plasma acoplado inductivamente

(ICP-AES). En este caso al igual que en el método anterior, las muestras fueron las
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particulas de 2 mm obtenidas después del secado de cada fruta, y las cuales fueron
sometidas a digestion acida asistida por microondas. Para esto, se tomaron 0,5 gr de
muestra y se adicionaron 10 ml de acido nitrico concentrado y se procedié con la
digestion hasta que la mezcla alcanzara los 175 °C. Posteriormente se dejo enfriar la
muestra a temperatura ambiente y se centrifugd a 2000 rpm por 10 min, con el fin de
obtener el sobrenadante libre de particulas, el cual fue transferido volumétricamente a
un matraz y ajustado a un volumen conocido (United States Eviromental Protection
Agency, 2007, 2), para proceder con el analisis instrumental que se llevo a cabo en un
equipo Thermo Scientific, segun la norma EPA 6010C, utilizando una solucion estandar
de hierro en una mezcla caliente de 20 ml de HCL (1:1) y 2 ml de &cido nitrico

concentrado (United States Eviromental Protection Agency, 2000, 3).

Caracterizacion fisica

Para la caracterizacion fisica de las cuatro frutas pequefias, se realiz6 el analisis
del color, partiendo de las frutas seleccionadas segun los pardmetros mencionados en
el numeral 2.1.

El color se determiné en las coordenadas CIELAB, que se basan en el modelo de
los colores opuestos, definiendo cada color a partir de unas coordenadas, siendo (L*)”
la luminosidad (tomando valores desde O (blanco) hasta 100 (negro)), (a*) la
cromaticidad verde (-) a rojo (+), y (b*) la cromaticidad azul (-) a amarillo (+) (Mendoza
et al., 2012, 192).

Utilizando un espectofotbmetro de esfera X-rite serie SP60, como el que se
muestra en la Figura 16, se midieron los parametros (L*), (a*) y (b*), para cada una de

las frutas en tres puntos de la linea ecuatorial, siguiendo los pasos establecidos en el
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protocolo que se presenta en el anexo C. Los resultados se expresaron como promedio
aritmético.

Figura 16. Espetofotometro de esfera X-Rite (SP-60

\

P

Fuente: Incorporated, X.-R. (2007). Guia Rapida. Serie SP60. Espectrofotometro de esfera.
Michigan.

Finalmente, se calcularon otros dos pardmetros importantes para definir el color,
el tono angular (h) como atributo cualitativo de color y el croma (*C) como atributo

cuantitativo de color, segun las ecuaciones 3y 4 (Jiménez et al., 2011, 1913).

C* = [(a")?* + (b*)zﬁ 3

*

h = arctan (Z—) 4)
Caracterizacion microbioldgica

Los analisis microbiolégicos de las frutas, se realizaron antes y después del
proceso de desinfeccion, con el fin de determinar el porcentaje de remocion. En todos

los casos, se realizo el recuento de aerobios mesdfilos (ICONTEC, 2009, 10), mohos y
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levaduras (ICONTEC, 1997c, 11) y Escherichia coli (ICONTEC, 2007, 12), teniendo en

cuenta las Normativas Colombianas correspondientes.

Para el analisis, se realiz6 una solucion madre de cada muestra, diluyendo 10 ml
de pulpa de fruta en 90 ml de agua peptonada, a partir de la cual se realizaba la
siembra, depositando 1 ml de muestra en la caja de Petri con el agar correspondiente
(sabouraud o plate count). En el caso de la mora y la fresa sin desinfeccion, previo a la
siembra, se realizé una dilucién (10%), debido a la alta carga microbiana, caracteristica
de estas frutas. Transcurridas 24 horas y 8 dias, se realizd el conteo de las unidades
formadoras de colonia (UFC) de manera manual y se realizo el calculo del porcentaje

de remocion a partir de la ecuacion (5).

UFCFf
UFC,

% remocion =

)
Donde, UFCg: son las unidades formadoras de colonia después del proceso de

desinfeccidén, y las UFCo corresponden a las presentes en la fruta sin tratamiento.

Analisis estadistico
Los resultados obtenidos durante la caracterizacion de las cuatro frutas
pequefias fueron analizados por medio de un andlisis de varianza, utilizando el software

Statgraphics Centurion Version XVII.

Formulacion del refresco fortificado con hierro a partir de fresa, mora, gulupay
uchuva
El desarrollo del refresco mixto fortificado con hierro, se dividi6 en 2 fases, la

primera, correspondiente a la evaluacion de los porcentajes de fruta y la segunda a la
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evaluacion del aporte de hierro a realizar en el producto. En ambas fases, la variable
respuesta de los disefios experimentales correspondientes fue la aceptacion del jugo,
evaluado por medio de un analisis sensorial descriptivo- cuantitativo. A continuacion, se

describen las actividades llevadas a cabo en cada una de estas fases.

Fase |

Diseno experimental:

La determinacion de la formulacion estandar del refresco, inici6 con la realizacion
de un diseio experimental ortogonal (Taguchi) con 4 factores: % de fresa, % de mora,
% gulupa y % de uchuva, cuyos niveles (3,75 %, 6,75 % y 10 %) fueron establecidos
por ensayos preliminares donde se mezclaron diferentes porcentajes de las cuatro
frutas y se determinaron los °Brix finales. Estos resultados permitieron establecer que el
mayor porcentaje de fruta permitido en el refresco a partir de las cuatro frutas
trabajadas fue del 40 %, para que este alcanzase los 13 °Brix permitidos en la
normativa colombiana (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013, 17), y a pesar de
gue la norma establece un contenido minimo de fruta del 8 %, para la presente
investigacién se seleccion6é como valor minimo el correspondiente a 15 % de fruta,
teniendo en cuenta también los ensayos preliminares mencionados anteriormente, y
gue en la presente investigacion se buscaba aprovechar el mayor contenido de fruta.

La matriz de disefio obtenida por medio del software Minitab 1, se presenta en la

Tabla 13.



67

Tabla 13. Matriz ortogonal de la fase |
% Gulupa % Uchuva % Mora % Fresa

3,75 3,75 3,75 3,75
3,75 6,75 6,75 6,75
3,75 10,00 10,00 10,00
6,75 3,75 6,75 10,00
6,75 6,75 10,00 3,75
6,75 10,00 3,75 6,75
10,00 3,75 10,00 6,75
10,00 6,75 3,75 10,00
10,00 10,00 6,75 3,75

De igual manera, es importante aclarar, que el contenido de azucar de la
formulacion no se incluyd en el disefio experimental, ya que éste, se encuentra
directamente relacionado con el contenido de fruta adicionado debido a los sabores
acidos caracteristicos de las cuatro frutas pequefias. Para esto se establecié la relacion
entre el porcentaje de fruta y el de azlUcar necesario, a partir de los resultados
sensoriales preliminares obtenidos con 30 consumidores (Anexo D), y cuyo resultado,
permiti establecer la relacion lineal que se presenta en la ecuacion 6, cuyo coeficiente
de linealidad fue de 0,99436.

% aztcar = 0,1211(% fruta) + 2,1053 (6)

Obtencion de los prototipos:

Los prototipos desarrollados, se elaboraron en las instalaciones del Laboratorio
de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Pontificia Bolivariana. Las cuatro frutas
pequefias seleccionadas fueron lavadas con agua potable, desinfectadas por inmersion
en una solucion al 1,3 % de acido peracético (Kyanko et al., 2010, 125) durante 15
minutos con lavado posterior y escaldadas por inmersién en agua a 90 °C por 5 minutos

(Barbosa Canovas et al., 2002), seguido de enfriamiento rapido en agua fria.
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Acondicionadas las frutas, se procedido a la disminucion del tamafio de cada fruta,
utilizando una licuadora VITAMIX. En el caso de la fresa, la mora y la uchuva, el licuado
se realiz6 por 40 segundos a 10000 RPM, mientras que para la gulupa, se llevo a cabo
la extraccibn manual de la pulpa y se separ6 de las semillas licuando la pulpa durante
40 segundos A 700 RPM. Obtenidas las pulpas de las cuatro frutas, se tamizaron con
un cedazo para obtener los zumos de fruta y proceder a la mezcla con el agua y el

azucar de cada formulacion (Tabla 14).

Tabla 14. Formulaciones de los 9 prototipos evaluados
Prototipo Gulupa (%) Uchuva (%) Mora (%) Fresa (%) Azucar (%) Agua (%)

553 3,75 3,75 3,75 3,75 3 82

564 3,75 6,75 6,75 6,75 4 72

141 3,75 10 10 10 6 60,25
879 6,75 3,75 6,75 10 4 68,75
986 6,75 6,75 10 3,75 4 68,75
456 6,75 10 3,75 6,75 4 68,75
191 10 3,75 10 6,75 3 66,5
710 10 6,75 3,75 10 3 66,5
156 10 10 6,75 3,75 3 66,5

Finalmente se realizé la pasteurizacion lenta de la mezcla obtenida hasta
alcanzar los 72 °C, el envasado en caliente utilizando bolsas flexibles y el enfriamiento
rapido por inmersion de los prototipos en agua fria (4-7 °C). Finalmente, los prototipos
fueron rotulados aleatoriamente con 3 digitos numéricos y almacenados bajo
condiciones de refrigeracion, hasta llevar a cabo su caracterizacion fisicoquimica vy

sensorial.
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Caracterizacion quimica:
Los nueve prototipos, fueron caracterizados en el laboratorio de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Pontificia Bolivariana, determinando el pH, la acidez y

los sdlidos solubles segun las metodologias descritas en el numeral 2.2.1.

Caracterizacion fisica:

Para los refrescos, el color se determiné utilizando un nanocolor UV/VIS
Marcherey — Nagel acoplado al software MN nanocolor UV/VIS 6.0.0. (Figura 17). La
lectura se realizé utilizando una semi-micro cubeta de 50 mm. Previo a lectura, se
realiz6 la separacion de los soélidos presentes en el producto por medio de

centrifugacion a 6000 rpm durante 10 minutos.

Figura 17. Nanocolor UV/VIS Marcherey Nagel

Fuente: Foto tomada en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la Corporacion Universitaria
Lasallista.
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Caracterizacion sensorial:

La caracterizacion sensorial de los refrescos desarrollados, se realiz6 en las
instalaciones de la Fundacion Intal, por medio de un panel de expertos conformado por
6 personas, quienes seleccionaron 11 descriptores: color, olor/aroma caracteristico, olor
objetable, sabor acido, sabor dulce, sabor a mora, sabor a fresa, sabor a gulupa, sabor
a uchuva, sensacion astringente y sensacion picante, siguiendo la metodologia descrita
en la normativa colombiana (ICONTEC, 1996, 2) y la cual permite establecer la
descripcion completa de los atributos sensoriales de un producto.

Seleccionados los descriptores, estos fueron evaluados en una escala de 0
(ausente) a 7 (intenso), para finalmente establecer la calidad del producto y el
porcentaje de aceptacion o rechazo de cada prototipo evaluado, mediante el test de

Karlsruhe (Zamora Utset, 2007).

Fase ll

Diseno experimental:

Se elabor6 la nueva matriz ortogonal que se presenta en la Tabla 15 por medio
del software Minitab 1, teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante la fase I, e
incluyendo el aporte del % del valor diario recomendado (VDR) de hierro para nifios
entre 6 meses y 4 afos (12 mg) (Ministerio de la Proteccién Social, 2011) como un
nuevo factor, cuyos niveles fueron 30 y 40 %.

Es importante tener en cuenta que al igual que durante el disefio experimental de
la fase I, en este caso, el contenido de azucar de la formulacidon no se incluy6 en el

disefio experimental, y para establecer la cantidad necesaria en cada prototipo, se
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utilizé la relacion encontrada durante los ensayos preliminares, que se presentd en el

numeral 2.3.1 correspondiente al disefio experimental de la fase I.

Tabla 15. Matriz ortogonal de la fase Il
% Gulupa 9% Uchuva % Mora % fresa % VDR (Fe)

6,75 6,75 6,75 6,75 30
6,75 6,75 6,75 10 40
6,75 10 10 6,75 30
6,75 10 10 10 40
10 6,75 10 6,75 40
10 6,75 10 10 30
10 10 6,75 6,75 40
10 10 6,75 10 30

Obtencion de los prototipos:

Los 8 prototipos correspondientes a esta fase, se elaboraron siguiendo las
actividades que se describen en el numeral 2.3.1 para la obtencién de los prototipos de
la fase I. En este caso, los zumos de fruta obtenidos, se mezclaron con el agua, el

azucar y el bisglicinato ferroso de cada formulacion (Tabla 16).

Tabla 16. Formulaciones de los 8 prototipos evaluados

%

Prototipo % Gulupa % Uchuva % Mora % fresa % Azlcar Bisglicinato % Agua
ferroso
517 6,75 6,75 6,75 6,75 4,05 0,02 68,93
264 6,75 6,75 6,75 10 4,92 0,03 64,81
844 6,75 10 10 6,75 5,86 0,02 60,62
527 6,75 10 10 10 6,89 0,03 56,33
190 10 6,75 10 6,75 5,86 0,03 60,61
273 10 6,75 10 10 6,89 0,02 56,34
944 10 10 6,75 6,75 5,86 0,03 60,61

593 10 10 6,75 10 6,89 0,02 56,34
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Es importante tener en cuenta que el compuesto utilizado para la fortificacion con
hierro fue bisglicinato ferroso (con un aporte del 17 % de hierro), teniendo en cuenta los
aspectos encontrados en la bibliografia, que describen este compuesto como una de
las mejores alternativas para fortificar, dadas sus caracteristicas tecnologicas y de
biodisponibilidad (Rojas, Sanchez, Villada, Montoya, Diaz, Vargas, Chica y Herrera,
2013, 350; Olivares y Pizarro, 2001, 22; Bovell-Benjamin, Vitery y Allen, 2000, 1563).
De igual manera, para la presente investigacion, se establecio que el tamafio por

porcién de refresco fuese de 230 ml.

Caracterizacion quimica:
Los ocho prototipos, fueron caracterizados en el laboratorio de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Pontificia Bolivariana, determinando el pH, la acidez y

los sélidos solubles segun las metodologias descritas en el numeral 2.2.1.

Caracterizacion fisica:
A los 8 prototipos obtenidos, se les determiné el color, siguiendo la metodologia
que se describe en el numeral 2.3.1, empleada igualmente para la caracterizacion fisica

de los prototipos obtenidos en la fase I.

Caracterizacion sensorial:

Los 8 prototipos obtenidos, fueron caracterizados sensorialmente, siguiendo la
metodologia que se describe en el numeral 2.3.1.

A partir de dichos resultados se realizé la seleccion de la formulacién final del
refresco y se procedié a la determinacién del contenido de hierro y vitamina C

presentes en la misma.
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Determinacion del contenido de vitamina C en el refresco final
Se realizo la determinacion del contenido de vitamina C presente en el prototipo
final, siguiendo las metodologias presentadas en el numeral 2.2.1, para la

caracterizacion quimica.

Estudio de vida util del refresco desarrollado

Seleccionada la formulacion final del refresco mixto fortificado con hierro se llevo
a cabo el estudio de vida util, evaluando dos materiales de empaque de facil
manipulacion por los nifios, encontrados en el mercado para este tipo de productos:
envase de polietileno de alta densidad (PEAD) de 230 ml y bolsa flexible de 250 ml
(Figura 18). La comprobacion de la vida util producto se llevo bajo condiciones de
refrigeracion, realizando seguimiento a la calidad sensorial, al pH como parametro fisico

quimico y a la calidad microbiolégica.

Figura 18. Materiales de empaque evaluados durante el estudio de vida util

a. Envase de PEAD y b. Bolsa flexible
Fuente: Foto tomada en el Laboratorio de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad
Pontificia Bolivariana
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Para el estudio de estabilidad se utilizO un muestreo de disefio parcialmente
escalonado, tomando la muestra aleatoriamente (Camejo et al., 2008, 65), en relacion a
la magnitud del cambio presentado en las variables medidas y estableciendo como
rechazo, la modificacién de los atributos fisico-quimicos y microbiolégicos en relacion
con la normativa colombiana, o los atributos sensoriales, al disminuir la calidad

sensorial del producto hasta el punto de ser rechazado por los panelistas.
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Analisis de resultados
A continuacion se presentan los resultados obtenidos durante la ejecucion de la
presente investigacion, que se alcanzaron siguiendo las metodologias descritas en el
capitulo anterior, y que permitieron la obtencion de un refresco a partir de fresa, mora,

gulupa y uchuva, fortificado con hierro, dirigido a nifios en edad pre-escolar.

Caracterizacion de las cuatro frutas pequefias

Para el inicio de todo desarrollo, es de gran importancia establecer las
caracteristicas de las materias primas a utilizar, en especial cuando se tratan materias
heterogéneas como las frutas, donde sus atributos quimicos, fisicos y nutricionales
dependen de diversos factores, incluyendo su estado de madurez, agroecologia y pos-
cosecha (Ruiz Lépez et al.,, 2010, 168). A continuacion, se presentan los resultados
obtenidos durante la caracterizacion quimica, fisica y sensorial, de las cuatro frutas

pequefias.

Caracterizacién quimica
En la Tabla 17, se presentan los resultados de los analisis de humedad, acidez

titulable, °Brix y pH realizados a las cuatro frutas pequefias.

Tabla 17. Resultados del analisis fisico-quimico de las cuatro frutas pequefias

Parametro Fresa Mora Gulupa Uchuva
Humedad (%) 91,640 £ 0,903 87,758 +0,806 73,694+ 1552 83,04+ 1,0919
Acidez ~ (9acido 0,723+0,069 2,343+0,055 3,528+0,178 1,361+ 0,011

citrico/100ml)

°Brix 7,554 +0,722 8,118+ 1,319 15,013+0,873 14,575+ 0,524
pH 3,403+0,097 2,823+0,063 2,869 + 0,091 3,364 + 0,315
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Si bien los productos hortofruticolas, se caracterizan por presentar grandes
diferencias en su composicion, de manera general las frutas, al igual que los vegetales,
se destacan por presentar altos contenidos de agua. Lo anterior se verifica en la Tabla
17, dénde se observa que los contenidos de humedad de las cuatro frutas pequefas se
encuentran entre el 82 y 92 %, siendo la fresa, la fruta con mayor aporte de agua,
mientras que la gulupa, presenté el menor. Los resultados obtenidos, se encuentran
entre los rangos reportados en la literatura de 90,00 % y 90,95 % para la fresa
(Giampieri et al., 2012, 10; Restrepo, Cortés, y Rojano, 2009, 264), de 84,57 % y 87,33
% para la mora (De Souza et al., 2014, 365; Tosun, Ustun, y Tekguler, 2008, 88), y de
84,09 % y 86,65 % para le uchuva (Duque, Giraldo, y Quintero, 2011, 78; Mendoza,
Rodriguez, y Millan, 2012, 190). En el caso de la gulupa, los valores consultados de
82,1 % y 88,9 % (Jiménez et al., 2011, 1914; Orjuela Baquero et al., 2011, 9), son
mayores a los obtenidos experimentalmente, debido muy probablemente a los cambios
generados durante la poscosecha, asociados a los tiempos de transporte y adquisicion
de la fruta.

En cuanto a la acidez titulable de las cuatro frutas pequefias, cabe destacar que
los mayores valores se presentaron en la mora y la gulupa, quienes a su vez,
obtuvieron los menores valores de pH; comportamiento asociado a la madurez de las
frutas si se tiene en cuenta el proceso de seleccidon de las mismas para el presente
estudio, ya que en los ultimos estados de madurez, se genera una reduccion de los
acidos organicos como resultado de la maduracion (Lopez Camelo, 2003, 103), y un
aumento de los solidos solubles (°Brix) debido a la transformacion de las reservas de
almidon en azucares (Ruiz Lopez et al., 2010, 168). Aun asi, es relevante destacar, que

las cuatro frutas pequefas se caracterizan por ser alimentos de alta acidez, segun la
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clasificacion que se presenta en la Tablal8, pues sus valores de pH se encuentran por
debajo de 3,7 (Nunes Damaceno, 2007, 19), a diferencia de productos como el banano,
cuyo pH entre 5,3 y 5,7 permite clasificarlo como alimento de baja acidez (Millan y Ciro
Velasquez, 2012, 188) o el mango que se caracteriza por se un producto de acidez

media con un pH de 5,3 (Quintero et al., 2013,15).

Tabla 18. Clasificacion de los alimentos segun el pH

Caracteristica pH Frutas
Acidez baja >5,3 Banano
Acidez media 45-53 Mango
Alimentos acidos 3,7-4,5
Alimentos muy acidos <3,7 Fresa, mora, gulupa y uchuva

En general, los valores obtenidos durante la caracterizacidon quimica de las
cuatro frutas pequefas, se encuentran en los rangos reportados en la bibliografia, sin
embargo, es importante destacar que las variaciones encontradas, se deben a la
influencia que tienen las condiciones agrondmicas y las caracteristicas de poscosecha,
sobre las caracteristicas fisicas y quimicas de los frutos.

Si bien las frutas son reconocidas a nivel mundial como una excelente fuente de
nutrientes (Liu, 2003, 517), que incluyen vitaminas, minerales y otros compuestos con
actividad biolégica como las antocianinas y carotenos, asociados a la disminucion del
riesgo de enfermedades (Ruel et al., 2014, 516), en la presente investigacion se hace
énfasis en dos nutrientes especiales, el hierro y la vitamina C. El primero, debido a que
la fortificaciobn a realizar en el producto fue con este mineral, y el segundo, por su
importancia como antioxidante exdgeno (Cobley et al., 2015, 66) en la dieta humana y

como marcador de calidad en la industria alimentaria.
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En la Tabla 19, se presentan los resultados obtenidos, durante la determinacion
del contenido de hierro y vitamina C, de las cuatro frutas pequefias.

Tabla 19. Resultados de la determinacion de hierro y vitamina C en las cuatro frutas

Pardmetro Método Fresa Mora Gulupa Uchuva
Hierro Absorcion 56051 0082 05088 +0.155 0,6467 + 0,075 0,5412 + 0,029
(mg/100g) atomica
Hierro ICP-AES  0,3027 + 0,001 0,3555+ 0,001 0,6333+ 0,002 0,4453 + 0,002
(mg/100g)

Vitamina C
(mg/1000) U-HPLC 27,996+ 7,122 10,385+ 1,712 22,419+ 3,629 19,593 + 3,453
Viamina C -~ istrico 28,974 + 6,176 23,975 + 2.457 21,479 + 3,337 18,544 + 2,509
(mg/100g)

La fresa se caracterizo por presentar el menor contenido de hierro, seguido por la
mora y la uchuva, siendo la gulupa, la fruta pequefia con el mayor aporte de este
mineral. Dicha variacion entre el contenido de hierro de las cuatro frutas pequefas se
asocia a comportamientos realizados en la produccion primaria; ya que este mineral,
como micronutriente, es de gran importancia para el desarrollo de las plantas, al
intervenir en procesos como la fotosintesis y el transporte de electrones (Tafur y
Menjivar, 2010, 324). Sin embargo, debido a la variacién en las practicas de cultivo
(Roca, Pazos, y Bech, 2007, 31), la concentracion de este mineral en el suelo presenta
grandes variaciones, que a su vez se reflejan en el contenido de hierro de los frutos.
Ademas, como se mencioné anteriormente, debido a las variaciones observadas
durante la cuantificacién del hierro en las frutas por absorcién atémica, se realizo
también la determinacion por ICP-AES, debido a que este método presenta mayor
precision de los resultados (Harris, 2003, 494), cuyos valores obtenidos permitieron
establecer que dicho comportamiento se debe a la heterogeneidad propia de las
muestras trabajadas. Lo anterior, se puede comprobar también al comparar los

resultados obtenidos experimentalmente con los presentados en la literatura, cuyos
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valores reportados para la fresa (0,41 mg/100g), la gulupa (1,6 mg/100g) (USDA, 2014)
y la uchuva (1,2 mg/100 g) (Floréz et al., 2000, 112) son mayores a los establecidos en
la presente investigacion.

En cuanto a la vitamina C, se ha establecido que hace parte de las sustancias
con mayor interés en la caracterizacion de frutas, debido a su actividad biolégica como
antioxidante natural (Rojas-Barquera y Narvaez-Cuenca, 2009, 2336), y como
parametro de calidad durante los procesos de transformacion de alimentos (Kalt, 2006,
11). Sin embargo a diferencia del hierro, para la vitamina C, no se cuenta con una
metodologia estandar que permita asegurar su cuantificacion, debido a la complejidad
para lograr su extraccion, derivada de la naturaleza quimica propia de la vitamina.
Como resultado de esto, se encuentra en la literatura una gran cantidad de
metodologias propuestas para diferentes matrices alimenticias (Esch, Friend, y Kariuki,
2010, 1466; Hernandez, Lobo, y Gonzalez, 2006, 656), cada una de ellas con diversas
variaciones y ajustes en concordancia con el tipo de muestra, siendo la metodologia de
espectroscopia liquida de alta eficiencia (HPLC) una de las méas estudiadas y
reportadas en este tema. Por lo anterior, y teniendo en cuenta la disponibilidad del
equipo de Ultra HPLC con el que se contd para la presente investigacion, se inicio el
desarrollo de la metodologia para la cuantificacion de la vitamina C por este método,
basados en reportes de la literatura (Abushita et al., 1997, 209; Gutzeit et al., 2008, 616;
Kubola et al., 2011, 974; Ramful et al., 2011, 2090) y en la Norma Espafiola para la
determinacion de vitamina C mediante HPLC (Asociacion Espaiiola de Normalizacion y
Certificacion, 2003, 3).

Los resultados obtenidos por este método, muestran que la fresa es la fruta con

mayor aporte de vitamina C, seguido por la gulupa, la uchuva y la mora
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respectivamente. Sin embargo, a la hora de analizar los cromatogramas, que se
presentan en la Figura 19, y donde se observan unos picos pequefios correspondientes
a otras sustancias no identificadas, se percibe una derivacion en el pico de
cuantificacion de vitamina C para la gulupa (Figura 19 c).

Figura 19. Cromatogramas obtenidos durante la cuantificacion de vitamina C
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Cromatogramas correspondientes al primer analisis realizado: a. Fresa, b. Mora, c. Gulupay d.
Uchuva. El reporte de todos los ensayos se presenta en el anexo E.

Lo anterior se pudo presentar debido a que, por las restricciones tecnoldgicas del
equipo derivadas de ser un Ultra HPLC, durante el desarrollo de la metodologia, no se

realiz6 la adicion del agente reductor (cisteina) para la conversiéon del &cido
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dehidroascoérbico en acido ascorbico, por la posibilidad de su precipitacion en la
columna y generar dafos en la misma. Debido a este comportamiento, se realizo la
cuantificacion de vitamina C mediante el método colorimétrico 2-nitroanilina, como una
alternativa para corroborar los resultados obtenidos por el método U-HPLC. En este
caso los contenidos de vitamina C de la fresa, la gulupa y la uchuva se asemejan a los
obtenidos por la metodologia de HPLC tal y como se observa en la Tabla 18; sin
embargo, los alcanzados durante la caracterizacion de la mora duplican el valor
establecido en la primera metodologia.

Debido al comportamiento anterior, se realiz6 la evaluacion del % de
recuperacion para la mora durante la determinacién del contenido de hierro por HPLC,
con el fin de corroborar el resultado obtenido por este método. Para ello, se realiz6 la
metodologia de adicién de estandar (Spiking), adicionando una cantidad conocida de
acido ascorbico en la pulpa de fruta, seguido por el proceso de extraccion y

cuantificacion. Los resultados de este proceso, se presentan en la Tabla 20.

Tabla 20. Resultados del porcentaje de recuperacion para el HPLC
Fruta % Recuperacion
Mora 92,3473

Al observar el porcentaje de recuperacién obtenido para la mora, se puede
establecer una falla en el método colorimétrico para la determinacion de vitamina C
presente en esta fruta, debido a la interferencia que genera el color propio de la fruta
(morado oscuro) al presentar una coloracion verde después de la reaccion de la 2-
nitrofenilhidrazida en presencia del hidroxido de sodio, limitando la aparicion de la

coloracién rojo-violeta propia del método (De Ramirez, 1993, 200). Asi, el desarrollo la
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metodologia para la cuantificacion de la vitamina C por U-HPLC que se inicié durante la
ejecucion de la presente investigacion, es una buena alternativa para generar un
meétodo estandar que permita caracterizar diversas frutas, como punto de partida para
los procesos de desarrollo de nuevos productos alimenticios.

En cuanto a los resultados de la cuantificacion de la vitamina C presente en las
cuatro frutas pequefas, se observan variaciones para la fresa (27,996 mg/ 100 g) y la
mora (10,385 mg/ 100 g), con respecto a los valores reportados por la USDA de 58
mg/100 g y 21 mg/100 g respectivamente (USDA, 2014), mientras que el contenido
establecido para la uchuva (19,593 mg/ 100 g) y la gulupa (22,419 mg/ 100 g) se
encuentran cercanos los valores reportados de 20 mg/ 100 g de uchuva (Restrepo
Duque y Cortés Rodriguez, 2013, 253) y entre 18 y 30,00 mg/ 100 g para la gulupa
(Ocampo Pérez et al.,2012, 11; Ojasild, 2009, 13). Los comportamientos anteriores, se
deben principalmente a que el contenido de vitamina C en frutas y verduras esta
altamente influenciado por factores genotipicos, por las condiciones de pre y
poscosecha, al igual que la madurez del fruto (Lee y Kader, 2000, 207).

Por otro lado, al observar los resultados obtenidos para las cuatro frutas
pequefias, se puede establecer que ninguna de ellas, representa una alta fuente de
vitamina C, si se tienen en cuenta los valores reportados para frutos caracterizados por
un alto aporte de esta vitamina como la guayaba con 228 mg/ 100g (USDA, 2014) y la
acerola con 1341 mg/100 g (Marques, Ferreira, y Freire, 2007, 454). Sin embargo, las
cuatro frutas, pueden ser consideradas como alimentos con “alto contenido” de vitamina
C, dado que una porcion de 100 g aporta entre el 31,25 % y 84,37 % del valor diario

recomendado de esta vitamina para nifios en edad pre-escolar.
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Finalmente, la caracterizacion quimica de las cuatro frutas pequefas, representa
el punto de partida para el desarrollo del refresco, si se tiene en cuenta que parametros
como los °Brix y el pH, estan directamente relacionados con el proceso de formulacion
de los prototipos, ya que en la normativa vigente de refrescos de fruta, existen
restricciones para estas dos variables (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013,
17). De igual manera, los contenidos de vitamina C y hierro asociadas a las cuatro
frutas pequenfas, hacen de estas, productos potenciales para el desarrollo de alimentos
dirigidos a nifios en edad pre-escolar, teniendo en cuenta que durante esta etapa se
espera el sostenimiento de los niveles nutricionales adecuados para el desarrollo propio
de esa edad (Hernandez Rodriguez, 2001, 74).

Si bien la caracterizacién quimica de las materias primas, es fundamental para la
determinacién de los procesos de transformacion, en la actualidad, el establecimiento

de parametros fisicos surge como otro aspecto importante de la caracterizacion inicial.

Caracterizacion fisica
En la Tabla 21, se presentan los resultados obtenidos durante la determinacion

del color, de las cuatro frutas trabajadas en la presente investigacion.

Tabla 21. Resultados del andlisis fisico-quimico de las cuatro frutas pequefias

Parametro Fresa Mora Gulupa Uchuva
L 32,344 +1,5411 18,421 +£0,982 31,717 +1,792 62,411 + 1,692
a 27,113 +1,9597 5,558+ 1,145 6,246+ 1,530 22,843 + 1,463
Color b 15,719+ 2,1275 1,003 +0,303 3,338+0,825 50,824 +0,790
Nab 30,037+ 3,239 10,079+1,101 28,553 +6,320 65,925 + 0,954

c® 31,386+2,276 5,649+1,179 7,121 +1548 55,731+ 1,232
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Durante el analisis del color, los valores positivos de a y b, permiten establecer
que las cuatro frutas pequefias presentan tonalidades entre rojo y amarillo, colores
caracteristicos en frutas con alto contenido de carotenoides, sustancias responsables
de dicha coloracion (Wills et al., 1984, 100). Ademas, los resultados obtenidos para la
coordenada “a@” en todas las frutas, presentaron una relacion con el pH, como se
observa en la Figura 20, permitiendo establecer, que las frutas con pH entre 2,75y 3,2,
(mora y gulupa) tienden a tener menores valores de “a”, que las que poseen pH entre
3,3y 3,75 (fresa y uchuva). Es decir, en estas cuatro frutas, valores de pH bajos, se

asocian a coloraciones mas verdes que rojas.

Figura 20. Diagrama de dispersion entre los valores de pH y la coordenada “a” de color
de las cuatro frutas
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En cuanto a la asociacion tradicional que se tiene frente a que las frutas de color
oscuro aportan altos contenidos de hierro, el presente estudio mostré que no existe en
las cuatro frutas trabajadas, una tendencia definida frente a este comportamiento, como

se observa en la Figura 21, asociado a que como se menciond anteriormente, los
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contenidos de hierro en matrices vegetales dependen de diversos factores

agroecologicos.

Figura 21. Diagrama de dispersion entre los valores del contenido de hierro y la
luminosidad de las cuatro frutas
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Por otro lado, los valores de L en las cuatro frutas, se relacionan con
luminosidades claras (blancas), mientras que los obtenidos para el chroma o Cjyp,
asocian la uchuva y la fresa con mayores intensidades de color (>Cg), que los
obtenidos para la gulupa y la mora. Sin embargo, todos las frutas se relacionan con
intensidades de color medias-altas, caracteristicas de colores amarillos, naranjas y
rojos (Gupte, 2010, 83), mientras que el valor obtenido para el tono angular o hyy, de las
cuatro frutas, las ubican en el rango establecido para el color naranja (Gupte, 2010, 85),

como se muestra en la Figura 22.
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Figura 22. Diagrama del tono angular (hap)
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Fuente: Diagrama elaborado por el autor (Gupte, 2010, 85)

Las coordenadas de color establecidas experimentalmente, se encuentran en los
rangos reportados para la gulupa (Jiménez et al., 2011, 1914), la fresa y la mora
(Patras et al., 2009, 312), mientras que las determinadas para la uchuva difieren de las
reportadas en la literatura (Mendoza et al., 2012, 195), debido a la variacion en el
estado de madurez del material caracterizado, teniendo en cuenta que durante el
proceso de maduracion, se da la degradacion de la clorofila y sintesis de otros
compuestos responsables del color (Ruiz Lopez et al., 2010, 168), como las
antocianinas responsables de las coloraciones rojas, azules y moradas (Tosun et al.,
2008, 88). Lo anterior, permite establecer, que existe una relacién entre los °Brix, el pH
y el color de cada fruta, asociado a las reacciones que se generan durante los procesos
de maduracién. Sin embargo, para establecer dicha relacion, es necesario hacer el

seguimiento de las variables en frutos con diferentes niveles de maduracion (Torres,
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Montes, Pérez, & Andrade, 2013, 52), ya que, como se muestra en las Figuras 23 ay b,
para las cuatro frutas trabajadas, no se observo una tendencia definida entre dichas
variables, siendo la uchuva, la fruta con mayor valor de croma, pero presentando
también valores similares de soélidos solubles y pH a los observados para la gulupa y la

fresa respectivamente, frutas con valores de croma bajos.

Figura 23. Relacion entre los solidos solubles y el pH con el color (croma)
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Los resultados obtenidos durante la determinacion del color, son un ejemplo
claro de la heterogeneidad caracteristica de las frutas (Jiménez et al.,, 2011, 1914),
donde la distribucién de los pigmentos depende en gran medida del estado de madurez
de la misma y que se traduce en una variacion significativa de los valores obtenidos. De
igual manera, es importante recordar que el proceso de seleccion de las frutas para el
presente estudio se realizo teniendo en cuenta los dos Ultimos estados de madurez
reportados en la literatura, debido a las altas variaciones observadas durante la
adquisicidon de la fruta, especialmente para la fresa y la mora, de alli, que estas dos
frutas presenten las mayores variaciones en los valores analizados.

Finalmente, es importante destacar, la determinacion del color de las cuatro
frutas pequefias como punto de partida para el desarrollo del refresco dirigido a nifios
en edad pre-escolar, teniendo en cuenta que el color, juega un papel fundamental en
las preferencias de los nifios (Garcia de Moizat et al., 2011, 120), quienes se inclinan

por una mayor variedad de color a la hora de alimentarse (Zampollo et al., 2012, 61).

Caracterizacién microbiolégica
En la Tabla 22, se presentan los resultados del recuento de mesdbfilos, levaduras
y coliformes totales realizados a las cuatro frutas pequefias con y sin tratamiento de

desinfeccion.
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Tabla 22. Resultados de la caracterizacidbn microbiolégica

Fresa Mora Gulupa Uchuva
sin Mesoéfilos (UFC) 20x10°  40x10° 0 159
tratamiento  -evaduras (UFC) 10x10°  40x10? 0 50x10°
Coliformes totales (UFC) 2 0 0 0
Con Mesofilos (UFC) 0 1 0 0
tratamiento Lev.aduras (UFC) 0 60 0 0
Coliformes totales (UFC) 0 0 0 0
Mesofilos (UFC) 100 0,0025 N/A 100
% Remociéon Levaduras (UFC) 100 1,5 N/A 100
Coliformes totales (UFC) 100 N/A N/A N/A

La mayor presencia de microorganismos se obtuvo para las muestras de fresa y
mora, debido a la estructura caracteristica de estas dos frutas, que permite la
exposicion del material con el exterior. Ademas, la mora, al ser una polidrupa (estar
formada por la unién de varias drupas), permite el acceso y acumulacién de material
contaminante al interior del fruto (Sancho Barrantes y Barrona Cockrell, 1998, 119).

En el caso de la uchuva, el capacho actia como barrera primaria y protege el
fruto de contaminantes fisicos, quimicos y microbioldgicos, situacién similar a la gulupa,
cuya pulpa se encuentra inmersa en el interior del exocarpio, quien la protege hasta el
momento de su extraccion.

Por otro lado, los porcentajes de remocion calculados, permiten establecer que el
tratamiento de lavado y desinfeccion con acido peracético, fue el indicado, ya que
contribuye a la disminucion de la carga microbiana presente en las frutas.
Comportamiento observado también, durante la evaluacién de su efectividad para
disminuir la carga de esporas responsables de las alteraciones pos-cosecha de frutas y

hortalizas (Kyanko et al., 2010, 125).
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Finalmente, gracias a los resultados obtenidos, se puede afirmar que el
tratamiento de desinfeccion con acido peracético, permite obtener frutas que cumplen

con la normativa vigente, aptas para el desarrollo de refrescos.

Formulacion del refresco fortificado con hierro a partir de fresa, mora, gulupay
uchuva

Caracterizadas las cuatro frutas pequefias, se procedio al desarrollo del refresco.
A continuacién, se presentan los resultados obtenidos durante las dos fases
desarrolladas para llevar a cabo dicho proceso y obtener la formulacion final del

producto.

Fase |
En la Figura 24, se presentan los 9 prototipos obtenidos durante la primera fase,
los cuales fueron envasados en bolsas flexibles y almacenados bajo refrigeraciéon, hasta

su caracterizacion.

Figura 24. Refrescos obtenidos en la fase |
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Formulaciones: a. 141, b. 191, c. 986, d. 564 , .879 , f.156, g. 553, h. 456, i.710
Fuente: Foto tomada en el Laboratorio de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Pontificia
Bolivariana
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En la Tabla 23, se presentan los resultados de la determinacion de acidez

titulable, °Brix y pH, realizada a los 9 prototipos presentados anteriormente.

Tabla 23. Resultados de la caracterizacion quimica

Acidez
Prototipo (g &cido °Brix pH
citrico/100ml)
553 0,295+ 0,013 a 5,117 £ 0,133 a 3,263 +£ 0,005 a
564 0,362 + 0,009 b 6,567 £ 0,344 b,c 3,270 £ 0,005 a,b
141 0,537 £ 0,057 ¢ 9,317+0,172 d 3,280 + 0,026 b,c

879 0,464 £ 0,018 d 6,933+ 0,207 e 3,163+ 0,015d
986 0,499 +0,025c,d 6,850+0,122 c,e 3,165 + 0,005 d
456 0,478 £ 0,002 d 7,233 £ 0,459 f 3,290 + 0,006 c

191 0,532 + 0,020 c 6,183+ 0,313 g 3,103 £ 0,005 e
710 0,529 +0,015¢c 6,533+ 0,121 b 3,193 + 0,006 f
156 0,583+0,013e 6,783+0,172b,c,e 3,213+0,012¢g

Para cada columna no existe diferencia estadisticamente significativa entre los valores que
comparten una misma letra (prueba de Fisher con 95 % de confianza)

Las 9 formulaciones obtenidas, cumplen con los requisitos establecidos para los
niveles de acidez (minimo 0,2), sélidos solubles (méaximo 13) y pH (méaximo 4), descritos
en la normativa colombiana (Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2013, 17).
Ademas, en cada una de las variables determinadas, existieron diferencias
estadisticamente significativas entre las formulaciones, asociadas a los diferentes
porcentajes de fruta evaluados. Sin embargo, se presentaron también grupos
homogéneos, como el conformado por las formulaciones 879, 986 y 456, que presentan
el mismo contenido de gulupa y quienes no presentaron diferencia estadisticamente
significativa para el valor de acidez. Por otro lado, es importante destacar la relacion
directa entre los sélidos solubles y el contenido de fruta y azucar, observado en las
formulaciones 141 y 553, ya que la primera arroj6é el mayor valor de solidos solubles y

se caracterizo por presentar el mayor contenido de estos dos componentes, mientras
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que el prototipo 553, con el menor contenido de fruta, presentd el menor valor para esta

variable; no obstante, para las demas formulaciones no fue posible observar mas

claramente esta relacion, debido a las variaciones en el contenido de fruta, lo que

genero los grupos homogéneos observados. Los comportamientos anteriores, permiten

establecer, que no hay una tendencia definida para las variables quimicas evaluadas,

con respecto a los porcentajes de fruta adicionados, derivada de la heterogeneidad

observada durante la caracterizacién quimica, que se presento en el capitulo 3.1.1.

En los prototipos elaborados, se evalu6 también el color como parametro fisico,

relacionado con el contenido de fruta adicionado, cuyos resultados se presentan en la

Tabla 24.
Tabla 24. Resultados de la determinacion de color
Prototipo L a b hab c®

553 9,883+ 0,958a 8,867+0,704a,b 16,583+1,886a 61,738+2,163a,b 18,819+1,8794a,b
564 8,617 +0,813b 8,550+0,499a,b 14,733+1,451b 59,76aZbicl,488 17,040+ 1,472 a,c
141 7,833+0,754 b 8,083 + 1,088 c,d 13’15%icl’480 58,351 + 4,131 a,c 15’47c7die1,487
879 7,733+£0,795 b 8,217+0,59a 12,783+0,997c 57,229+1,728c,d 15,203 + 1,066 c,e
986 5,900 + 0,570 c 7,083 +0,880 c 9,567 + 1,056 d 53,503 + 2,259 d 11,913+ 1,295f¢
456 8,450+ 1,215b 8517+ 1,177a 14567+2,146b 59,65a9biCO,708 16,875 + 2,438 c,d
191 10,317 £ 0,631 a,d 8,967 +0,506 a,b 17,033 + 0,850 a 62,231+ 1,099 b 19,253+ 0,916 b
710 11,453+ 1,200d 9,633+1,417b 12,950 + 0,640 ¢ 53,480 + 5,066 d 16,204 + 0,597 c,d
156 8,350+ 0,960 b 8,333+£0,229a 11567+0,844c 54,130+2,550d,e 14,269 + 0,616 e

Para cada columna no existe diferencia estadisticamente significativa entre los valores que
comparten una misma letra (prueba de Fisher con 95 % de confianza)

Segun

los valores obtenidos para las coordenadas a y b,

las nueve

formulaciones presentan tonalidades entre rojo y amarillo, situacion esperada, si se

tienen en cuenta los resultados establecidos durante la caracterizacion de las frutas. Sin



93

embargo, todos los prototipos presentan una mayor tendencia hacia las tonalidades
amarillas que a las rojas, comportamiento contrario al observado para la fresa, la mora
y la gulupa durante la caracterizacion de las frutas, quienes presentaron mayor afinidad
por las tonalidades rojas. Lo anterior, permite establecer, que el proceso de
transformacién llevado a cabo para la obtencion de los refrescos, genera un cambio
importante en la cromaticidad.

En cuanto a la luminosidad, todos los prototipos se relacionan con valores claros
(blancos), observandose al igual que en las demas coordenadas grupos heterogéneos
(con diferencia estadisticamente significativa), derivada de las desviaciones estandar
obtenidas, asociadas a que durante los procesos de transformacion y almacenamiento
de los alimentos, se generan cambios de color debido a que pigmentos brillantes como
la clorofila, antocianinas y/o carotenoides se transforman por efecto del calor, en
pigmentos mas opacos (Kilcast y Subramaniam, 2011, 187). Por otro lado, el tono
angular presenta una tendencia entre 53,229 y 62,231, ubicando a las nueve
formulaciones en el rango de color establecido para el naranja (Gupte, 2010, 85).

Finamente, al comparar los valores de las coordenadas de color en los refrescos
con los obtenidos para las frutas, se observa como la disolucion de estas Ultimas
genera una disminucion en la luminosidad y el croma, y un aumento en el tono angular.
Dicho comportamiento se asocia a los cambios generados durante los procesos de
transformacion y almacenamiento de los alimentos, debido a que pigmentos brillantes
como la clorofila, antocianinas y/o carotenoides se transforman por efecto del calor en
pigmentos mas opacos (Kilcast y Subramaniam, 2011, 187).

Los resultados anteriores, son un ejemplo claro de los cambios de color que se

generan durante el procesamiento de alimentos, de alli, que esta variable, se utilice
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como indicativo de calidad, y se adicionen sustancias como ascorbatos, para regular los
cambios de color en bebidas a nivel industrial (Lea, 1994, 34).

Si bien las caracteristicas quimicas y fisicas de los productos alimenticos son
importantes para determinar si cumplen o no con los parametros establecidos en la
norma, a la hora de realizar un desarrollo de este tipo, el analisis sensorial es
fundamental, pues en sus resultados radica la aceptacién o rechazo de un alimento. En
las Tablas 25, 26 y 27, se presentan los resultados obtenidos durante la evaluacion
sensorial de los 9 prototipos desarrollados, incluyendo la calidad sensorial y el % de

aceptacion de cada muestra.

Tabla 25. Resultados durante el analisis sensorial (color, olor y sensaciones)

Muestra Color Olor/argm_a _Olor Sen_sacién Sensacién
caracteristico objetable astringente picante

553 4,600 +0,346 5,467 + 0,153 0 1,033 + 0,058 0,100+ 0,1
564 5,400 +0,900 5,633+0,115 0 1,067 +0,153 0,133+ 0,115
456 4,200+ 0,100 4,667 0,153 0 1,133+ 0, 208 0,000
141 5,833+ 0,058 5,200 + 0,346 0 0,833 + 0,058 0,000
156 5,300 £ 0,265 4,800 + 0,100 0 0,633+0,115 0,133 + 0,058
879 5,400+0,173 5,133+0,115 0,067 +0,058 0,700+ 0,361 0,100 + 0,100
191 5967 +0,115 5,300 + 0,00 0 0,533+ 0,058 0,067 + 0,058
986 5833+0,115 4,933 + 0,058 0 0,500 + 0,100 0,000
710 4600+0,173 4,667 0,231 0 0,533+0,231 0,067 +0,115

Las nueve formulaciones evaluadas, presentaron intensidades entre medias (4) e
intensas (6) para el color y aroma caracteristico, derivados de las cuatro frutas
utilizadas, mientras que las intensidades de sensaciones astringentes y picantes se

ubicaron entre ausentes (0) y leves (1).
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Muestra Sabor acido Sabor dulce Sabor mora Sabor gulupa usc?]t:f\’/; Sabor fresa
553 2,233+0,058 2,400+0,173 2,933+0,231 2,100+0,361 1,800+ 0,200 2,767 + 0,115
564 3,033+0,289 3,200+ 0,200 3,433+0,416 2,300+0,458 2,400+ 0,200 3,233+ 0,208
456 3,733+£0,404 2,933+0,231 2,833+0,058 3,233+0,208 3,200+ 0,173 3,233 + 0,503
141 3,733+0,153 3,667 +0,253 3,967 £ 0,153 2,700+ 0,100 2,533 +0,208 3,600 + 0,100
156 3,067 £ 0,321 2,533+0,208 3,100+ 0,265 3,000+0,265 2,767 +0,115 2,567 + 0,321
879 3,233+0,115 2,967 +0,115 3,000+ 0,200 3,367 £0,551 2,267 + 0,153 2,667 + 0,153
191 4,100 £ 0,00 2,467 +0,289 3,067 £0,115 3,900+ 0,173 2,967 + 0,289 2,267 + 0,115
986 2,967 + 0,153 3,267 + 0,153 3,233+0,153 2,967 + 0,503 2,700+ 0,173 2,600+ 0,173
710 2,600+ 0,00 2,600+0,100 2,667 +0,351 2,933+0,208 2,467 +0,058 2,667 + 0,231

Los resultados obtenidos durante la evaluacion de los sabores presentes en los
prototipos, permiten establecer, que el sabor a mora fue el mas predominante, si se
tiene en cuenta que en la muestra 553 donde el aporte fue igual para las cuatro frutas,
el sabor con mayor reconocimiento por parte de los evaluadores fue la mora. De igual
manera, en el prototipo 156, donde la gulupa y la uchuva estaban en mayor cantidad,
se reconocio este sabor como el de mayor intensidad. En cuanto a la presencia de
sabores &cidos y dulces, los resultados se relacionan con la acidez caracteristica de
cada fruta, teniendo en cuenta que las cuatro, son consideradas como frutas de alta
acidez (pH< 4). Este comportamiento, se puede observar en el prototipo 191, que
presentdé la mayor intensidad del sabor &cido y que corresponde a la formulacion con
mayor contenido de gulupa y mora, frutas que presentaron el mayor contenido de

acidez, durante la caracterizacion quimica inicial.
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Tabla 27. Resultados durante el analisis sensorial (calidad general y aceptacion)

Calidad general % A ién
Muestra e L Media r(éiﬁ;i%?%/
553 62,77 38,9 100
564 100 0 100
456 94,33 5,67 100
141 94,33 5,67 100
156 83 17 100
879 94,33 5,67 100
191 60 40 100
986 75,33 24,67 100
710 72,33 27,67 100

Los nueve prototipos presentaron variaciones en los 12 descriptores evaluados
que se tradujeron a su vez en diferencias durante la determinacién de la calidad general
de cada muestra, sin embargo, todos los prototipos alcanzaron una aceptacion del 100
%, debido a que la calidad general fue mayor al 3,5 (valor menor a la categoria media
de calidad).

El comportamiento anterior, no permitié la realizacion del andlisis estadistico
correspondiente a la metodologia Taguchi “Mayor es mejor”, teniendo en cuenta que la
variable respuesta “aceptacion sensorial” presentd en todos los prototipos la misma
calificacién numérica (100 %), por lo que seria imposible, llevar a cabo la optimizacién
de dicho valor.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de la Fase I, permiten establecer,
que las cuatro frutas evaluadas pueden ser aprovechadas para el desarrollo de
alimentos, incluyendo refrescos mixtos de fruta, que cumplen con los parametros
establecidos en la norma nacional para este tipo de productos y presentan

caracteristicas sensoriales a tractivas para la poblacion infantil.
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Culminada la fase I, se procedio con el desarrollo de la fase Il, correspondiente a
la elaboracion de los refrescos adicionados con hierro, donde la concentracion de este

mineral se adiciond6 como un nuevo factor.

Fase Il

Debido a la aceptacién sensorial de los 9 prototipos elaborados durante la
determinacion de la formulacién estandar del refresco, se seleccionaron los niveles de
mayor porcentaje de fruta (6,75 y 10 %) para el nuevo disefio experimental, con el fin de
obtener un refresco con mayor contenido de fruta y por tanto aprovechar en mayor
proporcién las cuatro frutas pequefias trabajadas.

En la Figura 25, se presentan los 8 prototipos obtenidos durante la evaluacion de

la formulacién del refresco mixto fortificado con hierro.

Figura 25. Refrescos obtenidos durante la fase Il

|

( ‘
. .
y v "
Fotografia de las 8 formulaciones: a. 517, b. 264, c. 844, d. 527 , e.190, f.273, g. 944, h. 593
Fuente: Autor

a b

En la Tabla 28, se presentan los resultados de la determinacion de acidez

titulable, °Brix y pH, realizada a los 8 prototipos evaluados.
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Tabla 28. Resultados de la caracterizacion quimica
Acidez
Prototipo (g &cido °Brix pH
citrico/100ml)
517 0,461 + 0,006 a 6,967 + 0,052 a 3,187 + 0,006 a
264 0,625+0,079a,b 8,350%+0,122 b 3,163+ 0,006 b
844 0,588 £ 0,006 a,b 9,967 £ 0,052 ¢ 3,173 + 0,006 c
527 0,645 £ 0,012 a 11,583+0,842d 3,180+ 0,001 a,c
190 0,631 + 0,027 c 9,917+ 0,075 c 3,103+ 0,006 d
273 0,653 +0,009 b 10,933+0,472e 3,103+ 0,006 d
944 0,633+0,033a,b 9,850%0,207 c 3,147 + 0,006 e

593 0,633+0,017a 11,033+0,082e 3,270 + 0,006 a
Para cada columna no existe diferencia estadisticamente significativa entre los valores que
comparten una misma letra (prueba de Fisher con 95 % de confianza)

Al igual que en la fase anterior, los 8 prototipos cumplen con la normativa
colombiana vigente establecida para los niveles de acidez (minimo 0,2), sélidos
solubles (maximo 13) y pH (méximo 4) en refrescos de fruta (Ministerio de Salud y
Proteccion Social, 2013, 17). Ademas, existieron grupos homogéneos, como los
observados durante la determinacion de sélidos solubles, donde se refleja claramente,
la dependencia que tiene esta variable con los contenidos de fruta, asi, los mayores
valores de solidos solubles fueron alcanzados por las formulaciones con mayor aporte
de fruta (36,75 %): 527, 273 y 259, seguidos por los prototipos con 33,5 % (944, 190,
844) y 30,25 % de fruta (264), para finalmente tener el prototipo 517 quien arrojo el
menor contenido de solidos solubles, al ser la formulacion con el menor contenido de
fruta (27 %), permitiendo establecer que existe una tendencia directa entre el contenido
de fruta adicionado en el refresco y los sélidos solubles finales. No obstante, en cada
una de las variables determinadas, existieron diferencias estadisticamente significativas

entre las formulaciones, asociadas a los diferentes porcentajes de fruta evaluados.
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De igual manera, es importante tener en cuenta, que en los 8 prototipos
anteriores se adiciono el compuesto de hierro responsable de la fortificacion, que al no
ser 100 % hierro, puede generar un incremento en los valores de solidos solubles si
dentro de su matriz presenta sustancias como maltodextrina o gomas (Cano-Chauca et
al., 2005, 423).

En los 8 prototipos elaborados, se evalu6 también el color como parametro fisico,

relacionado con el contenido de fruta adicionado, cuyos resultados se presentan en la

Tabla 29.
Tabla 29. Resultados de la determinacion de color
Prototipo L a b hao c®

517 54,724 + 2,274

5,717 £ 0,912 a,b 6,250+ 0,936a 8,883+1562a a 10,879+ 1,769 a
264 8,550 + 0,946 55,200 + 1,398

5,167 £0,499 a,b,c 5,917+0,380a ab a 10,401 +£ 0,987 a
844 55,234 + 1,347

5,350+ 0,75 a,b 5980+0,740a 8,680+1,510a a 10,548 + 1,659 a
507 7,467 + 1,322 48,535 + 2,819

5,185+0,899 a,b,c 6,517+0,495a ab b 9,924 + 1,317 a,b
190 54,137 + 2,947

5,183 + 0,706 a,c 6,233+0,806a 8,667 +1,306a a 10,689 + 1,439 a
273 55,567 + 2,630

4,120+ 0,380 c 4850+0,330b 7,100+0,660b a 8,607 +£0,631b
944 53,251 + 1,841

5,767 £ 0,715 a,c 8,052 +0,446¢c 10,783+0,467c a 13,465+ 0,483 ¢

593 6,270 + 0,359 b 8,050+0,932¢c 10,717+1,025c 53,143+1,690a 13,409+1,329c

Para cada columna no existe diferencia estadisticamente significativa entre los valores que
comparten una misma letra (prueba de Fisher con 95 % de confianza)

Segun los valores obtenidos para las coordenadas a y b, todos los prototipos
presentan tonalidades entre rojo y amarillo, y se relacionan con luminosidades claras.
En este caso, al igual que durante la evaluacion de los prototipos de la fase uno, se

observan grupos sin diferencia estadisticamente significativa para cada variable, debido
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nuevamente a los cambios que se presentan durante el proceso de transformacion y a
gue en la investigacion no se adicionaron colorantes u otras sustancias que se utilizan
en la industria para estandarizar el color.

Por otro lado, los valores del croma, permiten establecer que el prototipo 273 fue
quien presentd menor intensidad de color, asociado al valor obtenido para la
coordenada a, siendo éste quien presentd menor magnitud para esta variable. Mientas
que el tono angular de las ocho formulaciones las ubican en el rango de color
establecido para el naranja (Gupte, 2010, 85).

Finamente, al comparar los valores de las coordenadas de color en los refrescos
con los obtenidos para las frutas, se observa como la disolucion de estas ultimas
genera una disminucion en la luminosidad y el croma, mientras que se genera un
aumento en el tono angular.

Como se mencioné anteriormente, a la hora de realizar un desarrollo de
producto, el analisis sensorial es fundamental, pues en sus resultados radica la
aceptacion o rechazo de un alimento. En las Tablas 30, 31 y 32, se presentan los
resultados obtenidos durante la evaluacion sensorial de los 8 prototipos desarrollados,

incluyendo la calidad sensorial y el % de aceptacion de cada muestra.
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Tabla 30. Resultados durante el analisis sensorial (color, olor y sensaciones)

p : Olor/aroma Olor Sensacion Sensacion
rototipo Color P . ; .
caracteristico  objetable astringente picante

517 5433 +0,321 5,000 £ 0,265 0,000 0,200 + 0,000 0,067 + 0,058
264 6,100 + 0,346 5,167 + 0,208 0,000 0,300 £ 0,100 0,167 + 0,153
844 6,000 £ 0,173 5,333+0,416 0,000 0,467 £ 0,058 0,067 + 0,058
527 6,400 + 0,100 5,300 £ 0,200 0,000 0,367 £ 0,058 0,133 +0,115
190 6,267 + 0,115 5,667 £ 0,153 0,000 0,433 £ 0,058 0,167 + 0,058
273 6,233 +0,115 5,467 + 0,351 0,000 0,300 £ 0,000 0,100 + 0,010
944 5,733+0,115 5,200+ 0,300 0,033 +0,058 0,400+ 0,100 0,033 + 0,058
593 5,767 + 0,058 5,433 + 0,289 0,000 0,267 £ 0,115 0,100 + 0,017

Las ocho formulaciones evaluadas, presentaron intensidades entre medias/altas

(5) e intensas (6) para el color y aroma caracteristico, derivados de las cuatro frutas

utilizadas, mientras que las intensidades de sensaciones astringentes y picantes fueron

ausentes. Por otro lado, al comparar estos resultados con los obtenidos para los nueve

prototipos de la fase anterior, se refleja el efecto que presenté la adicion del compuesto

de hierro (bisglicinato ferroso) sobre la intensidad del color, sin embargo, los resultados

para el olor objetable, permiten establecer que el compuesto de hierro, no genera olores

residuales molestos al consumidor.

Tabla 31. Resultados durante el analisis sensorial (sabor)

Prototipo Sabor acido Sabor dulce Sabor mora Sabor gulupa usc?w?ﬁ/; Sabor fresa
517 3,400+ 0,346 2,800+0,173 3,300+0,265 3,033+0,252 2,400+0,173 2,767 + 0,208
264 3,300 £ 0,265 2,900 + 0,200 3,500+ 0,265 3,033 +0,252 2,300+ 0,200 2,567 + 0,208
844 3,467 £ 0,115 3,467 + 0,208 4,067 £0,115 3,000+ 0,173 2,633 +0,153 3,033+ 0,289
527 3,433+0,231 3,600+0,173 4,100+0,173 2,833+0,321 2,400+ 0,265 3,267 + 0,058
190 3,500 + 0,265 3,500 + 0,265 4,200+ 0,100 3,533+ 0,058 2,500+ 0,100 2,633+ 0,153
273 3,333+0,058 4,167 +0,153 4,167 £0,321 2,967 + 0,252 2,233 + 0,058 3,000 + 0,346
944 3,433+0,321 3,400+ 0,265 3,933+0,231 2,933+0,208 2,400+ 0,000 2,767 + 0,153
593 3,400+ 0,000 3,633 +0,153 3,733+0,231 3,067 +0,252 2,567 +0,058 3,167 + 0,306
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Los resultados obtenidos para la evaluacion de los sabores, permiten establecer
que la mora es el sabor con mayor percepcion por parte de los panelistas, si se tiene en
cuenta que en los 8 prototipos evaluados, el sabor a mora fue el percibido con mayor
intensidad, es decir la variacion en los porcentajes de fruta no afecta dicha
caracteristica, aun asi, los prototipos que mayor aporte de mora tuvieron dentro de su
formulacion (844, 527, 190 y 273) se asociaron con una mayor percepcion de su sabor.
Por otro lado, el sabor dulce, estuvo directamente relacionado con la cantidad de
azucar utilizado en cada formulacion, presentando los mayores valores de su
percepcion los prototipos con mayor contenido de azucar (527, 273 y 593). El
comportamiento anterior, permite establecer que existe una relacion entre el sabor
dulce de los prototipos y los sélidos solubles correspondientes, asociado al contenido
de azucar adicionado. Finalmente al comparar los resultados obtenidos con los
establecidos en las nueve formulaciones de la fase 1, se observa que en ambos casos
las intensidades de sabor &cido y dulce fueron similares, lo anterior debido a que el
contenido de azucar adicionada se relacion6 con el contenido de fruta para cada

prototipo.
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Tabla 32. Resultados obtenidos durante el analisis sensorial (calidad general y

aceptacion)
Prototipo Calidad general % égiﬁ;azcc:%z/
517 81,00 19,00 100
264 86,67 13,33 100
844 100,00 0,00 100
527 100,00 0,00 100
190 100,00 0,00 100
273 100,00 0,00 100
944 76,67 23,33 100
593 86,67 13,33 100

De los ocho prototipos evaluados, cuatro presentaron una calidad general alta
del 100 %, comportamiento relacionado con el alto contenido de mora, fruta asociada
con sabores florales (Du et al., 2010, 1080) y aromas a miel y caramelo (Du, Finn, y
Qian, 2010, 1127). Sin embargo, al igual que durante la primera fase del
establecimiento de la formulacién del refresco, los valores de calidad general de los
prototipos, permitieron establecer un aceptaciéon del 100 % para todos ellos. La
situacién anterior, es evidencia clara, que a partir de los excedentes de cosecha de
fresa, mora, gulupa y uchuva, se pueden desarrollar productos innovadores que pueden
ser incluidos dentro de la dindmica creciente actual de los alimentos naturales y
funcionales, como alternativa de aprovechamiento y generacion de valor agregado en
las cadenas productivas de dichos frutales.

Finalmente, debido al comportamiento obtenido durante el analisis sensorial de
las 8 formulaciones evaluadas, que presentaron una aceptacion del 100 %, al igual que
en la primera fase, no fue posible realizar el analisis estadistico correspondiente a la
metodologia Taguchi “Mayor es mejor”, razdn por la cual, la seleccién del prototipo final,

se realizo teniendo en cuenta que la presente investigacion busca alternativas de
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aprovechamiento de las cuatro frutas pequefias, y la formulacion de un producto
fortificado con hierro, es decir, se selecciond el prototipo 527, por ser el que permitio la
mayor incorporacion de fruta y hierro dentro de su formulacion.

Con el cumplimiento de la fase Il, es posible establecer que el desarrollo de
refrescos fortificados con hierro a partir de la mezcla de fresa, mora, gulupa y uchuva,
son una buena alternativa para el aprovechamiento de las mismas y para la generacion
de productos fortificados con diferentes aportes de hierro, dirigidos a nifios en edad pre-
escolar, dada la aceptacion sensorial de los mismos.

Seleccionada la formulacion del refresco final, se procedio a la determinacion del
contenido real de hierro en el producto y se llevé a cabo la cuantificacién de vitamina C,

pardmetro asociado a la bio-disponiblidad de hierro.

Cuantificacion del contenido de hierro y vitamina C en el refresco final
Seleccionado el producto, se realizd la cuantificacion del hierro y la vitamina C
presentes en una porcion de 250 ml del refresco, cuyos resultados se presentan en la

Tabla 33.

Tabla 34. Resultados de la cuantificacion de hierro y vitamina C en el refresco

Parametro Refresco
Hierro (mg/250 ml) 4,1875 + 0,042
Vitamina C por HPLC (mg/250 ml) 23,071 + 2,707

Vitamina C por colorimetria (mg/250 ml) 20,174 + 1,910

Los resultados anteriores, permiten confirmar que el refresco desarrollado, aporta
el 40 % del valor diario recomendado de hierro. Ademas, presenta mayor contenido de

vitamina C que una porcion de mora, gulupa o uchuva, aportando el 71,87 % del valor
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diario recomendado de esta vitamina para nifios entre 6 meses y cuatro afios (Ministerio
de la Proteccion Social, 2011, 17). De igual manera, el contenido de esta vitamina en el
refresco desarrollado, se encuentra dentro del rango establecido por la USDA para
bebidas con mas del 3 % de fruta y altos en vitamina C “Fruit juice drink, greater tan 3
% juice, high vitamin C”, haciendo que el refresco a partir de fresa, mora, gulula y
uchuva, fortificado con hierro, sea una buena alternativa de producto, para incorporar la
vitamina C, en la dieta de la poblacion en edad pre-escolar. Sin embargo, es importante
tener en cuenta, que durante el proceso de almacenamiento se puede generar la
degradacion de esta vitamina en el producto, por lo que la expresion anterior debe
ajustarse segun el valor final en el producto.

Establecido el contenido de vitamina C en el refresco desarrollado, se procedio a
la determinacién del material de empaque del mismo, por medio de un estudio de vida

atil.

Estudio de vida util

Seleccionado el refresco a partir de la mezcla de fresa, mora, gulupa y uchuva
fortificado con hierro dirigido a nifios en edad pre-escolar, se desarrollé el estudio de
vida util, siguiendo el pH y caracteristicas nutricionales y microbiol6gicas, cuyos

resultados se presentan en la Tabla 34.
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Tabla 33. Resultados del seguimiento del pH durante el estudio de vida util

Tiempo de
almacenamiento Estructura pH
(Dias)
0 3,25
28 . 3,32
57 Flexible 3.25
66 3,24
0 3,25
26 3,31
Envase PEAD
57 3,24
62 3,25

En términos generales, los valores de pH del refresco envasado en las dos
estructuras, se mantuvieron dentro de un rango estable durante el tiempo de
evaluacion, cumpliendo con el parametro establecido en la normativa colombiana de
méaximo 4 (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013, 17).

En cuanto al seguimiento de la calidad microbiolégica, en la Tabla 35, se
observan los resultados obtenidos, para las dos estructuras, y los cuales, permiten
establecer que el refresco envasado en ambos materiales de empaque, cumple durante
el tiempo de evaluacidén con las especificaciones microbioldgicas establecidas en la
normativa colombiana (Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2013, 18). Lo anterior
asociado a las buenas practicas de manufactura (BPM), que se siguieron durante el
proceso de transformacion de las frutas, y que incluyeron lavado y desinfeccién de
materias primas, equipos e implementos. Ademas, el proceso de pasteurizacion lenta
llevado a cabo, también contribuy6 a que el producto permaneciera estable durante su
almacenamiento, presentando siempre resultados de los recuentos de mesofilos,

mohos y levaduras, por debajo de los rangos especificados.
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Tabla 34. Resultados del seguimiento microbiolégico durante el estudio de vida

atil
Tiempo de Recuento de A TICE Recuento
. ‘g . mohos y )
almacenamiento Estructura mesofilos aerobios levaduras de E.coli
(Dias) (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
0 <10 <10 de mohos <10

<10 de levaduras

. <10 de mohos
23 Flexible <10 <10 de levaduras <10

54 10 20 de mohos <10 <10
de levaduras

<10 de mohos

0 <10 <10 de levaduras <10
Envase <10 de mohos
23 PEAD <10 <10 de levaduras <10
<10 de mohos
<
>3 20 <10 de levaduras 10
Especificaciones* 100-300 10-100 <10

e Resolucién 3929 de 2013 (Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2013)

Finalmente, en cuanto a la calidad sensorial, en las Figuras 26 y 27, se
presentan los resultados del seguimiento realizado al refresco envasado en las dos

estructuras evaluadas.
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Figura 26. Resultados del seguimiento sensorial del producto envasado en bolsa
flexible transparente
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En el caso del refresco envasado en bolsa flexible transparente, es posible
observar como el color, sabor dulce y sabor acido, permanecieron constantes durante
todo el estudio, mientras que se refleja una leve disminucion del olor y sabor
caracteristico del producto a partir del dia 30 de almacenamiento. Finalmente, es
importante destacar que la disminucién de la calidad general del refresco, se asocié no
solo a la alteracion de los descriptores anteriores, sino también a la aparicion de sabory

olor objetable después del dia 40 de analisis.
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Figura 27. Resultados del seguimiento sensorial del producto envasado en estructura
PED
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Para el producto envasado en estructura PED, se observa también una
tendencia estable para los descriptores de color, sabor dulce y sabor acido. Sin
embargo, se refleja una disminucibn mas marcada en el olor y sabor caracteristico,
asociado a la aparicibn de sabor y olor objetable después de los dias 15 y 35 de
analisis.

Al comparar los resultados obtenidos para las dos estructuras evaluadas, es de
gran importancia observar, como el refresco envasado en la bolsa flexible transparente,
solo presenta la aparicion de sabor y olor objetable en los dias 43 y 49
respectivamente, mientras que en el refresco envasado en la estructura de polietileno,
el sabor objetable fue percibido desde el dia 14 de almacenamiento y el olor objetable
desde el dia 37. Lo anterior se encuentra asociado a notas metalicas y a la aparicidon de
olor asociado al material de empaque, comportamiento que contribuy6 a la aceptacion o

rechazo de las muestras, como se presenta en la Tabla 36, donde el refresco mixto
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fortificado con hierro almacenado en la bolsa flexible, presenta mayor estabilidad en el

tiempo que el envasado en la estructura de polietileno.

Tabla 35. Seguimiento a la aceptacion del refresco durante el estudio de vida (til

Tiempo de
almacenamiento 2 14 22 30 37 43 49 51
(Dias)
Atributo Bolsa flexible transparente
Aceptacién/rechazo A A A A A A A R
Tiempo de
almacenamiento 2 14 22 30 37 43 47
(Dias)

Atributo Envase de polietileno
Aceptacion/rechazo A A A A A A R

Los resultados anteriores, permiten establecer, que el material de empaque
recomendado para el envasado del refresco a partir de fresa, mora, gulupa y uchuva
fortificado con hierro dirigido a nifios en edad pre-escolar, es la bolsa transparente
flexible, ya que su estructura permite conservar por mayor tiempo las caracteristicas

fisico-quimicas, microbiolégicas y sensoriales del producto desarrollado.

Finalmente, es importante aclarar que durante el estudié de vida util, no se
realizé el seguimiento al contenido de hierro total, puesto que este compuesto al ser un
mineral, no es susceptible a procesos de degradacion asociados a variables de
almacenamiento como temperatura, humedad o luz, y su alteracion se asocia solo a
cambios en la estructura quimica (Bello Gutiérrez, 2000). De igual manera, no se realizo
el seguimiento al contenido de vitamina C durante la vida util, debido a que esta

vitamina ha sido trabajada en diversas investigaciones encontradas en la bibliografia,
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las cuales han permitido establecer que a temperaturas altas, mayor es su pérdida o
degradacion (Burdrulu, Koca, y Karadeniz, 2006, 211; Ordénez-Santos, Portilla, y
Rodriquez, 2013, 44; Sanchez-Chavez et al., 2015, 11), y que bajas temperaturas de
almacenamiento contribuyen a la disminucion de su velocidad de degradaciéon (Gliguem
y Birlouez-Aragon, 2005, 891; SteSkova, Morochovi¢ova, y LeSkova, 2006, 55), al igual
que la adicién de azucar durante la obtencidén de bebidas de fruta (Sapei y Hwa, 2014,
62). Ademas, se ha demostrado que la pérdida de vitamina C en bebidas pasteurizadas
almacenadas entre 4 y 8 °C esta entre 80 y 90 % en el dia 30, y que la adicion de
conservantes acelera el proceso de su degradacion, sobrepasando el 97 % de la
vitamina C pérdida durante el almacenamiento (Cvetkovic y Jokanovic, 2009, 1). Segun
esto, y teniendo en cuenta los resultados del aporte de vitamina C determinado
anteriormente en el refresco desarrollado, el contenido final de esta vitamina en el
producto, después de 30 dias de almacenamiento bajo refrigeracion, estara entre
2,3071 y 4,614 mg por cada porcion de 230 ml, equivalente al 14 % del VDR de esta
vitamina para los nifios entre 6 y 48 meses. El calculo anterior es un buen acercamiento
a la determinacién del comportamiento del contenido de vitamina C en el refresco
durante su almacenamiento, dado que el seguimiento durante todo el proceso puede

ser elevado, asociado a las técnicas analiticas disponibles para su cuantificacion.
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Conclusiones y recomendaciones
En la presente investigacion se desarrolld un refresco a partir de la mezcla de
fresa, mora, gulupa y uchuva, fortificado con hierro dirigido a nifios en edad pre-escolar.
Las conclusiones que se obtuvieron después de realizar dicho proceso de investigacion
fueron las siguientes:

e Las cuatro frutas pequefas pueden ser consideradas como materias primas
potenciales para el desarrollo de alimentos dirigidos a la poblacioén infantil, dados
los resultados obtenidos durante la caracterizacion quimica vy fisica.

e Las cuatro frutas, pueden ser consideradas como alimentos con “alto contenido”
de vitamina C, dado que una porcion de 100 g aporta entre el 31,25 % y 84,37 %
del valor diario recomendado de esta vitamina para nifios en edad pre-escolar.

e El desarrollo del método para la cuantificacion de la vitamina C por U-HPLC que
se inici6 durante la ejecucion de la presente investigacion, es una buena
alternativa para generar un método estandar que permita caracterizar diversas
frutas, como punto de partida para los procesos de desarrollo de nuevos
productos alimenticios.

e Los resultados de la determinacion de color, permitieron establecer que existe
una relacion entre el pH y la coordenada de color “a” caracteristica de
representar las tonalidades de verde a rojo. Asi, las frutas con pH entre 2,75 y
3,2, (mora y gulupa) tienden a tener menores valores de “a”, que las que poseen
pH entre 3,3 y 3,75 (fresa y uchuva). Es decir, en estas cuatro frutas, valores de

pH bajos, se asocian a coloraciones mas verdes que rojas.
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En las cuatro frutas trabajadas no se observé el comportamiento tradicional, que
asocia las frutas mas oscuras con mayores contenidos de hierro, dado que los
resultados obtenidos no mostraron una tendencia definida para estas dos
variables.

La determinacién del color de las cuatro frutas pequefias como punto de partida
para el desarrollo del refresco dirigido a niflos en edad pre-escolar, juega un
papel fundamental en las preferencias de los nifios, quienes se inclinan por una
mayor variedad de color a la hora de alimentarse.

Segun los resultados obtenido durante la evaluacion del porcentaje de remocién
de carga microbiana, el tratamiento de desinfeccibn con acido peracético,
permite obtener frutas que cumplen con la normativa vigente, aptas para el
desarrollo de refrescos.

Las cuatro frutas evaluadas pueden ser aprovechadas para el desarrollo de
alimentos, incluyendo refrescos mixtos de fruta, que cumplen con los pardmetros
establecidos en la norma nacional para este tipo de productos y presentan
caracteristicas sensoriales atractivas para la poblacion infantil.

El refresco desarrollado es una buena alternativa para incluir dentro de los
planes nutricionales balanceados que busquen incrementar el aporte de hierro
en la dieta de la poblacién infantil.

El desarrollo de refrescos fortificados con hierro a partir de la mezcla de fresa,
mora, gulupa y uchuva, son una buena alternativa para el aprovechamiento de

las mismas y para la generacién de productos fortificados con diferentes aportes
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de hierro, dirigidos a nifios en edad pre-escolar, dada la aceptacién sensorial de
los mismos.

e El refresco desarrollado, aporta el 71,87 % del valor diario recomendado de
vitamina C para nifios entre 6 meses y cuatro afos, lo que hace que este
producto pueda ser demarcado como “Alta fuente” de vitamina C.

e El refresco envasado en la bolsa flexible transparente, present6 la aparicion de
sabor y olor objetable en los dias 43 y 49 respectivamente, mientras que en el
refresco envasado en la estructura de polietileno, el sabor objetable fue percibido
desde el dia 14 de almacenamiento y el olor objetable desde el dia 37. Lo
anterior relacionado con la aparicion de notas metalicas y de olor asociado al
material de empaque.

e El material de empaqgue recomendado para el envasado del refresco a partir de
fresa, mora, gulupa y uchuva fortificado con hierro dirigido a nifios en edad pre-
escolar, es la bolsa transparente flexible, ya que su estructura permite conservar
por mayor tiempo las -caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas vy

sensoriales del producto desarrollado.

De acuerdo a las conclusiones alcanzadas en la presente investigacion se plantean
algunas recomendaciones para dar continuidad al proceso de aprovechamiento de las

cuatro frutas y generacion de nuevos productos a partir de las mismas:

e Continuar con el desarrollo de una metodologia que permita la cuantificacion de
la vitamina C presente en frutas, como punto de partida para la caracterizacion

de las mismas.
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Es importante, en futuros trabajos, evaluar la bio-disponibilidad del hierro
presente en el refresco desarrollado por medio de ensayos pre-clinicos, que
permitan establecer su potencial a nivel nutricional.

Establecer la cinética de degradacion de la vitamina C presente en el refresco,
dado que el empaque seleccionado es transparente y puede afectar el contenido
final de esta vitamina.

Continuar con el proceso de desarrollo de bebidas a partir de estas cuatro frutas,
evaluando nuevas sustancias edulcorantes y sus efectos en las caracteristicas
sensoriales del producto final, dada la preocupacion mundial por disminuir el
consumo de azucar.

Evaluar el proceso de escalado del producto desarrollado, con el fin de lograr su
optimizacién como parte fundamental para que el refresco pueda ser producido a

nivel industrial.
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Anexo A. Protocolo de la determinacion de pH

IS

SGR. Sisteta General de Regalias

Regalias para la Ciencia, la Tecnologfa y la Innovacion

Elabord: Angélica Maria Serpa G.

Jaime Alejandro Barajas G.
Protocolo!paralla!

determinacién!del!pH! Aprobd: Lina Maria Veléz Acosta

Revisé: Gustavo Adolfo Hincapié

Objetivo! Estandarizar el proceso de determinacion de pH en muestras liquidas.

Inicia con la preparacion de la mezcla y culmina con la lectura del pH en el
Alcance! . .

equipo correspondiente.
Método! AOAC 981.12/05 Adaptado.
Campolde! Esta metodologia se puede aplicar a muestras liquidas y semiliquidas, cuyo pH
aplicacion!! esté en el rango de 3-12.

1. Descripcion!del'método!

El método consiste en realizar un andlisis quimico potenciométrico para la determinacion del pH
en muestras liquidas y semi-liquidas.

2. Materialeslylequipos!

Equipos! Materiales!
pH- metro digital de mesa, en este casose - Tubos falcén de 50 mL.!
empled un Lab 850 Schott instruments. ! - Agua destilada.!

Pafio suave.!
Frasco lavador.!
Soluciones buffer Schott instruments!

En la figura 1 se puede observar el pH- metro Lab 850 Schott instruments.

Figura!l. pH-metro Lab 850 Schott Instruments

Todas las mediciones de pH se deben realizar por triplicado para cada muestra
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3. Diagramaldelflujo!!

Recomendaciones!
# No tocar con las manos el recubrimiento de vidrio del electrodo, para evitar el

deterioro del mismo.!

En la figura 2 se presentan los pasos secuenciales que se deben tener en cuenta para la
determinacion del pH en las muestras.

DETERMINACION!DE!pH!

A. Encendido del equipo
L .

B. Calibracion

C. Preparacion de la muestra

D. Lectura

E. Disposicion del electrédo

Figura!l. Diagrama de flujo para la determinacion de pH

4. Descripcion!del!proceso!

A. Encendidoldellequipo:!

Encender el pH-metro pulsando la tecla “on/off” (1).

Retirar el protector del electrodo (4) que contiene KCl, sujetandolo de la parte plastica
superior.

Con la ayuda de un frasco lavador, adicionar agua destilada en la parte de vidrio del
electrodo (4) para remover los restos de KCI.

Secar con la ayuda de un pafio suave.

Todas las mediciones de pH se deben realizar por triplicado para cada muestra
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B. Calibracion del equipo:

* Oprimir la tecla “Cal” (3) y esperar hasta que en la pantalla del equipo se pueda leer
“Buffer” para oprimir “OK” (2).

* Sumergir el electrodo (4), en una de las soluciones buffer del equipo. Es importante
tener en cuenta que este modelo de pH-metro detecta automaticamente la solucién
buffer que se esta utilizando, por lo que no es necesario realizar la calibracién en un
orden especifico.

* Después de sumergir el electrodo (4) en la primera solucidn, esperar hasta que el equipo
emita un sonido de confirmacidn y solicite por medio de un mensaje en la pantalla el
buffer 2.

*  Oprimir “Ok” (2), lavar el electrodo (4) con agua destilada, secarlo con un pafio suave y
sumergirlo en la solucidn buffer 2 de calibracion.

* Esperar nuevamente el sonido de confirmacion, oprimir “Ok” (2) y repetir los pasos
anteriores para sumergir el electrodo en la solucion buffer 3. Esperar la confirmacién de
equipo (sonido) y oprimir nuevamente “Ok” (4) para finalizar la calibracion.

C. Preparacion de la muestra:

* Mezclar la muestra a leer para garantizar homogeneidad en la lectura.
* Adicionar alrededor de 6 ml del jugo o zumo de fruta en el tubo falcén.

D. Lectura:

* Introducir el electrodo dentro del tubo falcon, teniendo precaucion de que la punta del
mismo no toque las paredes del recipiente.

* Esperara que el valor de pH se estabilice en la pantalla y registrar el valor.

E. Disposicion del electrodo:

¢ Lavar el electrodo con agua destilada, secarlo y sumergirlo nuevamente en la solucion de
KCl.

Calculos y resultados

Realizar el promedio de los tres valores y expresar el resultado con su respectiva desviacion
estandar.

Nombre del referente de busqueda (referencia)

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMIST. Official Methods of Analysis of AOAC. 18. Ed.
Washington: AOAC, 2005

Todas las mediciones de pH se deben realizar por triplicado para cada muestra
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Anexo B. Protocolo para la determinacion de sélidos solubles

SG: ' Sistema General de Regalias

Regalfas para la Ciencia, la Tecnologfa y la Innovacién

Elabord: Angélica Maria Serpa G.
Protocolo!pa ralla! Jaime Alejandro Barajas G.

determinacionldelsélidos!
| solubles!

Aprobd: Lina Maria Vélez Acosta

Revisd: Gustavo Adolfo Hincapié

Objetivo! Determinar los sélidos solubles o °Brix de frutas y sus derivados.
Empieza con la descripciéon del equipo, los materiales,
Alcance! procedimientos para realizar las mediciones y finaliza con la
limpieza de los prismas.

Método! Refractémetro portatil: Guia refractémetro ATAGO modelo PAL-1.

Frutas y sus derivados: Pulpas de frutas, refrescos, mermeladas,

Campoldelaplicacion!! .
jaleas, entre otros.

1. Descripcion!del!método!
El método consiste en realizar la determinacion de sélidos solubles expresados en °Brix por

refractometria.

2. Materialeslylequipos!

Equipos! Materiales!
Se pueden emplear los siguientes equipos: - Agua destilada
Refractémetro portatil marca ATAGO modelo - Gotero
PAL-1 - Frasco lavador
Pafio suave

En la figura 1, se presenta el equipo portdtil para la determinacidn de sélidos solubles.

La determinacién de sélidos solubles se debe realizar por triplicado para cada muestra
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Figura!l. Equipo portatil para medir sélidos solubles marca ATAGO modelo PAL-1.

3. Diagramaldelflujo!!

Recomendaciones!

# Tenga la precaucidn de no rayar o alterar la superficie de los prismas.!
# Evitar que el agua de lavado tenga contacto con las conexiones eléctricas.!

En la figura 3 se muestra el diagrama de flujo con los pasos secuenciales que se deben tener en
cuenta para la determinacion de solidos solubles (°Brix) con el refractémetro portétil. Los
numeros de las partes del equipo son los observados en la figura 1.

DETERMINACION!DE!SOLIDOS!SOLUBLESICON!EQUIPO!
PORTATIL!

A. Verificacion del equipo

B. Calibracion

[ C. Adicion de la muestra ]

D. Mediciéon
9

E. Limpieza del equipo

Figura!3. Diagrama de flujo para la determinacién de solidos solubles con el refractémetro
portatil marca ATAGO modelo PAL-1.

La determinacién de sélidos solubles se debe realizar por triplicado para cada muestra
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4. Descripcion del proceso

El presente procedimiento se debe realizar por triplicado.
Los nimeros que representan las partes del equipo corresponden a la figura 1.

A. Verificacion del equipo: Revisar que el equipo tenga sus baterias cargadas y verificar
que el porta-muestra (1) se encuentre limpio y seco.

B. Calibracion: Adicionar con la ayuda del gotero, 3 gotas de agua destilada en el porta-
muestra (1). Presionar el botén ZERO (3), e inmediatamente en la pantalla del equipo
debe aparecer el valor de “0,0”. Eliminar el agua del porta-muestra y secar bien con la
ayuda de un pafio suave para evitar el deterioro del equipo.

C. Adicion de la muestra: Adicionar en el porta-muestra con la ayuda del gotero 3 gotas
de la muestra a analizar. Presionar el botdon START (2) y registrar el valor que aparece
en la pantalla.

D. Limpieza del equipo: Lavar el porta-muestra con agua destilada, secar y proceder con
las siguientes lecturas.

Calculos y resultados

* Promediar los valores obtenidos.
* Reportar el valor, promediado con su respectiva desviacion.

Nombre del referente de busqueda (referencia)

Atago. (2014). Guia refractémetro ATAGO modelo PAL-1. Retrieved February 05, 2015, from
http://www.atago.net/Spanish/g_pal.html.

AOAC. (1997). Solids (soluble) in fruits and fruits products. Refractometer method. In Official
Methods of Analysis of AOAC International. (16th ed., p. 1). Washinton D.C.

La determinacién de sélidos solubles se debe realizar por triplicado para cada muestra
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Protocolo!paralla!
determinacionl!delcolor!

por!coordenadas ICIE! Aprobd:!LinalMarialVélez!Acosta!
|

*akk
L*a*b* Revis6:Gustavo Adolfo Hincapié!!

Estandarizar! el! proceso! de! determinacion! de!las! coordenadas! de! color! CIE!

Objetivo! .
) L*a*b*lenlproductos!sélidos.!
Inicia! con! el! encendido! del! equipo! y! finaliza! con! las! indicaciones! para! el!
Alcance! .
reporte!dellas!imediciones.!
Método! GuialRapida.!Espectrofotometro!delesferalmarcaXRITESerie!SP60.!
Campolde! . i "
X P .. Frutaslenteraslolfraccionadas, jugos'enlpolvo,!mermeladas, ljaleas.!
aplicacion!!
!
1. Descripcion!del'método! !

Ellmétodolconsistelen!determinarllas!coordenadas!de!color!del ICIEIL*a*b*len!productos!sdlidos,!
donde!L*leslunlindicador!de!lalluminosidad,!a*Irepresentallalcromaticidad!verde!(3!alrojo!(+)!y!
b*Irepresentallalcromaticidadazull(3)!lalamarillo!(+).!

2. Materialeslylequipos!

Equipos! Materiales!
Espectrofotdmetro! de! esferal marca! X3 - Cajaldelpetri!
RITE!modelo!SP360! - Espatula!

Referencialdelblancolylnegro!

Ellequipolempleadolparallaldeterminacion!delcolor!poricoordenadas!CIE!IL*a*b* lenlproductos!
sélidos!selpuedelobservarlenllalfigurall.!

!
Figurall.!Espectrofotometro!delesferalmarcaXRITE!modelo!SP%0.!
Fuente:!Incorporated, X.R.!(2007).!Guia!Rapida.!Serie!SP60. [Espectrofotdmetro!delesfera.!
Michigan.!
|

Laldeterminacion!dellas!lcoordenadas!delcolor!CIEL*a*b,Iseldebelrealizar!porltriplicado!paralcada!
muestra!
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3. Diagramaldelfflujo!!

Recomendaciones!

# Tenga la precaucién de no dejar caer el equipo.!

# Revise la carga de bateria de equipo antes de iniciar el procedimiento.!

# La bateria debe permanecer en todo momento en el instrumento para que éste
funcione.

En la figura 2 se muestra el diagrama de flujo con los pasos a seguir para la determinacién de las

coordenadas de color CIE L¥a*b* con el refractdmetro de esfera marca X-RITE.
!

DETERMINACION!DE!COLOR!POR!
COORDENADASICIE!L*a*b!

A. Aplicacidn de la corriente

B. Calibracion

[ C. Ubicacién de la muestra

D. Medicidn

E. Limpieza del equipo

1
Figural2. Diagrama de flujo para la determinacion de las coordenadas de color CIE-L*a*b* con el

refractdmetro marca X-RITE.
1

4. Descripcion!dellproceso!

El presente procedimiento se debe realizar por triplicado. La ubicacion de las partes del equipo
se puede observar en la figura 3.

La determinacién de las coordenadas de color CIE-L *a*b, se debe realizar por triplicado para cada
muestra
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(1) Tecla Tab Luz indicadora
Tecla Menu principal (X)
(}) Tecla Tab Tecla Leer (Read)

(W) Tecla Escape Pantalla

(edl) Tecla Enter
Ventana objetivo Puerto E/S

Entrada de
alimentacién

Zapata

Interruptor de bateria

Figura!3.!Partes!dellespectrofotometro!marca XRITE.!
Fuente:!Incorporated, X.3R.!(2007).!Guia!Rapida.!Serie!SP60. Espectrofotometro!delesfera.!
Michigan,!Adaptado.!

A. Aplicacion! de!la! corriente! (encendido):! Verificar! que!la! bateria! se! encuentre! en!el!
equipo!(parte!posterior)lylaccionar!lellinterruptor!de!la!mismalparalencender!ellequipo.!
Ellequipo!cuentalconlunladaptador!de!CA,!que!permite!recargar!lalbateria.!Lalubicacion!
delestas!partes!dellequipolselpuedelobservarlenllaffigurald.!

I Interruptor de bateria

Entrada del
adaptador CA

Figural4.!Ubicacion!dellas!partes!dellequipo!paralaplicarllalcorriente.!
Fuente:!Incorporated,X.3R.!(2007).!Guia!Rapida.!Serie!SP60. Espectrofotometro!delesfera.!
Michigan.!

Laldeterminacion!dellas!lcoordenadas!delcolor!CIEL*a*b, Ise!debe!realizarlporltriplicado!paralcada!
muestra!
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Una vez encendido el espectrofotémetro de esfera se debe proceder a la calibracidn del equipo.

B.

Calibracion del espectrofotometro de esfera: La calibracion se debe realizar al menos
una vez en el dia (en caso de que se utilice diariamente). El procedimiento consta de una
lectura de calibracion del blanco y una de negro. Se puede definir la frecuencia de
calibracion (entre 1 a 24 horas).

Se debe verificar que la referencia de calibracion esté limpia antes de usarla. También se
debe limpiar cuidadosamente el disco de ceramica con un pafio seco y sin pelusas,
evitando el uso de solventes y/o limpiadores. La parte negra también se puede limpiar
con un pafo seco y sin pelusas o con aire comprimido limpio y seco.

Oprima las teclas Tab para seleccionar la opcidn “Calibrar” y luego oprima la tecla Enter
para acceder al modo de calibracién.

Ubique la ventana objetivo sobre la referencia de blanco.

Oprima firmemente el instrumento en la zapata y oprima la tecla Read
prolongadamente.

Manténgalo estable hasta que la pantalla indique que la calibracién de blanco esté
completa. Cuando aparezca <jExito!>, suelte el instrumento.

Centre la ventana objetivo sobre la parte negra de la referencia.

Oprima firmemente el instrumento en la zapata y oprima la tecla Read
prolongadamente.

Manténgalo estable hasta que la pantalla indique que la calibracién de negro esté
completa.

Guarde la referencia de calibracion en un lugar seco y libre de polvo, lejos de exposicion
directa a la luz.

Ubicacion de la muestra:

Oprima la tecla Menu principal del equipo.

Elija la opcidn la opcidon “Analizar” si desea guardar los datos en el equipo, de lo
contrario seleccione “calidad” para realizar la lectura del color y oprima la tecla Enter.

La muestra debe quedar centrada con la ventana objetivo. Para el caso de las muestras
en polvo se debe colocar una cantidad con la ayuda de una espatula, de tal manera que
quede cubierto el fondo de la caja de Petri y se evite dejar espacios en blanco.

Medicién:
Para tomar la lectura, baje y mantenga abajo el instrumento.

Oprima firmemente el instrumento en la zapata y oprima la tecla Read hasta oir la sefial
de que la medida finalizo.

La determinacidn de las coordenadas de color CIE-L *a*b, se debe realizar por triplicado para cada
muestra
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Sueltelellinstrumentolylaparecerdnllos!datos!dellalmedicion.!
Tome!notaldelloslvalores!dellasicoordenadas!L*, la*lylb*.!
Apaguelellequipoloprimiendollalteclaldellinterruptor!dellalbateria.!
Desconectelellequipo!dadolellcaso.!

E. Limpiezaldellequipo:!

limpiarlcuidadosamentellalventanalobjetivolconlunlpafiolsecolylsinlpelusas.!
Guardelellequipolenlellestuche.

CalculoslyResultados!

Realicelellpromedioldellosltresivalores!parallasicoordenadaslL, laly b, lconllaldesviacionlestandar.!

Nombre!dellreferente!deblsquedal(referencia)!

Incorporated,X.3R.)(2007).!Guia!Rapida.!Serie!SP60. Espectrofotdometro!delesfera.Michigan.!

Laldeterminacion!dellas!lcoordenadas!delcolor!CIEL*a*b, Ise!debe!realizarlporltriplicado!paralcada!
muestra!
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Anexo D. Ensayos preliminares: relacion entre % de fruta y azicar adicionada

Ensayos preliminares, para determinar la relacion entre el contenido de fruta
y el azdacar a adicionar en los refrescos

Para la determinacion de la relacién entre el contenido de fruta y el azucar a
adicionar en las formulaciones, se obtuvieron refrescos evaluando los 3
porcentajes de fruta utilizados en el disefio experimental de la investigacion (10,
6,25y 3,75 %) y 7 porcentajes de azucar adicionado (2, 3, 4, 5,6y 7 %). En la
Tabla 1, se presentan los prototipos evaluados:

Tabla 1. Prototipo evaluados
Prototipo' Fresa'(%)' Mora'(%)' Gulupa'(%)' Uchuva'(%)' Azucar'(%)' Agua'(%)'

251% 10¢ 10$ 103 10¢ 2¢ 58%
751$ 10¢ 10 103 10¢ 3¢ 57
820% 10¢ 10$ 10$ 10¢ 48 56$
282% 10¢ 10 103 10¢ 5¢ 55%
853% 10¢ 10$ 103 10¢ 6¢ 545
198$ 10¢ 10$ 10$ 10¢ 7¢ 53¢
9228 6,25¢ 6,25% 6,25% 6,25¢% 2¢ 73%
853% 6,25¢ 6,25% 6,25% 6,25¢ 3¢ 725
450% 6,25¢ 6,25% 6,25% 6,25¢ 48 718
771% 6,25¢ 6,25% 6,25% 6,25¢% 5¢ 70%
249% 6,25¢ 6,25% 6,25% 6,25¢% 6¢ 695
323% 6,25¢ 6,25% 6,25% 6,25¢% 7¢ 68
209% 3,75¢ 3,75% 3,75% 3,75¢ 2¢ 83
163$ 3,75¢ 3,75% 3,75% 3,75¢ 3¢ 828
854$ 3,75¢ 3,75% 3,75% 3,75¢ 48 81¢
5465 3,75¢ 3,75% 3,75% 3,75¢ 5¢ 808
905$ 3,75¢ 3,75% 3,75% 3,75¢ 6¢ 795
946S 3,75¢ 3,75% 3,75% 3,75¢ 7¢ 788

Elaborados los prototipos, se realizd el analisis sensorial con 30 consumidores,
divididos en 3 grupos (de 10 personas). A cada grupo se le entregaron 6 prototipos
correspondientes a los que contenian el mismo porcentaje de fruta para que
realizaran el analisis sensorial por medio de una escala heddnica de 9 puntos,
utilizando el formato que se presenta en el Figura 1.
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Figura 1. Formato del analisis sensorial

Nombre y apellido: Fecha:

Por favor, pruebe todas y cada una de las muestras que se le han presentado y sefiale con una (X) el
término que mejor refleja la impresién global que le produce cada una de ellas.

Caédigo del producto

Altamente agradable
Muy Agradable

Moderadamente agradable

Ligeramente agradable
Ni agradable ni desagradable

Ligeramente desagradable

Moderadamente desagradable
Muy Desagradable

Altamente desagradable

Muchas gracias por su colaboracion!!!

Realizadas las encuestas, se tabularon los resultados, dando valores numéricos
del 1 al 9 a las descripciones, siendo 1 el “Altamente desagradable” y 9 el

“Altamente agradable”. Las graficas obtenidas, se presentan en las figuras 2, 3 y
4,

Figura 2. Resultados de la evaluacion sensorial del primer grupo de prototipos
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Figura 3. Resultados de la evaluacion sensorial del segundo grupo de prototipos
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Figura 4. Resultados de la evaluacién sensorial del tercer grupo de prototipos
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A partir de los graficos anteriores, se establecio que los refrescos mas agradables
fueron el 198 para el grupo de prototipos con 40 % de fruta (Figura 2), el 771 para
el grupo con 25 % de fruta (Figura 3) y el 854 para el grupo de los prototipos con
15% de fruta (Figura 4). En la Tabla 2, se presenta un resumen de las
caracteristicas de los 3 prototipos mencionados anteriormente.
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Tabla 2. Caracteristicas de los prototipos mejor evaluados

Prototipo' %'Fruta’ %'Azicar’
198$ 40¢ 7¢
771$ 25¢ 5¢
8543 15¢ 4¢

Obtenidos estos datos, se busco la relacion existente entre el contenido de fruta y
la cantidad de azucar adicionada, utilizando el programa Exel. En la figura 5, se
presenta la ecuacion de la recta y el coeficiente de correlacion R obtenido.

Figura 5. Correlacion entre el % de fruta 'y el % de azucar

8"

y'='0,1211x""2,1053"
R2'='0,99436"
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|
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%*de*azicarfa*adicionar*
N -
| |

[uny
:

<

g 10" 15" 20" 25n 30" 3cn 40" 45"
%*de*fruta*

<

La correlacién encontrada, permite establecer que existe una relacion lineal entre
el contenido de fruta presente en los refrescos y la contenido de azucar a
adicionar en los mismos.
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Anexo E. Cromatogramas de la cuantificacién de vitamina C en la cuatro frutas
pequeiias y en el refresco desarrollado

Instrument UL TIMATESDNND_1  Sq

e ma Clncalidad mainces - Metafosfonico - Copy

Page 23 of 43

Chromatogram™and Results

Injection Details

Viamna C Iincalidad mainices - Metafosfonco - Copyfintegration

injection Name: Fresa Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RAS Injection Volume: 4.00
injection Type: Uninown Channel: WS 1
Calitration Leved- Wavelengih: na
Instrument Method: ACIDO ASCORBICO _(DI_MONO)BASICO DE POT.Bandwidih: na.
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  6.0170
Injection Dale/Time: 22 Sep 15 16:42 Sampie Weight 101780
[Chromatogram |
500 - '?'_l Vitamina C linealidad matrices - Metafosforico - Copy #18 Fresa UV_VIS_1 WWVL:245 nm
700 3-VITGC-1.113
600 4
500
=)
<
E 400
g
g
5 300
=
<
2004
100 4
04
-100 N i T T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100g
1 0.768 0.011 0.320 0.01 0.05 n.a.
2 0.902 1.161 9.797 1.41 1.41 n.a.
3 VITC 1.113 81.341 684.742 98.58 98.54 37.6045
Tolak: 82514 694.859 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Instrument UL TIMATESD00 1 S % ina Clincalidad matrices - Metafosforico - Copy Page 25 of 48
Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Fresa Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RAB Injection Volume: 4.00
Injection Type: Uninown Channet: UV VIS 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  6.0170
Injection Dale/Time: 22 Sep 15 16:50 Sampie Weight 10,1780
[Chromatogram |
500 - '?'_l Vitamina C linealidad matrices - Metafosforico - Copy #192 Fresa UV_VIS_1 WWVL:245 nm
700 4 (12-MITG-1.113
600 4
500 4
=)
4
E 400
g
£
]
5 300 4
=
<
2004
100
o i1 "
-100 N i T T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100g
1 0.900 1.056 9.148 1.28 1.32 n.a.
2 VITC 1.113 81.213 684.117 98.72 98.68 37.5440
Tolal: 82269 693265 100.00 100.00

Chromeleon {c} Dionex
Viamna C Iincalidad mainices - Metafosfonco - Copyfintegration Version 7215833



Instrument UL TIMATESDNND_1  Sq

e ma ClIncalidad ices - 2 ensayo

Page 2 of 22

C Imealidad matrices - 2 ensayc on

Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Fresa Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RC2 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Uninown Channet: UV VIS 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Dilution Factor:  5.8821
Injection Dale/Time: 23 Sep 151213 Sample Weight  9.6530
[Chromatogram |
550 _ 'ﬂ Vitamina C lingalidad matrices - 2 ensayo #3 Fresa UV_VIS_1 WWVL:245 nm
500 4 -VIT C-1.110
400
§ j
% 300 |
g ]
] 200
=
< j
100 4
04
-50 _\ T T T T T 1
0.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % ppm
1 0.767 0.126 2.145 0.21 0.43 n.a.
2 0.855 0.709 7.965 117 1.59 n.a.
3 0.943 0.521 7.239 0.86 1.44 n.a.
4 VITC 1.110 59.032 485.142 97.76 96.55 27.8738
Tolal: 60387 502490 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Page 4 of 22

Chromatogram™and Results

Injection Details

CIneabdad malrices - 2 ensayt

injection Name: Fresa Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RC2 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Dilution Factor:  5.8821
Injection Dale/Time: 23 Sep 151220 Sample Weight  9.6530
[Chromatogram |
550 _ 'ﬂ Vitamina C lingalidad matrices - 2 ensayo #4 Fresa UV_VIS_1 WWVL:245 nm
500 4 3-VITC-1.110
400
§ j
Z 300
g ]
] 200
=
< j
100 4
o4
-50 _\ T T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % ppm
1 0.767 0.108 2.314 0.18 0.47 n.a.
2 0.867 1.547 9.657 2.54 1.94 n.a.
3 VITC 1.110 59.243 484.596 97.28 97.59 27.9768
Total: 60.800 496.568 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Instrument UL TIMATESD00 1 S CInealid -2 ensayo Page 56 of 64
Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Fresa Run Time {(min): 7.00
Vial Number: REG Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Dilution Factor:  5.6001
Injection Dale/Time: 24 Sep 15 21:22 Sampie Weight 90691
[Chromatogram |
250 7 vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #39 Fresa UV _VIS_1 WWL:245 nm
400 4 13- VITG-1.008
3004
=)
4
E 200
g
g
g
=
< 1004
(3- 0847 |4 - 1,347
-100 - T T T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100mg
3 VITC 1.008 42.257 398.577 93.85 94.72 21.4776
Total: 42257 398577 93.85 94.72
Chromeleon {c} Dionex

CIneabdad malrices - 2 ensayt

Version 7215833
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Page 58 of 64

Chromatogram™and Results

Injection Details

C Imealidad matrices - 2 ensayc on

injection Name: Fresa Run Time {(min): 7.00
Vial Number: REG Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Insirument Method- ACIDO ASCORBICO _(DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidith: na
Processing Method Acido ascorbico Dilution Factor:  5.6001
Injection Dale/Time: 24 Sep 15 21:30 Sample Weight  9.0691
[Chromatogram |
250 _ 'aj Vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #40 Fresa UV_VIS_1 WWVL:245 nm
400 - 13-VITC - 1.008
300
s |
4
E ]
[H)
£ 200
] |
g
2 j
<
100
0 d\/
-50 _\ T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100mg
3 VITC 1.008 42.752 400.362 93.77 94.57 21.7379
Total: 42.752 400.362 93.77 .57
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Page 27 of 43

Chromatogram™and Results

Injection Details

Viamna C Iincalidad mainices - Metafosfonco - Copyfintegration

injection Name: Mora Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RB1 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrument Method: ACIDO ASCORBICO _(DI_MONO)BASICO DE POT.Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.9110
Injection Dale/Time: 22 Sep 15 17:06 Sampie Weight 91361
[Chromatogram |
280 - 'wj Vitamina C linealidad matrices - Metafosforico - Copy #21 Mora UV_VIS_1 WWVL:245 nm
1 |3-VITC-1.118
=
<
E
g
g
g
=
<
-50 ;\ T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100g
1 0.773 0.069 1.214 0.26 0.54 n.a.
2 0.928 1.415 10.895 5.28 4.87 n.a.
3 VITC 1.110 25.322 211.601 94.46 94.59 12.1288
Tolak: 26.806 223.7110 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Page 29 of 43

Chromatogram™and Results

Injection Details

Viamna C Iincalidad mainices - Metafosfonco - Copyfintegration

injection Name: Mora Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RB1 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrument Method: ACIDO ASCORBICO _(DI_MONO)BASICO DE POT.Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.9110
Injection Dale/Time: 22Sep 151713 Sampie Weight 91361
[Chromatogram |
280 - 'wj Vitamina C linealidad matrices - Metafosforico - Copy #22 Mora UV_VIS_1 WWVL:245 nm
1 13-VITGC-1.110
200
150
5 ]
<
E j
o j
£ 100
E] j
3 j
2 j
< ]
50
] ‘ o
0__ Il
-50 ;\ T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100g
1 0.773 0.090 1.504 0.33 0.67 n.a.
2 0.930 1.505 11.237 5.54 4.99 n.a.
3 VITC 1.110 25.547 212.240 94.12 94.34 12.2453
Tolak: 27142 224.980 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Instrument UL TIMATESDNND_1  Sq

-2 ensayo

Page 6 of 22

Chromatogram™and Results

Injection Details

CIneabdad malrices - 2 ensayt

injection Name: Mora Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RC3 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.7927
Injection Dale/Time: 23 Sep 151235 Sample Weight  7.9827
[Chromatogram |
180 'aj Vitamina C lingalidad matrices - 2 ensayo #6 Mora UV_VIS_1 WWVL:245 nm
3-VITG-1.108
150 ]
125 ]
— 100
5 j
z ]
E
s 75
i
# 50
< ]
25
] 12]- 092
o]
W 785
25 ]
-40 _-\ T T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % ppm
1 0.765 0.098 2.996 0.42 1.64 n.a.
2 0.923 2.638 16.040 11.19 8.81 n.a.
3 VITC 1.108 20.835 163.119 88.39 89.55 10.9199
Total: 2351 182155 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Chromatogram™and Results

Injection Details

CIneabdad malrices - 2 ensayt

injection Name: Mora Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RC3 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.7927
Injection Dale/Time: 23 Sep 151243 Sample Weight  7.9827
[Chromatogram |
180 7 vitamina G linealidad matrices - 2 ensayo #7 [manipulated] Mora UV _VIS_1 WWL:245 nm
1-MITG-1.108
150 4
125 ]
— 100
5 j
z ]
E
s 75
5
# 50
< ]
25
o]
25 ,: ﬁ/v
-40 _-\ T T T T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % ppm
1 VITC 1.108 20.702 163.665 100.00 100.00 10.8430
Total: 20.702 163.665 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Page 28 of 64

Chromatogram™and Results

Injection Details

25

Absorbance [mAU]
o
[=]

injection Name: Mora Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RD7 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Uninown Channet: UV VIS 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Insirument Method- ACIDO ASCORBICO _(DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidith: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.7627
Injection Dale/Time: 24 Sep 15 18:38 Sample Weight  8.9387
[Chromatogram |
160 'aj Vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #18 Mora UV_VIS_1 WWVL:245 nm
150
] 1 3-VITC-1.005
125
100

CIneabdad malrices - 2 ensayt

0
-25
-50 4
-50 _-\ T T T T T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 5.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100mg
3 VITC 1.005 16.769 143.095 83.78 75.25 8.0165
Total: 16.769 143.005 83.78 7525
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Instrument UL TIMATESD00 1 S % C Inealidad matices - 2 ensayo Page 30 of 64
Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Mora Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RD7 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Uninown Channet: UV VIS 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.7627
Injection Date/Time: 24 Sep 15 18:46 Sample Weight  8.9387
[Chromatogram |
160 'aj Vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #19 Mora UV_VIS_1 WWVL:245 nm
150
] 13-VITC-1.005
125
100

25

Absorbance [mAU]
o
[=]

CIneabdad malrices - 2 ensayt

0
-25
-50 4
-50 _-\ T T T T T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 5.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100mg
3 VITC 1.005 16.957 142.577 85.80 80.50 8.1149
Total: 16.957 142577 95.80 80.50
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Instnament UL TIMATES000_1 S 3 Clincalidad matrices - Metafosforico - Copy Page 31 of 48
Chromatogram™and Results

Injection Details

injection Name: Gulupa Run Time {(min): 7.00

Vial Number: RB2 Injection Volume: 4.00

Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1

Calibration Level: Wavelength: na.

Instrument Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na

Processing Method Acido ascorbico Dilution Factor:  6.0420

Injection Date/Time: 22 Sep 15 17:28 Sampie Weight  10.4294

[Chromatogram |

500 4

'?j Vitamina C linealidad matrices - Metafosforico - Copy #24

Gulupa

UV_VIS_1 WvL245 nm

Absorbance [mAU]

14-VIT G -1.110

=50
.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 5.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100g
1 0.832 0.354 2.289 0.59 0.42 n.a.
2 0.882 0.499 9.336 0.83 1.72 n.a.
3 0.960 1.984 23.303 3.31 4.30 n.a.
4 VITC 1.110 45.356 400.659 75.70 74.01 20.1550
5 1.282 11.722 105.781 19.56 19.54 n.a.
Total: 59.915 541.368 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Viamna C Iincalidad mainices - Metafosfonco - Copyfintegration

Version 7215833
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Page 33 of 43

Viamna C Iincalidad mainices - Metafosfonco - Copyfintegration

Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Gulupa Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RB2 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  6.0420
Injection Dale/Time: 22 Sep 151735 Sampie Weight 104294
[Chromatogram |
500 — 'wj Vitamina C linealidad matrices - Metafosforico - Copy #25 Gulupa UV_VIS_1 WWVL:245 nm
j (3-VITG-1.108
400
— 300
=)
z j
E |
g
8 200
A |
=
< ]
100
04
-50 _\ T T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100g
1 0.798 1.267 13.443 2.04 2.42 n.a.
2 0.960 2.494 22.835 4.02 4.1 n.a.
3 VITC 1.108 46.299 410.680 74.54 73.94 20.5926
4 1.280 12.051 108.473 19.40 19.53 n.a.
Tolal: 62.110 555.432 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833

159



Instrument UL TIMATESDNND_1  Sq

- ina Clinealidad
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Page 10 of 22

C Imealidad matrices - 2 ensayc on

Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Gulupa Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RC4 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.9116
Injection Dale/Time: 23 Sep 15 1258 Sample Weight  9.7376
[Chromatogram |
250 _ 7 vitamina G linealidad matrices - 2 ensayo #9 Gulupa UV _VIS_1 WWL:245 nm
1 (5-VITG-1.107
400
300
s |
4
E ]
[H)
£ 200
g |
g
2 j
<
100
o
-50 _\ T T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % ppm
1 0.778 0.424 5.829 0.75 1.12 n.a.
2 0.887 1.223 11.122 2.16 213 n.a.
3 0.960 0.085 7.271 0.15 1.39 n.a.
4 0.970 0.145 6.634 0.26 1.27 n.a.
5 VITC 1.107 41.826 376177 73.99 72.00 19.4048
6 1.283 12.828 115.411 22.69 22.09 n.a.
Tolal: 56.531 522444 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833

160



Instrument UL TIMATESDNND_1  Sq

- ina Clinealidad

-2 ensayo

Page 12 of 22

Chromatogram™and Results

Injection Details

Absorbance [mAU]
g
(=)
[=]
1

15-1.288

injection Name: Gulupa Run Time {(min): 7.00

Vial Number: RC4 Injection Volume: 4.00

Injection Type: Uninown Channet: UV VIS 1

Calibration Level: Wavelength: na.

Instrument Method: ACIDO ASCORBICO _(DI_MONO)BASICO DE POT.Bandwidih: na

Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.9116

Injection Dale/Time: 23 Sep1513:05 Sampie Weight  9.7376

[Chromatogram |
250 _ 7 vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #10 Gulupa UV _VIS_1 WWL:245 nm
400; |4+ VITC-1.108
300

C Imealidad matrices - 2 ensayc on

100
ol %‘/L/;/;
-50 _\ T T T T T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 5.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % ppm
1 0.777 0.433 5.682 0.77 1.1 n.a.
2 0.887 1.097 10.431 1.95 2.04 n.a.
3 0.965 0.256 6.077 0.46 1.19 n.a.
4 VITC 1.108 41.677 375.122 74.01 73.30 19.3321
5 1.285 12.849 114.461 22.82 22.37 n.a.
Total: 56.312 511.773 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Instrument UL TIMATESD00 1 S % ina Clincalick -2 ensayo Page 32 of 64
Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Gulupa Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RD8 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.9579
Injection Dale/Time: 24 Sep 15 19:02 Sampie Weight 101420
[Chromatogram |
200 7 vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #21 Gulupa UV _VIS_1 WWL:245 nm
14 VIT G- 1.003
600 4
500 4
5 400 4
4
E
[H)
£ 300
]
g
2 2004
100
04
-100 N i T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100mg
4 VITC 1.003 59.063 617.233 70.68 67.95 27.4250
Total: 59.063 617233 70.68 67.95
Chromeleon {c} Dionex

C Imealidad matrices - 2 ensayc on

Version 7215833
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Instrument UL TIMATESD00 1 S % ina Clncalidad malices - 2 ensayo Page 34 of 64
Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Gulupa Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RD8 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.9579
Injection Dale/Time: 24 Sep 151910 Sampie Weight 101420
[Chromatogram |
700 - 7l Vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #22 Gulupa UV_VIS_1 WWL:245 nm
(4T C-1.003
600 4
500 4
5 400 4
4
E
[H)
£ 300
]
3 5-1167
2 2004 -
100
6-1263
ol P
-100 - T T T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100mg
4 VITC 1.003 59.434 628.991 71.60 69.24 27.6016
Total: 59.434 626.901 71.60 69.24
Chromeleon {c} Dionex

C Imealidad matrices - 2 ensayc on

Version 7215833
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Page 35 of 43

Chromatogram™and Results

Injection Details

injection Name: Uchuva Run Time {(min): 7.00

Vial Number: RB3 Injection Volume: 4.00

Injection Type: Unknown Channel: UV VIS 1

Calibration Level: Wavelength: na.

instrumend Method: ACIDO ASCORBICO _(DI_MONO)BASICO DE POT. Bandwidth: na

Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  6.0544

Injection Dale/Time: 22 Sep1517:51 Sampie Weight  10.5573
[Chromatogram |

350 - 'wj Vitamina C linealidad matrices - Metafosforico - Copy #27 Uchuva UV_VIS_1 WWVL:245 nm

Absorbance [mAU]

13-MITC-1.110

4.00

Viamna C Iincalidad mainices - Metafosfonco - Copyfintegration

1.00 3.00 5.00 5.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100g
1 0.825 0.385 4.542 0.97 1.45 n.a.
2 0.893 1.404 14.016 3.52 4.47 n.a.
3 VITC 1.110 38.036 294.323 95.41 93.78 16.5895
4 1.385 0.043 0.962 0.11 0.31 n.a.
Total: 39.867 313.844 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex
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Chromatogram™and Results

Injection Details

Absorbance [mAU]

injection Name: Uchuva Run Time {(min): 7.00

Vial Number: RB3 Injection Volume: 4.00

Injection Type: Unknown Channel: UV VIS 1

Calibration Level: Wavelength: na.

instrumend Method: ACIDO ASCORBICO _(DI_MONO)BASICO DE POT. Bandwidth: na

Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  6.0544

Injection Dale/Time: 22 Sep 151758 Sampie Weight  10.5573

[Chromatogram |
350 - 'wj Vitamina C linealidad matrices - Metafosforico - Copy #28 Uchuva UV_VIS_1 WWVL:245 nm
300 ] 13-VITC-1.110

4.00

Viamna C Iincalidad mainices - Metafosfonco - Copyfintegration

1.00 3.00 5.00 5.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100g
1 0.827 0.385 4.369 0.96 1.39 n.a.
2 0.893 1.365 13.757 3.41 4.36 n.a.
3 VITC 1.110 38.229 295.971 95.53 93.89 16.6782
4 1.385 0.040 1.144 0.10 0.36 n.a.
Total: 40.019 3152141 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Page 14 of 22

Chromatogram™and Results

Injection Details

Absorbance [mAU]
2
(=3

injection Name: Uchuva Run Time {(min): 7.00

Vial Number: RCS Injection Volume: 4.00

Injection Type: Uninown Channet: UV VIS 1

Calibration Level: Wavelength: na.

Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na

Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.9038

Injection Date/Time: 23Sep 151324 Sample Weight 100142

[Chromatogram |
450 'aj Vitamina C linzalidad matrices - 2 ensayo #12 Uchuva UV_VIS_1 WWVL:245 nm
300 J (3-VITC-1.110
250 ]
200

CIneabdad malrices - 2 ensayt

50
0
-50 ;\ T T T T T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 5.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % ppm
1 0.775 0.526 6.869 1.25 2.16 n.a.
2 0.885 1.919 17.144 4.57 5.40 n.a.
3 VITC 1.110 39.495 292.321 94.10 92.12 17.7432
4 1.388 0.030 0.978 0.07 0.31 n.a.
Total: 41.969 317313 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Uchuva Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RCS Injection Volume: 4.00
Injection Type: Uninown Channet: UV VIS 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.9038
Injection Date/Time: 23 Sep 15 13:28 Sample Weight 100142
[Chromatogram |
50 'ﬂ Vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #13 Uchuva UV_VIS_1 WWVL:245 nm
300 B-VITC -1 107

Absorbance [mAU]

2.00 3.00 4.00 5.00 8.00

CIneabdad malrices - 2 ensayt

Time [min]

Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount

min mAU™min mAU % % ppm
1 0.775 0.537 6.685 1.29 2.09 n.a.
2 0.887 1.805 16.639 4.32 5.19 n.a.
3 VITC 1.107 39.355 296.068 94.30 92.37 17.6774
4 1.385 0.038 1.145 0.09 0.36 n.a.
Total: 41.735 320.536 100.00 100.00

Chwomeleon {c} Dionex

Version 7215833

167



Instrument UL TIMATESD00 1 S % ina Clincalick -2 ensayo Page 36 of 64
Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Uchuva Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RE1 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.8834
Injection Dale/Time: 24 Sep 151925 Sample Weight  9.5916
[Chromatogram |
500 7 vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #24 Uchuva UV _VIS_1 WWL:245 nm
13- VITC-1.005
400
300 4
=)
4
E
[H)
£ 2004
]
g
=
<
100 -
g - 08834 - 1273
04 e
-100 - T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100mg
3 VITC 1.005 50.561 467.235 93.76 92.15 24.4130
Total: 50.561 467235 93.76 92.15
Chromeleon {c} Dionex

CImealdad matrices -

2 ensayc on
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Chromatogram™and Results

Injection Details

injection Name: Uchuva Run Time {(min): 7.00

Vial Number: RE1 Injection Volume: 4.00

Injection Type: Uninown Channet: UV VIS 1

Calibration Level: Wavelength: na.

Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na

Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  5.8834

Injection Date/Time: 24 Sep1519:33 Sample Weight 95916

[Chromatogram |
'?'_| Vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #25 Uchuva UV_VIS_1 WWVL:245 nm

500 4

400

300 4

200 H

Absorbance [mAU]

100 -

13-VITC-1.007

CIneabdad malrices - 2 ensayt

-100-
0.00 1.00 2.00 abo 400 5.00 5.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100mg
3 VITC 1.007 50.654 469.575 93.77 92.28 24.4590
Total: 50.654 469.575 93.77 9228
Chromeleon {c} Dionex
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Chromatogram™and Results

Injection Details

Viamna C Iincalidad mainices - Metafosfonco - Copyfintegration

injection Name: Jugo Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RB4 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrument Method: ACIDO ASCORBICO _(DI_MONO)BASICO DE POT.Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  0.0000
Injection Dale/Time: 22 Sep1518:13 Sampie Weight  1.0000
[Chromatogram |
500 - '?'_l Vitamina C linealidad matrices - Metafosforico - Copy #30 Jugeo UV_VIS_1 WWVL:245 nm
13-VITC-1.100
700
600 4
500
=)
<
E 400
g
g
5 300
=
<
2004
100 4 4-1.293
0 ﬁz -2 \P\Mk/;h—,
-100 N i T T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100g
1 0.832 1.921 17.967 1.71 2.19 n.a.
2 0.898 0.584 24.775 0.52 3.02 n.a.
3 VITC 1.100 104.360 719.355 93.12 87.71 0.0000
4 1.293 5.200 58.094 4.64 7.08 n.a.
Tolal: 112.066 820.191 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex

Version 7215833
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Chromatogram™and Results

Injection Details

Injaction Name: Jugo Hun Time (min)- _ 7.00

Vial Number: RB4 Injection Volume: 4.00

Injection Type: Unknown Channet: v IS 1

Calibration Level: Wavelength: na.

Instrument Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na

Processing Method Acido ascorbico Dilution Factor:  0.0000

Injection Date/Time: 22 Sep 15 18:21 Sample Weight _1.0000
[Chromatogram |

800 4

'?'_l Vitamina C linealidad matrices - Metafosforico - Copy #31

Jugeo

UV_VIS_1 WvL245 nm

700 4

12-VITGC -1.098

Viamna C Iincalidad mainices - Metafosfonco - Copyfintegration

600
500 4
=)
4
E 400
g
g
5 300 4
=
<
200
100
04
-100 - T T T T T T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100g
1 0.833 2.565 16.760 2.31 213 n.a.
2 VITC 1.098 103.402 713.650 93.18 90.59 0.0000
3 1.293 4.997 57.347 4.50 7.28 n.a.
Total: 110.964 T8r.757 100.00 100.00
Chromeleon {c} Dionex
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Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Jugo 1 Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RE2 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  3.8647
Injection Dale/Time: 24 Sep 15 19:49 Sampie Weight 198405
[Chromatogram |
700 - 7 vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #27 Jugo 1 UV _VIS_1 WWL:245 nm
13- VITG - 1.002
600 4
500 4
5 400 4
4
E
[H)
£ 300
]
g
2 2004
100
4 -1.180
04
-100 - T T T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100mg
3 VITC 1.002 65.167 611.718 90.81 89.80 10.0566
Total: 65.167 611.718 90.81 89.60
Chromeleon {c} Dionex

C Imealidad matrices - 2 ensayc on
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Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Jugo 1 Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RE2 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  3.8647
Injection Dale/Time: 24 Sep 15 19:56 Sampie Weight 198405
[Chromatogram |
200 - 7 vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #28 Jugo 1 UV _VIS_1 WWL:245 nm
13- VITG - 1.002
600 4
500 4
= 400
4
E
[H)
£ 300
]
g
2 2004
100 -
04
-100 N i T T T T T 1
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100mg
3 VITC 1.002 65.072 518.201 91.14 90.12 10.0415
Total: 65.072 e18.201 a1.14 90.12
Chromeleon {c} Dionex

C Imealidad matrices - 2 ensayc on
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Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Jugo 2 Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RE4 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Unimown Channel: v Vs 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  3.9849
Injection Dale/Time: 24 Sep 15 20:35 Sampie Weight 20,1806
[Chromatogram |
200 - 7 vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #33 Jugo 2 UV _VIS_1 WWL:245 nm
600 4
|2-VITG-1.002
500 4
= 400
4
E
[H)
£ 300
]
g
2 2004
100 -
0 1\/
-100 N i T T T T T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100mg
2 VITC 1.002 62.725 578.105 88.82 88.44 9.8041
Total: 62.725 578105 88.82 88.44
Chromeleon {c} Dionex

C Imealidad matrices - 2 ensayc on
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Chromatogram™and Results
Injection Details
injection Name: Jugo 2 Run Time {(min): 7.00
Vial Number: RE4 Injection Volume: 4.00
Injection Type: Uninown Channet: UV VIS 1
Calibration Level: Wavelength: na.
Instrumernt Method: ACIDO ASCORBICO _{DI_ MONO)BASICO DE POT. Bandwidih: na
Processing Method Acido ascorbico Diution Factor:  3.9849
Injection Date/Time: 24 Sep 15 20:43 Sample Weight 201806
[Chromatogram |
200 - 7 vitamina C linealidad matrices - 2 ensayo #34 Jugo 2 UV _VIS_1 WWL:245 nm
600 4

500

400 4

500 H

Absorbance [mAU]

200 H

100

12-VITC -1.002

CIneabdad malrices - 2 ensayt

-100-
0.00 1.00 2.00 abo 400 5.00 5.00 7.00
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU™min mAU % % mg/100mg
2 VITC 1.002 62.874 582.567 89.14 88.72 9.8278
Total: 62.874 582567 89.14 88.72
Chromeleon {c} Dionex
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