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Con motivo de haberse realizado en noviembre del 2014 el V
Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los
Alimentos en la ciudad de Cérdoba, Argentina, se pone a
disposicién del sector académico, cientifico, tecnologico y
empresarial la Primera Edicion completa del Libro de Trabajos
Completos.

La trascendencia que ha alcanzado la realizacién de este ultimo
Congreso y la relevancia en calidad de las diferentes
presentaciones mostrando los avances mas recientes en el area
de la ciencia y la tecnologia de los Alimentos, son el resultado
de un trabajo constante orientado a incorporar nuevas
tematicas, tendencias y actividades en la materia. Es por esta
razén que la publicacion de la presente edicién ha sido posible
gracias al gran numero de trabajos de excelente calidad
presentados en el CICyTAC 2014 por autores nacionales e
internacionales.

Este Libro tiene como objetivo principal suministrar informacién
cientifica y actualizada sobre “Conservacion y almacenamiento”
de alimentos. La publicacién sera especialmente util en
innovaciéon y actualizacibn en el area de conservacion
presentando nuevos productos y novedosas metodologias de
incorporacion 'y mecanismos de accidbn en temas de
conservacién, como asi también en materiales para envases.
Estos enfoques tienden a facilitar acciones intersectoriales y
multisectoriales a nivel nacional e internacional para promover
el avance en el conocimiento y el desarrollo tecnolégico en el
area.

Los Editores
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CAMBIOS TEXTURALES Y QUIMICOS DURANTE LA
MADURACION DE QUESO PORT SALUT ARGENTINO
LIGHT CON CONCENTRADO DE PROTEINAS DE
LECHE (MPC) LUEGO DE UN LARGO PERIODO
CONGELADO.
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Resumen: Se estudidé la textura de un queso Port Salut
Argentino con MPC lightluego de permanecer cinco meses
congelados. Se analizé el comportamiento de las mediciones
reoldgicas dinamicas durante el tiempo de maduracion (6, 20,
33, 47 y 68 dias) con el indice de maduracién (IM). A los 68 dias
de maduracion, en los quesos congelados disminuyd 11% la
humedad y aumentd 25% el contenido de nitrogeno total con
respecto a los quesos refrigerados. Entre los 6 y 68 dias de
maduracién, el IM fue mayor para los quesos congelados (17,8 a
29,1) que para los quesos refrigerados (4,4 a 11,6). G’ fue mayor
que G” mostrando un comportamiento elastico dominante.
Durante la maduraciéon, estos parametros disminuyeron en los
quesos refrigerados, pero aumentaron en los quesos

congelados. De acuerdo a los parametros del modelo de la Ley
de Potencia, las propiedades elasticas fueron mas sensibles a los
cambios de frecuencia. El coeficiente g, fue significativamente
afectado tanto por el proceso de congelacion como por el
tiempo de maduracion; el coeficiente b, solamente por el
proceso de congelacion. El largo periodo de almacenamiento
congelado afectd  significativamente las  caracteristicas
fisicoquimicas y texturales de los quesos.

Palabras Clave:Queso Port Salut Argentino light con MPC,
cambios texturales con el tiempo de maduracion,
almacenamiento congelado, comportamiento reologico.

Abstract: Texture of a Port Salut Argentino light cheese with
MPC after five months of frozen storage was studied. Behavior of
dynamic rheological measurements during ripening time (6, 20,
33, 47 and 68 days) with maturation index (MI) was analyzed. At
68 days of ripening, moisture decreased 11% and total nitrogen
content increased 25% in frozen cheeses respect to control
cheeses. Between 6 and 68 days of ripening, Ml was higher for
frozen (17,8 to 29,1) than control cheeses (4,4 to 11,6). G' was
higher than G" showing that elastic behavior was dominant.
During ripening, these parameters decreased in control cheeses,
but increased in frozen cheeses. According power law model
parameters, elastic properties were more sensitive to changes
with frequency. Coefficient g, was significantly affected for both
freezing process and ripening time; coefficient b, only by
freezing process. Long frozen storage period affected
significantly the physicochemical and textural characteristics.

Keywords: Port Salut Argentino light cheese, texture changes
with ripening, long frozen storage, rheological behavior.
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Para el consumidor, la textura del queso es determinante de la
calidad y preferencia. Los cambios fisicos y quimicos que
ocurren durante la maduracién del queso causan que el cuerpo
fresco del queso pierda su firmeza, dureza y textura grumosa
(Tunick 2000). En las diferentes variedades de quesos, los
cambios en el contenido de humedad, concentracién de sal, pH,
contenido de grasa y proteina pueden afectar la textura del
queso (Verdini y Rubiolo 2002). Desde una perspectiva
comercial, un entendimiento de los cambios concretos que
ocurren durante la maduracion pueden ayudar al control de
calidad y al desarrollo de productos.

De acuerdo a Lucey et al (2003), todas las caracteristicas
texturales del queso son una combinacién de propiedades
reologicas medibles.La matriz continua de proteina del queso
tiene una estructura abierta con glébulos de grasa dispersos, y
la naturaleza de esta red determina las propiedades reoldgicas y
de fractura, y la viscoelasticidad del queso (Ustunol et al
1995).Los analisis dinamicos utilizando pequefas deformaciones
oscilatorias es uno de los métodos mas importantes y
fundamentales para la determinacién de las propiedades
reolégicas de materiales viscoelasticos, y han sido muy
utilizados para analizar la estructura de los quesos (Diefes et al.
1993, Ak y Gunasekaran 1996, Subramanian y Gunasekaran
1997a, 1997b).

La congelacién ha sido citada tradicionalmente como una
manera efectiva para preservar el color, flavor y valor nutritivo
del queso y para extender la vida util de los productos lacteos

(Lidck 1977). Sin embargo, es relativamente efectiva para
preservar la textura del queso porque tiende a afectar las
caracteristicas estructurales (Fennema 1972). Durante el proceso
de congelacion, la formacidon de cristales de hielo y la
concentracion por congelacion podria generar la ruptura de la
red de caseina. Ademas, la congelacidon puede dafar las células
del starter y la estructura nativa de las enzimas, liberando
enzimas proteoliticas al medio con diferente actividad. Este
fendmeno podria aumentar con el indice de maduracion de los
quesos como fue reportado por Graiver et al (2004), Liick (1977)
y Verdint et al (2005).

Meza et al (2011), quienes trabajaron con un queso bajo en
grasa conteniendo proteinas de suero microparticuladas como
reemplazo de la grasa, reportaron que el proceso de
congelacion durante 30 dias, contribuye al comportamiento
viscoelastico durante la maduracién, mejorando las
caracteristicas y extendiendo la vida util de los quesos.

Los quesos con alto contenido de proteinas, caracteristicas
como estructura firme y baja ruptura de proteinas durante el
tiempo de maduracion, podrian ayudar a reducir el efecto del
proceso de congelacidon, mejorando las caracteristicas
viscoelasticas (Fennema y Powrie 1973).

El concentrado de proteinas de leche (MPC) se obtiene por
eliminacién delos constituyentes no proteicos de la leche
descremada pasteurizada, de manera que el producto final tiene
un porcentaje de proteina mayor a 38%. El MPC es utilizado en
la fabricacién de quesos con leche descremada para aumentar el
contenido de proteinas y soélidos, y contrarrestar el alto
contenido de agua de este tipo de quesos.

El objetivo de este trabajo fue analizar la textura de queso Port
Salut Argentino light con el agregado de MPC, luego de un
largo periodo de almacenamiento congelado (cinco meses), a
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través de mediciones reologicas durante el tiempo de
maduracién, y estudiar el comportamiento de estos parametros
con el indice de maduracioé

MATERIALES Y METODOS
Quesos: proceso de congelacion y muestreo.

Se utilizaron quesos Port Salut Argentino reducido en grasa,
realizados por coagulacién con cuajo y con agregado de
concentrado de proteina de leche (MPC), provistos por SanCor.
Los quesos en bolsas termocontraibles, de forma cuadrada de
30 cm de lado y 7 cm de altura,fueron transportados hasta el
laboratorio para su estudio en contenedores con hielo, en
donde fueron separados en dos grupos. Un grupo de 12 quesos
fue almacenado en una cadmara TABAI Comstar PR 4GM (TABAI
ESPEC CORP., Osaka, Japan) a —18°C durante 5 meses, y luego
descongelados a 8-10°C y almacenados a esa temperatura para
la maduracién (quesos congelados). El otro grupo de 12 quesos
fue almacenado a 8-10°C y fueron utilizados como quesos
control (quesos refrigerados).

Analisis fisicoquimicos

El procedimiento de muestreo fue realizado por duplicado
utilizando la metodologia descripta por Meza et al (2011). A
partir del queso entero (30 cm x 30 cm x 7 ¢cm) se obtuvo una
porcidn central rectangular (30 cm x 7 cm x 7 cm) que fue
dividida en tres partes. La parte central cibica de 7 cm de lado
fue utilizada para los realizar los analisis fisicoquimicos, y a
partir de las otras dos partes rectangulares (11,5 cm x 7 cm x 7

cm) se obtuvieron las muestras para los analisis reologicos
(Figura 1). Las muestras de losquesos, refrigerados y
congelados, fueron tomadas a distintos tiempos de maduracién:
6, 20, 33, 47, 68 y 100 dias.
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Figura 1: Representacion esquematica del proceso de muestreo
delos quesos Port Salut Argentino light con concentrado de
proteinade leche (MPC) para los distintos analisis.
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El contenido de humedad fue medido utilizando un microondas
CEMAVC 80 y el contenido inicial de grasa fue determinado
usando el procedimiento estandar (AOAC 1990; IDF 1969).
Utilizando un protocolo desarrollado por Kuchroo y Fox (1982) y
modificado por Verdini y Rubiolo (2002), fue extraida la fraccién
soluble en agua a pH 4,6 para determinar el contenido de
nitrogeno soluble en agua. El contenido de nitrédgeno total (NT)
y de nitrégeno soluble en agua a pH 4,6 (NSpuse) fueron
determinados usando un método micro-Kjeldhal con el mismo
equipamiento utilizado previamente por Meza et al (2010). El
indice de maduracion (IM) fue expresado como porcentaje del
NSpraeal NT, de acuerdo a la ecuacion 1. Todos estos analisis
fueron realizados por triplicado.

1M = 22200 )

donde IM es el indice de maduracion del queso, NSphae es el
contenido de nitrogeno soluble en agua a pH 4,6 y NT es el
contenido de nitrogeno total.

Analisis reologicos
Mediciones reologicas dinamicas

Las mediciones reologicas se realizaronsobre discos de queso de
20 mm de diametro y 2,5 mm de alto,utilizando un redmetro
RheoStress 80 (Haake Inc. Instruments, Karlsruhe, Germany) con
geometria plato-plato (diametro: 20 mm; gap: 2,5 mm). Los
barridos de deformacién (entre 0,001 y 0,1) a una frecuencia de
62,8rad/s y a 20°C fueron realizados para determinar la regidén

de viscoelasticidad lineal. Los barridos de frecuencia (entre
0,0628 y 62,8rad/s) en la regidon de viscoelasticidad lineal a 20°C
y a deformacion constante de 0,005 se realizaron para medir los
parametros reolégicos: mddulo elastico (G'), moédulo viscoso
(G"), médulo complejo (| G*|) y la tangente del angulo de fase
(tan O). Todas las pruebas reologicas fueron realizadas por
duplicado para cada muestra a cada tiempo de maduracion.

Parametros reologicos

La dependencia de G’y G” con la frecuencia (O) a 20°C de las
muestras de quesos fue modelada utilizando las ecuaciones 2 y
3 de la Ley de Potencia (Steffe 1992):

{F. = IQISLJA.(Z)
G.’ = bm-"'(3)

donde los coeficientes ay b representan la magnitud de G’y G”
a una frecuencia de 1 rad/s, y los exponentes x e y representan
las pendientes de la relacién lineal entre el médulo y la
frecuencia.

Analisis estadisticos

Analisis de la varianza (ANOVA) y analisis multiple de rango de
HSD Tukey fueron aplicados cuando el efecto de los factores fue
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significativo  (P<0,05). Los correspondientes parametros
reoldgicos derivados de las ecuaciones de la Ley de Potencia
fueron determinados utilizando regresion lineal. Los analisis
estadisticos completos fueron realizados utilizando Statgraphics
(Statgraphics Inc., Rockville, MD, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION
Propiedades fisicoquimicas

El pH inicial de los quesos fue de 5,35 y el contenido inicial de
humedad, grasa y nitrégeno total de los quesos fue de 56,08 +
0,14%, 12,81 = 0,09% y 2522 + 0,39%, respectivamente. El
contenido de grasa y el pH se mantuvieron cast constantes
durante todo el tiempo de maduracion, aun después del
almacenamiento congelado. Los cambios en la humedad y en el
contenido de nitrogeno total (NT) a distintos tiempos de
maduracion para los quesos refrigerados y congelados se
muestran en la Tabla 1.

Tiempo de Contenido Contenido
Maduracidon Tratamiento de de
(dias) Humedad nitrogeno
. 56,78 + 24,48 +
6 Refrigerados 082" 087
20 55,64 + 25,75 +
0,439" 0,49%°
33 55,45 + 25,03 +
0,94%9h 0,43%P
47 55,52 + 26,76 +
0,44"9" 1,05%°
68 55,99 + 26,85 +
0,06"9" 1,03°
55,64 + 28,72 +
100 0.01

5

®Valores medios y desviaciones estandares de tres réplicas. Las medias dentro de
una misma columna con la misma letra no son significativamente diferentes (P
< 0,05).

Tabla 1: Cambios en los contenidos de humedad y de nitrégeno
total (NT) durante la maduracién para queso Port Salut
Argentino light con concentrado de proteina de leche (MPC). °

El contenido de humedad cambia significativamente en los
quesos congelados durante el perlodo de maduracion
estudiado, siendo mayor para los refrigerados que para los
congelados. La humedad de los quesos congelados disminuyé
2-7% respecto de los refrigerados, entre los 6 y 47 dias, y 11 % a
los 68 dias de maduracion. Después de 100 dias de
almacenamiento congelado, el agua no fue retenida por la
matriz del queso luego del descongelado, causando la
disminucién de la humedad y el consecuente incremente del NT.
Debido a que 100 dias es un tiempo de maduracién muy largo,
usualmente no empleado en el mercado para este tipo de
queso, los valores obtenidos para este tiempo de maduracion
no fueron incluidos en los analisis estadisticos.

La comparacion entre el NSghae ¥y el NT durante el tiempo de
maduracion, para los quesos congelados y refrigerados, se
muestra en la Figura 2. El contenido de NT cambia
significativamente entre los 6 y 68 dias, tanto en los congelados
como en los refrigerados. Los quesos congelados perdieron mas
agua y tuvieron menor contenido de humedad, por lo que
presentaron 12 a 25% mas contenido de NT que los quesos
refrigerados. El contenido de NSphss aumentd tanto en los
quesos congelados como en los refrigerados, sin embargo no se
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observd un cambio estadisticamente diferente durante el
tliempo de maduracion. Aun asi, el contenido de NSyse fue
significativamente mayor para los quesos congelados.
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Figura 2:Cambios en el contenido de nitrogeno total (NT) y de
nitrégeno soluble en agua a pH 4,6 (NSphse) con el tiempo de
maduracion, para los quesos congelados y refrigerados.

Bertola et al (1996), quienes trabajaron con queso mozzarella de
baja humedad, reportaron que la matriz del queso congelada
puede ser mas susceptible a la protedlisis primaria, porque el
proceso de congelacion puede dafnar las células del starter
liberando altas cantidades de enzimas proteoliticas,
incrementando el contenido de nitrogeno soluble. La fraccidn
NSyHa6 contiene péptidos y aminoacidos libres, producidos por
la accion de las enzimas del coagulantes que hidrolizan
preferentemente la Osi-caseina en lugar de la O-caseina (Bertola
et al 1991). Graiver et al (2004) estudiaron muestras de queso
mozzarella de baja humedad y reportaron mayor contenido de

NSphae en las muestras que fueron congeladas antes de la
maduracion. Probablemente el dafio causado por los cristales de
hielo sobre la red de proteinas, que favorece la accion de las
enzimas, fue el motivo de la mayor concentracién de NSpnae que
encontraron inicialmente después del ciclo de congelado-
descongelado.

En la Figura 3 se muestran los IM de los quesos congelados y
refrigerados. Entre 6 y 68 dias de maduracion, el IM fue mucho
mayor enlos quesos congelados (17,8 a 29,1) que en los
refrigerados (4,4 a 11,6). Este comportamiento fue el esperado
por el mayor contenido de NSphse de los quesos congelados,
incrementando la relacion entre NSprae y NT, y en consecuencia
el aumento del IM. Meza et al (2010, 2011) reportaron un IM de
4,1 a 13,0 entre 1y 76 dias de maduracion, respectivamente, sin
diferencias significativas de humedad, en quesos blandos con
bajo contenido de grasa, almacenados congelados durante 33
dias y luego descongelados. Por otra parte, Verdint et al (2002),
quienes estudiaron 2 zonas de muestreo (central y externa) de
queso Port Salut Argentino con 30 dias de almacenamiento
congelado, un IM de 7 a 17 en la zona central, yde 6 a 13 en la
zona externa, entre 1y 56 dias de maduracion.

En nuestro trabajo, los resultados obtenidos mostraron que un
largo periodo de almacenamiento congelado, produjo
diferencias significativas en la protedlisis, incrementando el
contenido de NSpusae y el IM, y disminuyendo la humedad, lo
que aumenta la diferencia entre esos valores.
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Figura 3: Cambios en el indice de maduracion (IM) con el
tiempo de maduracién (dias) para los quesos refrigerados y
congelados.

Region de viscoelasticidad lineal y espectro mecanico

Las condiciones experimentales utilizadas para los quesos Port
Salut Argentino reducidos en grasa con el agregado de MPC
fueron las mismas que utilizé Meza et al(2010, 2011). Los
valores de |G*|, a todo tiempo de maduracién, no fueron
afectados por la deformacién aplicada a una frecuencia de 62,8
rad/s. La relacion lineal entre la deformacién y la tension
aplicadas, indico que tanto los quesos congelados como los
refrigerados, se comportaron como materiales viscoelasticos
lineales durante las pruebas dinamicas. Estos resultados
indicaron que la extension de la region lineal viscoelastica
utilizada no fue afectada por el proceso de congelacién.

Losmoduloselastico (G') y viscoso (G”) durante 6, 33 y 68 dias de
quesos Port Salut Argentino light congelados y refrigerados
fueron determinados en funcién de la frecuencia a 20°C (Figura
4). La dependencia de G’ y G” con la frecuencia (en escala log-
log) fue aproximadamente lineal en el rango de 0,0628 a 62,8
rad/s, para los quesos congelados y refrigerados, la misma
respuesta que reportd Meza et al (2011). El valor de G’ fue
significativamente mayor que G"” en todo el rango de
frecuencias aplicado, y durante el periodo completo de
maduracién, indicando un  comportamiento  elastico
predominante en ambos quesos,congelados y refrigerados. Los
valores de G' y G" disminuyeron con el tiempo de maduracion
en el caso de los quesos refrigerados. Sin embrago estos
parametros aumentaron con el tiempo de maduracion en los
quesos congelados, mostrando que el comportamiento elastico
fue mas dominante en estos ultimos. La diferencia de
comportamiento podria ser debido a la disrupciéon de los
glébulos de grasa y a la protedlisis, la matriz de proteina se
reacomoda y se forma una textura mas compacta, conteniendo
agregados de caseina, como ha reportado Karami et a/(2009),
en queso feta UF irani. Ademas, este proceso es aumentado en
este caso por el agregado de concentrado de proteina de leche
(MPQC) y la mayor pérdida de humedad.
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Figura 4:G' y G"” en funcién de la frecuencia para los quesos
refrigerados (a) y congelados (b) alos 6, 33y 68 dias de

maduracion.

Desde un punto de vista estructural, los graficos de In (G', G”) en
funciéon del In O, no exhiben cambios en la pendiente cuando los
cambios dentro del gel son reducidos. En geles débiles estas
pendientes son positivas, siendo G' mayor que G"” en todo el
rango de frecuencias (Rao 1999). En la Figura 5 se pueden
observar pendientes positivas para In (G, G”), obtenidas para
los quesos Port Salut Argentino con MPC, refrigerados y
congelados. Para los quesos refrigerados, las pendientes, y
también sus cambios con el tiempo de maduracién, fueron
menores que en los quesos congelados, mostrando que
aumentaron los cambios en la red proteica en estos ultimos.
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En la Figura 6 se muestran los valores de tan O en funcién de la
frecuencia (en escala log-log) de los quesos refrigerados y
congelados a 6, 33 y 68 dias de maduracién. Tan O es un
parametro que se utiliza para comparar la cantidad de energia
perdida durante un ciclo de prueba y la cantidad de energia
almacenada durante ese tiempo (Ferry 1980). Cuando tan O<1,
las propiedades elasticas son predominantes. En nuestro trabajo,
este parametro aumenté durante el tiempo de maduraciéon con
valores entre 0,31y 0,51 para los quesos congelados y de 0,26 a
0,52 para los quesos refrigerados, confirmando las propiedades
elasticas de las muestras en todo el rango de frecuencias
estudiado.

Se ha observado que con el aumento del tiempo de
maduracion, el comportamiento elastico es menos dependiente
de la frecuencia, tanto para los quesos refrigerados como para
los congelados.

.
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Figura 6:Tan O en funcién de la frecuencia (en escala log-log)
para los quesos refrigerados (R) y congelados (C) a los 6, 33 y 68
dias de maduracion.

Parametros reologicos

La Tabla 2 muestra los valores de los parametros reoldgicos
obtenidos con las ecuaciones de la Ley de Potencia que se
utilizaron para analizar la dependencia de G' y G” de los quesos
refrigerados y congelados, con la frecuencia.

Tabla 2:Parametros reoldgicos obtenidos con el modelo de la
Ley de Potencia, para los quesos congelados y refrigerados
durante todo el tiempo de maduracién. P

Tiempode Tratamiento a x(-) R® b y(-) R?
Maduracién (kPa.s) (kPa.s)
(dias)
6 Refrigerados 56,4+ 0,157+ 096 165+ 0,155 0,96
13,1 0,003f 3,5 +
0,003"
20 719+ 0263 095 277+ 0257 0,98
19,4¢ 0,028 7.4 +
0,019"
33 410+ 0240+ 093 165+ 0,247 0,99
8,8° 0,031"4 3,5 +
0,024"
47 480+ 0255+ 095 165+ 0269 0,99
68 379+ 0251* 093 165 0271 0,99
6,5¢ 0,0134 3,5 +
0,013"
6 Congelados 62,4+ 0,193+ 097 165% 0,195 1,00
14,1 0,013%9 3,5 +
0,011°
20 61,4+ 0200+ 097 165+ 0,198 0,99
21,29 0,013%" 3,5¢ +
0,056°
33 63,3+ 0199+ 0,98 165+ 0,195 0,99
4,74  0,020%9 3,5 +
0,017°
47 572+ 0190+ 0,97 165+ 0,199 1,00
13,94  0,010%° 3,5 +
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0,015°
68 1098 0211 099 165+ 0,204 1,00
+ 0,0099" 3,5 +
18,6° 0,007°

®Valores medios y desviaciones estandares de dos réplicas.Las medias dentro de
una misma columna con la misma letra no son significativamente diferentes (P
< 0,05).

El coeficiente a fue mayor que el b para los quesos refrigerados
y congelados, lo que indica que las propiedades elasticas fueron
mas sensibles que las viscosas, a los cambios de frecuencia. El
coeficiente a fue afectado tanto por el proceso de congelacion
como por el tiempo de maduracion, en tanto que el coeficiente
b solo por el proceso de congelacion.

Se observd un incremento significativo de los coeficientes ay b
en los quesos congelados a los 68 dias de maduracion (109,8 y
42,7 kPa, respectivamente). Esto podria estar relacionado a la
mayor pérdida de agua de estos quesos (49,96% de humedad a
los 68 dias) que actia como plastificante entre las cadenas de
proteinas, otorgando mayor fluidez a la red proteica. De
acuerdo a Diefes et al (1993), quienes estudiaron queso
mozzarella descremado con bajo contenido de grasa, sometido
a congelacion, la deshidratacién de las proteinas causa rupturas
en la estructura proteica y produce pequefios globulos de grasa.
Las proteinas se hacen mas compactas o interactian, formando
puentes disulfuro alrededor de los nuevos glébulos de grasa.
Luego de descongelarlas, las proteinas son incapaces de enlazar
completamente el agua nuevamente y esto produce una
estructura mas dura y mas solido-elastica del queso. Por otra
parte, Bertola et al (1996) reportaron que el diametro de los
cristales aumenta durante el proceso de congelacion debido a la
recristalizacion, haciendo mas dificil la relocalizacion del agua en
la interface lipido-caseina después de la descongelacion,

disminuyendo su efecto lubricante y produciendo en el queso
una estructura mas dura. Este efecto parece ser ain mayor luego
de un largo periodo congelado.

Los coeficientes x e y de los quesos refrigerados aumentaron
significativamente entre los 6 y 20 dias de maduraciéon, y no
cambiaron entre los 20 y 68 dias. De acuerdo a Meza et al
(2011) estos resultados significan que los mddulos elastico y
viscoso son mas sensibles a los cambios de frecuencia durante la
primera etapa de maduracion, mostrando menor grado de
estructuracion de la matriz del queso. Sin embargo, para los
quesos congelados, ambos coeficientes se mantuvieron casi
constantes durante todo el periodo de maduracién estudiado.
Esto podria estar relacionado al grado de estructuracion de la
matriz proteica que es mayor cuando menor es el contenido de
agua.
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Este trabajo ha permitido estudiar la influencia del tiempo de
maduracién y de un largo periodo de almacenamiento
congelado sobre las caracteristicas texturales de queso Port
Salut light con el agregado de concentrado de proteina de leche
(MPQ).

El alto contenido de NT y de NSphsas ¥ la baja humedad de los
quesos congelados afectaron la textura, no solamente
provocando mayor IM, sino también sobre su comportamiento
reologico. En la region viscoelastica lineal, G' y G” aumentaron
con el tiempo de maduracion, debido a que la capacidad de
retencidn de la estructura se vio reducida; una tendencia muy
diferente a la observada en los quesos refrigerados, cuyos
valores disminuyeron.

El largo periodo de almacenamiento congelado (cinco meses)
causo importantes cambios en el contenido de humedad, el IM y
los parametros reoldgicos, afectando significativamente las
caracteristicas texturales y el uso final tipico de este tipo de
queso.

Un simple analisis sensorial mostré un queso mas duro aun a
temperaturas mayores a la ambiente, que afectd su capacidad
de fusion. El concentrado de proteinas de leche no redujo el
efecto del largo periodo de almacenamiento congelado sobre la
matriz del queso.
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Resumen: La mayoria de alimentos se comercialicen en envases
plasticos provenientes de fuentes petroquimicas y generan una
importante cantidad de residuos de dificil eliminacion. Es por
ello que surge la necesidad de desarrollar nuevos plasticos mas
sostenibles.

El poli(acido lactico) (PLA) y poli(hidroxibutirato) (PHB) son
plasticos provenientes de fuentes renovables y con
caracteristicas biodegradables. Para facilitar el procesado de
estos materiales y para brindar flexibilidad al material final, estos
biopolimeros deben ser plastificados. El citrato de acetil tri-n-
butilo (ATBC) resulta altamente recomendado para plastificar
tanto al PLA como al PHB y no representa un problema de
inocuidad alimentaria para los consumidores. En el presente
trabajo se prepararon mezclas de PLA-PHB en proporcién 75:25

y se plastificaron con un 15 % en peso de ATBC (PLA-PHB-
ATBC). Las mezclas se prepararon por mezclado en fundido y se
procesaron en films para su aplicacién en envasado alimentario.
La microestructura de los materiales se observd mediante

microscopia 6ptica y microscopia electronica. Las propiedades
mecanicas de las formulaciones obtenidas fueron evaluadas
mediante ensayos de dureza y traccidon. La estabilidad térmica
de los materiales se estudi® mediante la temperatura de
reblandecimiento Vicat.

Palabras clave: Envases
Plastificantes.

Biodegradables, PLA, PHB,

Abstract: Most foods are commercialized in plastic containers
based on petrochemical sources and generate a big amount of
plastic.wastes which are difficult to dispose. That is why there is
a need to develop new and more sustainable plastics.

Poly (lactic acid) (PLA) and poly(hydroxybutyrate) (PHB) are
plastics from renewable resources and with biodegradable
characteristics. To facilitate the processing conditions of these
materials and to provide flexibility to the final material, these
biopolymers are plasticized. Acetyl tri-n-butyl citrate (ATBC) is
highly recommended as plasticizer for both, PLA and PHB, and it
not represent a food safety concern for consumers. In this paper
PLA-PHB blends were prepared in 75:25 proportions and were
plasticized with 15 wt% of ATBC (PLA-PHB-ATBC). The blends
were prepared by melt mixing and processed into films for their
application in food packaging. The microstructure of the
obtained materials was observed by optical microscopy and
scanning electron microscopy. The mechanical properties of the
obtained formulations were evaluated by tensile tests and
hardness. The thermal stability of the materials was studied by
measuring the Vicat softening temperature.

Keywords: Biodegradable Food Packaging, PLA, PHB, Plasticizer.
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El estilo de vida actual hace que la gran mayoria de alimentos
que consumimos se comercialicen envasados en envases
plasticos ya sea a modo de contenedores, films o bolsas.
Generalmente los plasticos utilizados en el sector del envasado
alimentario son provenientes del petréleo que es un recurso
natural no renovable que un dia se agotara (Koller et al. 2010).
Por otra parte, el elevado consumo de este tipo de envases
alimentarios plasticos genera una importante cantidad de
residuos de ésta naturaleza. Los residuos plasticos representan
un problema a nivel mundial cada vez mayor debido a que
generan un impacto negativo en el medio ambiente por su
acumulacion y contaminacion. St bien los materiales plasticos
pueden ser revalorizados a través del reciclado de los mismos,
siendo el reciclado de plasticos ampliamente extendido en
numerosas aplicaciones industriales, los plasticos provenientes
de envases alimentarios presentan algunas limitaciones para ser
reciclados por razones técnicas y financieras, como por ejemplo
necesidad de lavado previo reciclado. Esto hace que los residuos
plasticos que no se reciclan ni se incineran, para su recuperacion
energética, se acumulen cada afio en vertederos (Averous 2004),
representando un importante problema medioambiental. Es por
ello, que surge la necesidad de desarrollar nuevos plasticos mas
sostenibles. De esta manera, resulta ampliamente aceptado que
el uso de materiales plasticos de larga duracion para
aplicaciones de corta duracion, como es el caso de los envases
alimentarios, no es del todo adecuada (Averous 2004) y es por
ello que los materiales plasticos de origen renovable y con
caracteristicas biodegradables han cobrado especial interés en

la industria del envasado alimentario debido a que representan
una alternativa prometedora para remplazar a los polimeros
convencionales derivados del petréleo cominmente utilizados
en este sector (Arrieta et al. 2012).

El mercado de los plasticos biobasados y biodegradables
termoplasticos se ha desarrollado ampliamente en la actualidad.
Por lo tanto, existen muchos materiales termoplasticos
biodegradables que ofrecen una gran versatilidad en cuanto a
propiedades mecanicas, térmicas, etc. Ademas estos materiales
se procesan utilizando la misma maquinaria que se utiliza para
procesar los plasticos convencionales derivados del petréleo,
incluyendo la inyeccién por moldeo, extrusién, moldeo por
soplado y termoconformado (Drumright et al. 2000).

El poli(acido lactico) (PLA) se ha posicionado en el mercado
como el polimero biobasado y biodegradable mas competente
que se utiliza en la actualidad en muchas aplicaciones
industriales destinadas al contacto con alimentos como
cubiertos, platos, tazas, tapas, pajitas de bebidas, bolsas, films
(Conn 1995, Arrieta et al. 2014), botellas, contenedores de
helado, envases de vegetales y frutas fresca (Auras et al. 2004).
Esto es debido a que el PLA presenta a una serie de propiedades
ventajosas para su aplicacion en este sector, como son: su
caracteristicas de material seguro en aplicaciones para el
contacto con alimentos, clasificado como GRAS (Generally
Recognized As Safe) por la FDA (Food and Drug Administration)
(FDA, 2005), su elevada transparencia (Arrieta et al. 2013), facil
procesamiento, costo competitivo (Jamshidian et al. 2010) y
amigable con el medio ambiente debido a su naturaleza
renovable y biodegradable (Fortunati et al. 2012). Sin embargo,
el PLA presenta bajas propiedades de barrera al oxigeno y a la
humedad (Martino et al. 2009), las cuales deben ser mejoradas
para su aplicacion en envase alimentario donde éste debe



V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Cordoba, Argentina, 17 a 19 de

proteger al alimento del medio exterior. Para mejorar las
propiedades de barrera del PLA se lo puede mezclar con otro
polimero mas cristalino ya que este procedimiento permite
conseguir un abanico de propiedades del material final muy
amplio, mediante un método que es versatil a nivel industrial y
econémico. Las mezclas de PLA con otros polimeros de origen
renovable y biodegradables han cobrado interés en aplicaciones
de envases alimentarios. En este sentido, las mezclas de PLA-
PHB han cobrado especial interés en los ultimos afos para el
desarrollo de films biobasados y biodegrables para el envasado
de alimentos (Abdelwahab et al. 2012, Arrieta et al. 2014). Se ha
observado que la adicion de un 25% en peso de
poli(hidroxibutirato) (PHB) incrementa la cristalinidad del PLA y
por consiguiente disminuye la permeabilidad al oxigeno y la
humectabilidad de la superficie del material de PLA (Arrieta et al.
2014).

Para el desarrollo de films, los cuales son ampliamente
utilizados en la industria alimentaria, se requiere que el material
sea flexible y las mezclas de PLA-PHB presentan elevada rigidez.
Para aumentar la flexibilidad de las mezclas de PLA-PHB se
puede afadir plastificantes. Se debe tener en cuenta que la
seleccion de los plastificantes esta limitada tanto por los
requisitos de buena miscibilidad con ambas matrices
poliméricas y a su vez el plastificante no debe representar un
riego de toxicidad para el consumidor. En trabajos anteriores, se
ha observado que la adicion de D-limoneno a mezclas de PLA-
PHB mejord la interaccibn entre ambos polimeros,
incrementando la ductilidad del material final debido a un
efecto de plastificaciéon. Sin embargo, dicho componente,
disminuy6 la estabilidad térmica del material (Arrieta et al
2014).Se ha sugerido que los esteres de citrato, como el citrato
de acetil tri-n-butilo (ATBC) es un buen candidato para la

plastificacion de polimeros destinados al envasado de productos
alimenticios debido a que se encuentra aprobado para el
contacto con los alimentos (Corgneau et al. 2011). Los esteres de
citrato al descomponerse se transforma en acido citrico y etanol,
lo cuales pueden asimilarse facilmente por el organismo. Asi
mismo, el ATBC ha demostrado ser un plastificante eficiente
para el PLA (Coltelli et al. 2008, Lemmoucht et al. 2009) y el PHB
(Erceg et al. 2005).

En el presente trabajo se prepararon films para su aplicacién en
envasado de alimentos sostenibles, ya que los materiales
utilizados son provenientes de recursos renovables y presentan
caracteristicas biodegradables. Para ello se prepararon mezclas
de PLA-PHB en proporcién 75:25 y se plastificaron con un 15 %
en peso de ATBC (PLA-PHB-ATBC). Las mezclas de los materiales
se prepararon por mezclado en fundido a 170°C vy
posteriormente dichas mezclas se procesaron en films por
moldeo por compresion. Asimismo, se prepararon films de PLA
plastificados con ATBC (PLA-ATBC), ast como también un film de
PLA puro y la mezcla de PLA-PHB para comparacion.
Posteriormente se realizd6 una caracterizacién estructural,
mecanica y térmica.

MATERIALES Y METODOS
Polimeros y plastificantes

La granza de PLA (PLA 2003D, Mn = 98000 g/mol, 4 wt% D-
isomero) fue suministrada por NatureWorks (Estados Unidos), la
granza de PHB (PHI, Mv = 96000 g/mol) fue suministrada por
NaturePlast (Francia) y el plastificante ATBC (Mw = 402 g/mol,
98% de pureza) fue suministrado por Sigma Aldrich (Espafia).
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Preparacion de las muestras de films

Con la finalidad de evitar la presencia de humedad las granzas
de PLA fueron previamente secados durante toda la noche a
80°C antes de ser procesados. Las granzas de PHB y el
plastificante ATBC fueron secado durante 4 horas a 60°C. Las
mezclas de los materiales se realizaron a 170°C a una velocidad
de rotacidon constante de 50 rpm durante 4 min en una
mezcladora Haake PolyLab QC (Thermo Fischer Scientific Inc.).
Los polimeros se mezclaron durante 3 min y una vez que
alcanzaron el estado fundido se adiciond el plastificante ATBC.
Las mezclas obtenidas fueron procesadas en films por moldeo
por compresién en una prensa de platos calientes (Mint C 3850,
Caver, Inc. USA) a 170 °C y aplicando un ciclo de presion de (5
min sin aplicar presién, seguido de 1 min a 2 MPa, Tmin a 3,5
MPa y finalmente mantenido 5 min a 3,5 MPa).

Caracterizacion de los films
Caracterizacion microestructural

El estudio de la morfologia microestructural de las formulaciones
obtenidas se realizd por micorscopia Optica y electronica.

Para observar la superficie de las muestras se utilizd un
microscopio 6ptico LV-100 Nikon Eclipse equipado con una
camara Nikon. Las micrografias Opticas se obtuvieron a
magnificaciones de 20 x.

Tanto la superficie de las muestras como la superficie de fractura
se observaron con un microscopio electrénico de barrido
Phenom (FEI Company) utilizando una aceleracion electronica de
10kV. Las micrografias SEM se obtuvieron a magnificaciones de
1000 x. Las muestras fueron previamente metalizadas con una

fina capa de oro para hacerlas conductoras mediante un
metalizador EMITECH SC7620 (EMITECH).

Caracterizacion mecanica

La determinacion de durezas de las mezclas obtenidas se llevo a
cabo segun la norma UNE-EN ISO 2039-2:2000, utilizando la
escala Shore A. Las probetas para este ensayo se prepararon a
partir de las mezclas obtenidas con una compresora (Buehler,
Simplimet 1000) equipada con un molde de 35 mm de diametro
y un espesor de 8 mm. Para obtener una medida estable y fiable
se esperd 10 segundos para tomar el valor de dureza Shore A,
utilizando un durometro Baxlo (Baxlo, Instrumentos de medida y
precision, S.L.). Se realizaron 10 medidas de cada muestra y se
reporté el valor medio.

El ensayo de traccion se realizd de acuerdo con la norma ASTM
D882-91-01 (ASTM, 2001), utilizando una maquina de ensayos
universales Single Column System Instron Instrument Modelo
3344 (Fareham Hants, UK) equipada con una célula de carga de
5 kN. Las probetas (10 mm x 100 mm x 0.3 mm) se colocaron a
una distancia entre mordazas de 50 mm, sometidas a una
velocidad de elongacion de 25 mm/ min.

Temperatura de reblandecimiento Vicat (VST)

La temperatura de reblandecimiento Vicat (VST) se realizd de
acuerdo a la norma UNE-EN ISO 306. La temperatura a la cual el
penetrador alcanza 1 mm de penetracidon de la superficie de la
probeta con respecto a su posicion inicial (valor VST) se
determin¢ utilizado una estacion Vicat/HDT modelo Deflex 687-
A2 (Metrotec, S.A) equipado con un bafio de aceite (DOW
Corning 200 Fluid 100 CS). El ensayo se realizo con una carga de
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50 N y una velocidad de calentamiento del fluido de 50 °C/h. Se
determinaron dos valores por cada muestra

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se puede ver el aspecto visual de los films
obtenidos (Figura 1 a-d) en las que se puede observar que la
presencia del plastificante ATBC no afecta considerablemente el
aspecto del PLA, mientras que la presencia de PHB le da una
tonalidad ambar al PLA. Las micrografias opticas (Figura 1.e -
Figural.h) y SEM (Figura 1.i - Figura 1.l) de las superficies de
las muestras muestran una superficie homogénea, donde no se
observa separacion de fases ni formacién de aglomerados, lo
gue indica una buena miscibilidad entre las matrices poliméricas
de PLA y PHB en la muestra de PLA-PHB (Figura 1.g y Figura
1.k) asi como también una correcta incorporacién del
plastificante a la matriz polimérica de PLA en la muestra de PLA-
ATBC (Figura 1.f y Figura 1.j) y en la mezcla de PLA-PHB en la
muestra PLA-PHB-ATBC (Figura 1.h y Figura 1.1). Al estudiar la
fractura de las muestras mediante su observacién por
microscopia electrénica (Figura 1.m y Figura 1.p) se puede ver
claramente que las muestras plastificadas, PLA-ATBC (Figura
1.n) y PLA-PHB-ATBC (Figura 1.p) presentan mayor ductilidad,
evidenciada por una fractura plastica. Por su parte la muestra de
PLA puro (Figura 1.m) y PLA-PHB (Figura 1.0) presentan una
fractura mucho mas rigida.

Figura 1. Muestras de PLA (a, e, i y m), PLA-ATBC (b, f, j y n),
PLA-PHB (c, g, ky 0) y PLA-PHB-ATBC (d, h, Ly p).

Aspecto visual de los films obtenidos (a-d) y sus
correspondientes micrografias Opticas de superficie (e-h),
micrografias electronicas de superficie (i-) y micrografias
electronicas de la superficie de fractura (m-p).
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Los resultados obtenidos de la medida de dureza (Figura 2.a)
de los materiales revelaron que el PLA puro es el material que
presenta mayor dureza, la cual disminuye ligeramente en la
mezcla de PLA-PHB. El efecto de la adicion de plastificante
muestra que la presencia de ATBC produce una disminucién
significativa de la dureza Shore A del PLA y PLA-PHB, debido a
que el efecto de plastificacion que produce el ATBC en la matriz
polimérica de PLA y en la mezcla de PLA-PHB facilita el
movimiento relativo entre las cadenas poliméricas resultando en
un material menos rigido que facilita la penetracion del
identador del durometro Shore en el material. Estos resultados
se confirman con los resultados obtenidos del médulo de
traccion (Figura 2.b) y de resistencla mecanica (Figura
2.c)donde se observa que la presencia del plastificante
disminuye ambos parametros. Sin embargo, al observar la
influencia de la adicion de PHB al PLA se observa que aumenta
tanto el modulo elastico (Figura 2.b) como la resistencia del
material (Figura 2.c), lo que indica que la presencia de PHB
mejora la  resistencla mecanica del material.  Este
comportamiento puede ser debido a la habilidad del PHB de
cristalizar como pequefas esferulitas en la matriz del PLA que
pueden actuar como componentes de refuerzo del PLA (Arrieta
et al. 2014).

Los valores de porcentaje de alargamiento a la rotura obtenidos
a partir del ensayo de traccién (Figura 2.d) presentaron la
misma tendencia que el ensayo de dureza Shore A (Figura 2.a).
De esta manera, los materiales sin plastificar revelaron valores
muy bajos de elongacion a la rotura, un 1,5 % para el film de

PLA puro y un 2 % para el flm de PLA-PHB (Figura 2.d). La
adicion de ATBC generd materiales mucho mas extensibles
alcanzando valores de 240 % en el caso de PLA-ATBC y valores
de 180 % en el caso de PLA-PHB-ATBC. Esto se debe a que la
plastificacion producida por el ATBC facilita el movimiento
relativo de las cadenas de los polimeros y, por lo tanto, favorece
el alargamiento del material sometido al esfuerzo de traccién.
Este resultado destaca la importancia de la adicidén del
plastificante ATBC tanto al PLA como a las mezclas de PLA-PHB
para su aplicacion en films destinados al envasado alimentario,
donde se requiere un material mas ductil y extensible.
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Figura 2. Resultados de las propiedades mecanicas de las
muestras de PLA, PLA-ATBC, PLA-PHB y PLA-PHB-ATBC. a)
Dureza Shore A (n = 10) , b) Moddulo elastico (n = 5), ¢)
Resistencia a la traccidén (n = 5) y d) porcentaje de alargamiento
a larotura (n = 5)

La estabilidad térmica de los materiales se estudio mediante la
determinacion de la temperatura de reblandecimiento Vicat
(VST). En la Tabla 1 se reportan los valores de VST obtenidos
para las muestras de PLA, PLA-PHB y las muestras plastificadas
(PLA-ATBC y PLA-PHB-ATBC).

Tabla 1. Resultados obtenidos de la temperatura de
reblandecimiento Vicat (VST) para PLA, PLA-PHB vy los sistemas
plastificados (n = 2).

Films VST (°C)
ensayados

PLA 56,7 + 0,1
PLA-ATBC 429 £ 0,1
PLA-PHB 752 £0,8
PLA-PHB-ATBC 52,5+0,1

Los resultados obtenidos al realizar el ensayo Vicat muestran
que la adicion del plastificante provoca una disminucion de la
temperatura de reblandecimiento Vicat (VST) del PLA, alrededor
de 9°C, en buen acuerdo con las propiedades mecanicas
obtenidas en estos materiales como se comenté en la seccién
anterior. Por su parte, la adicion de PHB provoca un incremento
de la estabilidad térmica del material en aproximadamente 18

°C, obteniéndose un buen balance de propiedades para el
sistema ternario de PLA-PHB-ATBC el cual reveld un valor de
VST 10°C superior que la muestra de PLA-ATBC.
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Se han desarrollado materiales biobasados y biodegradables
para su aplicacion como films para el envasado de alimentos.
Para ello se prepararon mezclas de PLA y PHB en proporcién
75:25 y posteriormente se plastificaron con ATBC. Se seleccion6
este plastificante porque se encuentra autorizado para el
contacto con alimentos. Se obtuvieron films con elevada
transparencia en todos los casos. Sin embargo la adicién de PHB
genera una tonalidad ambar en el material final. La
microestructura de los materiales se observd tanto por
microscopia Optica como por microscopia electrénica. Se
observd una buena compatibilidad entre los dos polimeros, PLA
y PHB, y el plastificante ATBC, ya que el estudio por microscopia
Optica y electronica reveld materiales homogéneos y sin
separacion de fases. La observacion de la superficie de fractura
por microscopia electrénica demostro el efecto plastificante de
ATB en la matriz polimérica tanto de PLa como en la mezcla de
PLA-PHB. La adicion del PHB permitio reforzar las propiedades
mecanicas del PLA obteniéndose materiales con mayor
resistencia mecanica. De manera similar la adicion del PHB
produjo una mayor resistencia térmica del material final. Por su
parte la adicion del ATBC favorecio la interaccion entre los dos
polimeros y su efecto plastificante produjo materiales mas
ductiles y extensibles, lo cual es necesario para el desarrollo de
flms. Se puede concluir que las mezclas de PLA-PHB
plastificadas con ATBC representan una alternativa prometedora
para reemplazar los plasticos tradicionalmente utilizados en el
sector del envase alimentario, ya que presentan un equilibrio de
propiedades compatibles para el requerimiento final ofreciendo
la ventaja de provenir de fuentes renovables y de ser materiales
biodegradables.
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Resumen

El aceite de chia (Salvia hispanica L. posee excelentes
propiedades nutricionales pero debido al elevado nivel de
insaturacién (>80 %) es altamente susceptible al deterioro
oxidativo. La adicidon de antioxidantes, mejora la estabilidad de
los lipidos y prolonga la vida util de los alimentos que los
contienen. El objetivo de este trabajo fue analizar la eficacia de
antioxidantes naturales tocoferoles (TOC), palmitato de
ascorbilo (PA) y extracto de romero (ER) sobre la estabilidad
oxidativa del aceite de chia obtenido por prensado en frio bajo
condiciones de almacenamiento prolongado. Se utilizd un aceite
de chia obtenido por prensado sobre el que se evalud la
capacidad antioxidante de: (tocoferoles (TOC) al 70%; Palmitato
de Ascorbilo (PA) al 10 %; una mezcla PA+TOC (50:50) y
Extracto de Romero al 1% (ER). Con una periodicidad quincenal
se determiné el indice de perdxido (IP); acidez y coeficientes de
extincion especifica (k32 y ka70), lo que permitié determinar que:
1) el aceite de chia es susceptible al deterioro foto oxidativo; 2)
existe un sinergismo entre PA y TOC 3); la combinacion PA y

TOC resultd mas efectiva que el TBHQ y 4) ER y TOC no tuvieron
propiedades antioxidantes en la presente matriz lipidica.

Palabras clave: chia, aceite, estabilidad oxidativa, antioxidantes
naturales, almacenamiento prolongado.

Abstract

The chia seed (Salvia hispanica L)) is globally popular and valued
for its nutritional and health attributes. Chia oil is composed
mainly of triglycerides, in which polyunsaturated fatty acids
(PUFAs, linoleic and a-linolenic acids) are present in high
amounts. Although it seems clear that such fatty acid
composition is favorable from a nutritional point of view, higher
contents of linoleic and linolenic acids result in poorer oxidative
stability and shorter shelf life of the oil. Antioxidants can
increase shelf life of food products by retarding lipid oxidation.
The aim of this study was to evaluate the combined effects of
the storage condition (300 days under fluorescent light - 800
Lux - or darkness condition, both at room temperature) with the
addition of natural antioxidants (rosemary extract RE;tocopherol,
TOC; ascorbyl palmitate, AP) on quality indices related to chia oil
oxidative stability. The results showed that chia oil is susceptible
to undergo a photo-oxidative degradation, resulting in
significantly increased amounts of primary oxidation products.
Under darkness-storage condition, the addition of AP and TOC
together significantly reduced lipid oxidation and improved oil
shelf life. Moreover, this combination maintain an acceptable
quality at least up to 300 days of storage. Results from this work
stressed the influence of the illumination condition on chia oil
oxidative stability, suggesting that this oil should be stored in
containers with light-barrier properties, and may be added with
the antioxidants examined in the current study.
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LaSalvia hispanica L., chia, hierba anual de verano que pertenece
a la familia Labilaceae nativa de México y Guatemala, su semilla
posee aminoacidos esenciales, vitaminas y minerales (Ixtaina et
al, 2008, 2011; Ayerza y Coates 2004, 2011), se destaca por ser
su aceite la mayor fuente vegetal de acidos grasos de la serie ®-
3 conocida hasta el momento, con mas de un 60% de acido
linolénico (LNA), un acido graso poliinsaturado (AGPI), que junto
con la serie w-6 son considerados esenciales. Se reconocen
muchos beneficios aportados por estos, en cuanto a la salud
coronaria, nerviosa, visual, inmunoldgica y embriolégica (Bowen
y Clandint 2005; Peet y Stokes 2005; Galli y Marangoni 2006;
Mazza et al, 2007; Fereidoon 2009).

Las reacciones de oxidacion de los lipidos conocidas como
rancidez oxidativa se caracterizan por la acumulacién de
hidroperdxidos potencialmente toxicos (Colles et al, 2001;
Dobarganes y Marquez-Ruiz 2003) y por ser autopropagadas,
siendo el grado de insaturacion el factor que mayormente
influye en la velocidad de las mismas. Motivan una disminucion
de la calidad nutricional y sensorial debido a pérdidas de acidos
grasos esenciales, actividad vitaminica y color. Los antioxidantes
son moléculas con variados mecanismos de accion (donores de
hidrogeno, agentes quelantes principalmente) o procesos de
proteccion fisica capaces de retardar o prevenir el deterioro
asociado a dichas reacciones. La eficacla depende de sus
caracteristicas quimicas, su concentracién, si se encuentran
solos o combinados con otros, del tipo de sustrato y sus
antioxidantes.

St bien la mayor parte de los antioxidantes de grado alimentario
son sustancias fenolicas sintéticas, estan siendo cuestionados
respecto a su seguridad y reevaluados en cuanto a sus rutas
metabdlicas (Shahidi y Zhong 2005; Igbal y Bhanger 2007) de
hecho, compuestos muy utilizados en la industria aceitera como
Terbutilhidroxianisol ~ (BHA), Diterbutilmetilfenol (BHT) vy
Diterbutilhidroquinona (TBHQ) han sido prohibidos en paises de
la Comunidad Europea. En consecuencia existe un gran interés
por obtener y utilizar antioxidantes provenientes de fuentes
naturales, entre los que se encuentran fenoles simples, acidos
fendlicos, carotenoides, antocianinas y flavonoides extraidos de
hierbas y especias (Irwandt et al, 2000; Yanishlieva y Marinova
2001; Frankel 2005; Maestri et al, 2006). Entre estos, el extracto
de romero (Rosmarinus officinalis L) (ER), se encuentra
reconocido como un aditivo GRAS, siendo el acido carndsico el
componente activo mayoritario que actia como antioxidante
(Terpinc et al, 2009; Visentin et al, 2011), fue adicionado sélo y
combinado en estudios previos (Erkan et al, 2008; Zhang et al,
2010; Chen et al, 2014). Otro ejemplo es el acido ascérbico
(Vitamina C), posee propiedades fuertemente reductoras debido
al grupo enodiol, su version liposoluble, palmitato de ascorbilo
(PA), demostré potencialidad en varios aceites vegetales
(Marinova y Yanishlieva 1990; Hras et al, 2000; Hawrysh et al,
2006; Martinez et al, 2013°% Martinez et al, 2013b). Los
tocoferoles abundan de forma natural en las grasas vegetales
sin refinar, en conjunto con los tocotrienoles se los conoce
como vitamina E y se distinguen los isomeros a, B, vy y d (Wagner
y Elmadfa 2000).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar la eficacia de
antioxidantes naturales tocoferoles (TOC), palmitato de
ascorbilo (PA) y extracto de romero (ER) sobre la estabilidad


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Dr+Malcolm+Peet%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Caroline+Stokes%22

V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Cordoba, Argentina, 17 a 19 de

oxidativa del aceite de chia obtenido por prensado en frio bajo
condiciones de almacenamiento prolongado.

Materiales y Métodos

Obtencion del aceite de chia

Las semillas de chia fueron prensadas en una prensa de tornillo
helicoidal escala piloto (Komet Modelo CA 59 G) con las
siguientes condiciones: 10 % b.h. (0,111 b.s.), temperatura de
extraccion 30°C, reduccion de la prensa 6 mm y velocidad 20
rom (Martinez et al, 2012). El extracto (aceite + solidos)
obtenido fue filtrado utilizando un filtro prensa.

Analisis Quimicos

Grado de acidez (GA), indice de perdxidos (IP), dienos (k232) y
trienos (k270) conjugados (AOCS 2009).

Composicion acidica, indice de yodo y AGMI/AGPI: esterificacién
seguida de cromatografia gaseosa (Clarus 500, Perkin Elmer) con
detector de ionizacién de llama (FID), columna capilar
(Supelcowax-10), nitrégeno como gas portador (1 mL/min) y
utilizando un programa de temperatura (Maestri et al.,, 1998).
Contenido de pigmentos: (Papaseit 1986).

Estabilidad Oxidativa: mediante el método de oxidacién
acelerada por Rancimat a 100 °C con flujo de aire 20 mL/miny 3
g de aceite.

Actividad antioxidante (radical DPPH) (Brad-Williams et al,
1995).

Contenido de tocoferoles: por cromatografia liquida de alta
presién (Pocklington y Dieffenbacher 1988), con columna de
silica de fase normal (Lichrosorb Si 60), fase mévilm

n-hexano:acetato de etilo (70:30 v/v) a un flujo de 1 mL/min y
detector UV (295 nm).

Fenoles totales y o-difenoles: Previa extraccion con metanol se
realizé la cuantificacion del contenido de fenoles totales
mediante la reaccion con el reactivo de Folin-Ciocalteau vy
posterior lectura espectrofotométrica a 725 nm (Vazquez-
Roncero et al,, 1973) y con Na2Mo0O4.2H20 y lectura a 350 nm
en el caso de los o-difenoles (Gutfinger 1981).

Determinacion del factor de proteccion de antioxidantes
naturales mediante Rancimat

Se evaluaron en Rancimat a 100°C distintas concentraciones de
los siguientes antioxidantes para seleccionar cuales y en qué
concentracion seran utilizados en el ensayo de almacenamiento
prolongado, se utilizaron concentraciones, en algunos casos,
muy superiores a lo que permite el CAA con el objetivo de
analizar si existe un efecto prooxidante por aumento de la
concentracién (Hras et al 2000):

Mezcla de Tocoferoles al 70 % (Danisco) (TOC): Composicion: a=
8,8%, B= 1,55%, y= 61,82% y d= 27,82%. Sélo: a concentraciones
entre 50-800 ppm, y combinado con PA en una proporcidén
50:50 para probar la posible existencia de sinergismo
encontrada en otras matrices (Marinova y Yanishlieva 1990).
Palmitato de Ascorbilo (PA): sélo (50-800 ppm) y en
combinacion con TOC.

Extracto de Romero (ER): el utilizado fue al 1% (Danisco) de
compuestos triterpénicos y fue evaluado sélo (1000-16000 ppm)
y en combinacion con 200 ppm de PA 'y 200 ppm de TOC sélo a
una concentracion (8000 ppm).

El ttempo de induccidn (TI) es un valor en horas que el equipo
Rancimat obtiene cuando el incremento en la conductividad de
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la solucién de medicién (agua miliQ) se hace constante. El factor
de proteccion (FP) de un antioxidante es el cociente entre el Tl
del aceite aditivado y sin aditivar (Tlcontrol), cuanto mas alejado
de 1 esté el FP, mejor sera dicho antioxidante. En el caso de las
combinaciones de dos antioxidantes, los Tl resultantes se
utilizaron para calcular el sinergismo mediante la ecuacion de
Bishov et al,, 1977 :

(1) %Syn: _(ﬂmezcla‘Tlcontrol) - [(Tll - Tlcontrol) + (T|g - Tlrontrol)] X
100

[(T|1 - Tlcontrol) + (T|2 - Tlcontrol)]

Ensayo de almacenamiento prolongado

Con el proposito de evaluar la estabilidad oxidativa del aceite de
chia se llevo a cabo un ensayo de almacenamiento prolongado
de tipo dindmico durante 300 dias en una camara con
iluminacidn permanente (luz fluorescente, intensidad 800 Lux) y
temperatura controlada (25°C). En este tipo de ensayos a
diferencia de los estaticos (Ixtaina et al, 2012) a medida que se
van tomando muestras el espacio de cabeza, que contiene
oxigeno, aumenta. Esta situacién coincide con lo que sucede con
el aceite almacenado por el consumidor.

Los tratamientos (tabla 1) se almacenaron en oscuridad, lo que
se logré recubriendo los envases (250 mL) con una lamina de
aluminio, el TBHQ se seleccion6 como un control positivo,
debido a su conocida capacidad en la estabilizaciéon de aceites
comerciales, también un control sin aditivar (CO) y uno sin
aditivar y sin recubrir con aluminio (CL) para analizar los efectos
producidos por la luz (fotooxidacién). Con una periodicidad

quincenal se extrajeron muestras (10 g) de cada uno de los
tratamientos y se analizd: GA, IP, k232 y kazo.

Codigo | Antioxidante/s Concentracion | Condicion
CL _ Control Luz

co Control Oscuridad
PA Palmitato de | 200 ppm Oscuridad

Ascorbilo

ER Extracto de Romero | 8000 ppm Oscuridad
TBHQ Terbutilhidroquinona | 200 ppm Oscuridad
TOC Tocoferoles al 70% 200 ppm Oscuridad
PA + 200 ppm de | Oscuridad
TOC c/u

Tabla 1: Tratamientos utilizados para evaluar la estabilidad del
aceite de chia en un ensayo de almacenamiento prolongado (luz
fluorescente, intensidad 800 Lux, 25°C) seleccionados segun los
resultados obtenidos en Rancimat mediante la oxidacién
acelerada del aceite de chia.

Analisis estadisticos

La base informatica utilizada fue el programa INFOSTAT version
2011. Los tratamientos fueron realizados por triplicado y las
diferencias entre ellos se estimaron mediante analisis de la
varianza (ANAVA) y, cuando fuera necesario, un test a posteriori
de comparaciones multiples (Fisher LSD: p<0,05).
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Resultados y Discusion Y 652 + 41,9
o d 64,8 + 2,68
En la tabla 2 se presentan los resultados de la caracterizacion Fenoles Totales en

quimica del aceite de chia obtenido por prensado en frio.

Parametro Media + DE
GA (% Oleico) 0,13 + 0,003
IP (meq O,/Kg aceite) ND

Acidos Grasos (%)

Palmitico 7,46 + 0,15
Palmitoleico Tr

Estedrico 2,98 + 0,09
Oleico 7,18 £ 0,15
Linoleico 20,1 £ 0,16
Linolénico 61,8 + 0,46
Araquidico Tr

Y 212 £ 1,7
AGMI/AGPI 0,09 + 0,002
Carotenos (mg/Kg) 541 + 0,09
Clorofilas (mg/Kg) 4,66 + 0,06
K>3o 1,35 + 0,07
Ks70 0,15 £ 0,02
EO (horas) 3,04 + 0,25
DPPH 40,3 + 0,29
Tocoferoles (mg/Kg)

o Tr

B ND

aceite(mg/Kg) 42,1 + 3,96
o-difenoles en aceite(mg/Kg) |3,99 + 0,85

Tabla 2: Parametros quimicos del aceite de chia obtenido por
prensado en frio. Abreviaturas: GA, grado de acidez; IP, indice de
peroxidos; 1Y, indice de yodo; AGMI/AGPI: relacion acidos grasos
monoinsaturados y polinsaturados, EO: Estabilidad oxidativa y
DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil. Valores medios (n=3) + desvio
estandar. Tr: valores trazas. ND (No Detectado).

Los trabajos de almacenamiento prologando bajo condiciones
reales de anaquel son escasos (Okogeri y Tasioula-Margari 2002;
Sinesio et al, 2005; Gambacorta et al, 2006; Gdbmez Alonso et
al, 2007; Let et al, 2007; Olmedo et al, 2008; Arcoleo et al,
2009; Horn et al, 2009; Ixtaina et al, 2012; Martinez et al, 2013?).
En este trabajo, en cuanto a la evolucion del GA (datos no
mostrados) no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) en ninguno de los tratamientos entre el
tiempo cero y a los 300 dias de almacenamiento. Evidenciando
que el aceite de chia es estable frente a la degradacién
hidrolitica de los glicéridos, aun en condiciones de exposicion a
la luz.

En cuanto al IP (Figura 1a ,b y ), a partir de los 60 dias, los
tratamientos: PA, PA + TOC y TBHQ demostraron mayor
efectividad en la proteccion del aceite, no mostrando diferencias
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significativas entre ellos hasta los 135 dias, momento a partir del
cual la combinacidon PA + TOC, se diferencié significativamente
de los otros dos y mostro los valores mas bajos de IP hasta el
final de ensayo (Figura 1c)., mientras que el tratamiento PA a los
185 dias mostrd un incremento acelerado llegando a 15
meqO,/Kg de aceite (limite maximo establecido por el CAA para
aceites comestibles) a los 195 dias. La combinacion de PA'y TOC
fue mas eficaz que el TBHQ (control positivo) para prolongar el
periodo de induccion del aceite de chia (0,66 y 2,35 meq Oy/kg a
los 300 dias de almacenamiento, respectivamente). Por su parte
los tratamientos CO, ER y TOC no demostraron buena capacidad
antioxidante  superando dicho limite a partir de
aproximadamente los 135-150 dias de almacenamiento.
Resultados similares con ER y TOC fueron obtenidos por Ixtaina
et. al(2012), pero en un ensayo estatico. Del analisis conjunto de
los parametros evaluados surge que la condicion luminica (CL)
ejerce un efecto significativo sobre la generaciéon de productos
de oxidacion primaria (Figura 1b), demostrando que la
fotoxidacion acelera el proceso, debido posiblemente también a
la presencia de un fotosensibilizador como las clorofilas (Wong
1995; Frankel 2005) en cantidad suficiente para que actue
mediante la produccién fotoquimica de oxigeno singulete
(Suzuki et al, 1984).

indice de Peroxidos (megO2iKg)

2804

210 4

143 4

T4

0 il : —
0 15 30 45 60 T& %0 105 120 135 150 165 140 185 210 325 240 255 270 205 100 315

#— TBHG (200 ppm)
—— PA (200 ppm)
—h— TOC (200 ppm)

—¥— PA + TOG (200 ppm ci)

—&— ER (BO00 ppm)
o— Control (uz)
—8— Control (oscurdad)

DIAS




V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Cordoba, Argentina, 17 a 19 de
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Figura 1: Evolucidon del indice de perdxidos (meq O,/kg aceite)
durante el almacenamiento del aceite de chia en condiciones de
iluminacion (800 Lux) — oscuridad y temperatura (25 ° Q)
controladas. (a) hasta los 300 dias (b) detalle hasta los 210 dias
(c) detalle hasta los 180 dias de los tratamientos PA, PA+TOC y
TBHQ.
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Respecto a la dinamica de los parametros oxidativos k232
(Figura 2a) y k270 (Figura 2b), evidencian la misma tendencia
que IP.

10,0 -
—X— TBHQ (200 ppm)

—— PA (200 ppm)

—aA— TOC (200 ppm)

—V¥— PA + TOC (200 ppm c/u)
—&o— ER (8000 ppm)

—O— Control (luz)
—O— Control (oscuridad)

7,51

5,0

K232

2,51

0,0+ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300 315
DIAS

0,8
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—A&— TOC (200 ppm)

—V¥— PA + TOC (200 ppm c/u)
—&— ER (8000 ppm)
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0,4
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Figura 2: Evolucion de los coeficientes de extincidén especifica
de los distintos tratamientos durante el almacenamiento del
aceite de chia (300 dias) en condiciones de iluminacién (800 Lux)
— oscuridad y temperatura (25 ° C) controladas. (a) dienos
conjugados y (b) trienos conjugados.

Los pigmentos (tabla 3) disminuyen significativamente a los 165
dias de almacenamiento, no existiendo diferencias
estadisticamente significativas para los carotenos entre las
condiciones de luz y oscuridad, pero st para las clorofilas que se
reducen un 80% en luz y un 63% en oscuridad. Se observd un
incremento significativo en el DDPH remanente a los 300 dias
de almacenamiento en ambas condiciones luminicas.



V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Cordoba, Argentina, 17 a 19 de

Control Luz Control Oscuridad
Parametro Dia 0 Dia 165 Dia 300 Dia 165 Dia 300
% Acidos Grasos
Palmitico 7,46° £ 0,15 6,54" £ 0,39 6,87+ 0,68 6,887+ 0,34 6,64 + 0,38
Palmitoleico Tr Tr Tr Tr Tr
Estedrico 2,98° + 0,09 2,46° + 0,2 33°+0,74 2,627 £ 0,21 3,63° £ 0,76
Oleico 7,18%+ 0,15 6,54" + 1,28 515"+ 1,2 6,29" + 0,49 546 + 0,78
Linoleico 20,1+ 0,16 19,1° £ 0,96 19,74° + 0,24 19,9° + 0,39 19,5° £ 0,74
Linolénico 61,8%+ 0,46 66,4 + 2,91 64,83° + 2,33 64,3°+ 1,36 64,6° + 1,75
Y 2127+ 0,94 222° + 6,49 218% £ 5,24 217° £ 2,6 217° + 3,48
Carotenos (mg/Kg) 541% + 0,09 3,22° £ 0,35 2,43+ 0,18 3,44° + 0,09 2,84 + 0,41
Clorofilas (mg/Kg) 4,66° + 0,06 0,9° £ 0,09 1,14° £ 0,49 1,69° + 0,08 2,23° + 0,97
DPPH 35,6° + 0,51 36,2° + 0,41 48,9° + 1,50 40,5 £ 1,39 51,6° £ 2,53
Tocoferoles
(mg/Kg)
o Tr Tr Tr Tr Tr
B Tr Tr Tr Tr Tr
y 651°+ 419 | 598°+838 | 405°%2358 | 600°+ 132 4147 £ 52,5
d 64,8 + 2,68 68,4 + 1,39 65,9° + 0,81 67,7+ 1,76 67,0° £1,66

Tabla 3: Parametros quimicos medidos a: 0, 165 y 300 dias de
almacenamiento en los aceites control (luz y oscuridad). Valores
medios (n=3) = DE. Tr: valores trazas. Valores medios seguidos
por letras diferentes difieren significativamente (p < 0.05).

Este hecho pudo deberse a que el contenido de tocoferoles
(antioxidantes propios del aceite) disminuyd un 30 %
aproximadamente. El porcentaje relativo de los distintos acidos
grasos no presentd diferencias significativas entre 0, 165 y 300
dias de almacenamiento.

Por su parte, en el ensayo estatico, los tratamientos CL y CO,
presentaron luego de 300 dias de almacenamiento un indice de
perdxidos de 6,70 y 3,03 meq O,/kg aceite, respectivamente;
este resultado podria deberse, en ambos casos, a la baja
disponibilidad de oxigeno en el interior del envase y en CO a un
efecto protector adicional debido a la ausencia de luz. El resto
de los tratamientos no presentaron diferencias estadisticamente
significativas en IP entre el dia cero y 300. Respecto al indice de
acidez y perfil de acidos grasos, cobmo era de esperar, los
tratamientos no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre el tiempo cero y final del ensayo estatico. Si
bien, el contenido de tocoferoles se mantuvo constante hasta el
final del ensayo; el contenido de pigmentos, carotenoides y
clorofilas, presentd una disminucion promedio del 35y 70 %,
respectivamente (tabla 4).
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Control Luz Control Oscuridad
Parametro Dia 0 Dia 300 (est) Dia 0 Dia 300 (est)
% Acidos Grasos
Palmitico 746" + 0,15 6,01" + 0,37 746" + 0,15 6,03 + 0,14
Palmitoleico Tr Tr Tr Tr
Estedrico 2,98% + 0,09 2,65% + 0,05 2,987 + 0,09 2,77° £ 0,03
Oleico 7,18% + 0,15 591" + 0,35 7,18% + 0,15 573" + 0,08
Linoleico 20,17+ 0,16 19,8° + 0,18 20,1+ 0,16 19,8° + 0,06
Linolénico 61,8" + 0,46 65,4" + 0,63 61,8° + 0,46 65,4 + 0,22
I\ 212* + 0,94 220 + 1,48 2127 + 0,94 220" + 0,51
Carotenos (mg/Kg) 541° + 0,09 332° £ 0,16 541° + 0,09 3,69° + 0,06
Clorofilas (mg/Kg) 4,66° + 0,06 1,38+ 0,13 4,66° + 0,06 1,61° + 0,03
DPPH 3567+ 0,51 37,4% + 0,56 3567+ 0,51 38,77 + 1,85
Tocoferoles (mg/Kg)
o Tr Tr Tr Tr
s Tr Tr Tr Tr
y 652° + 41,9 659° + 3,51 652° + 41,9 666° + 11,3
d 64,87 + 2,68 66,67 + 2,82 64,87 + 2,68 68,2°+ 1,88

Tabla 4: Parametros quimicos del ensayo estatico medidos a: 0
y 300 dias de almacenamiento en los aceites control (luz y
oscuridad). Valores medios (n=3) + DE. Tr: valores trazas. Valores
medios seguidos por letras diferentes difieren
significativamente (p < 0.05).
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Los beneficios nutricionales que sin duda aportaria el consumo
de aceite de chia se deben, principalmente, al elevado
contenido de acidos grasos ®3 y 6, sin embargo también
conlleva una desventaja tecnoldgica en cuanto a la estabilidad
del producto. A pesar de que posee naturalmente sustancias
antioxidantes, cuando se encuentra expuesto a factores
medioambientales como la luz y la presencia de oxigeno, se
oxida alterando su calidad quimica. En respuesta a esta realidad,
se comprobo que, el efecto protector de la combinacién de los
antioxidantes naturales PA y TOC (50:50), fue superior al
alcanzado con TBHQ, unos de los antioxidantes sintéticos mas
utilizados. Constituyendo una alternativa novedosa para la
industria aceitera actualmente interesada en estos aceites no
convencionales provenientes de cultivos que estan siendo
revalorizados en el pais y el continente.
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Resumen

Se elaboraron y caracterizaron peliculas biodegradables con
subproductos de chia (mucilago y fraccion proteica -FP-) y
aceite esencial de clavo (AEC). Se evaludo el efecto de la
concentracién de polimero (CP) (1,0-3,0%) y de AEC (0,1-1,0%),
ast como del pH (7-10), mediante un disefio factorial 23 con
cuatro puntos centrales. Las peliculas exhibieron valores de
humedad entre 116 y 521% (bss), disminuyendo
significativamente (p<0,05) al incrementar la CP y el AEC. El
espesor de las peliculas aumentd significativamente (p<0,05) al
incrementar CP. La CP y el pH afectaron significativamente
(p<0,05) la luminosidad (L) y la variacion de color entre rojizo y
verdoso (&), siendo estos parametros, menor y mayor al

aumentar dichas variables, respectivamente. La orientacion del
color hacia las tonalidades amarillo-azulado (b) disminuyd
significativamente (p<0,05) al incrementar la CP. La
transparencia fue significativamente menor y mayor (p<0,05) a
mayor CP yde AEC, respectivamente. El desplazamiento y la
resistencia a la traccion fueron significativamente menor
(p<0,05) a mayor concentracion de AEC, siendo esta variable la
Unica con efecto significativo. La proporcion de AEC adicionada
a las peliculas tuvo una influencia significativa sobre la actividad
antimicrobiana tanto para la inhibicion del crecimiento de E. coli
como de S. aureus.

Palabras clave: Salvia hispanica L, chia, mucilago, proteinas,
peliculas.

Abstract

Biodegradable films of Chia by-products (mucilage and protein
fraction -PF-) incorporated with clove oil (CO) were obtained
and characterized. The effect of polymer concentration (PC) (1.0-
3.0%) and CO (0.1-1.0%) was evaluated as well as the pH (7-10),
using a factorial design 2% with four central points. The films
exhibited moisture values between 11.6 and 52.1% (d.b.), that
decreased (p<0.05) with increasing of PC and CO. The thickness
of the films increased (p<0.05) with increasing CP. PC and pH
influenced (p<0.05) the lightness (L) and the variation of color
between red and green (a). The orientation of color to yellow-
blue hues (b) decreased significantly (p<0.05) with increasing
PC. Transparency was significantly lower and higher (p<0.05)
than PC and CO, respectively. The displacement and tensile
strength  were significantly lower (p<0.05) at higher
concentration of CO, this variable being the only one with
significant effect. The proportion of CO added to films
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significant influence on antimicrobial activity, both for inhibiting
the growth of £ coliand S. aureus.

Keywords: Salvia hispanica L., chia, mucilage, proteins, films.
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La utilizacion de peliculas o recubrimientos a base de materiales
biodegradables ha cobrado importancia en afos recientes,
debido a que ayudan a disminuir los problemas de
contaminacién generados por el uso de envases de polimeros
sintéticos asociados ala conservacion de alimentos, bebidas,
medicamentos, entre otros. Asi, actualmente los materiales mas
empleados para el desarrollo de peliculas estan constituidos por
diferentes biopolimeros tales como polisacaridos, proteinas y
lipidoso una combinacién de los mismos (Ahmadi et al 2012,
Seyedi et al 2014). Una de las funciones mas importantes de las
peliculas comestibles es su habilidad para incorporar
ingredientes activos ya que pueden servir como soporte de
aditivos capaces de conservar y mejorar la calidad del producto.
En este sentido, con su aplicacion es posible extender la vida util
de los productos con la incorporacién de agentes
antimicrobianos, antioxidantes y/6 mejoradores de textura.
Desde 1990 se ha experimentado con aceites esenciales como
agentes antimicrobianos en alimentos (Burt 2004, Raybaudi-
Massilia et al 2006). Sin embargo, son escasas las
investigaciones sobre el uso de estas sustancias como agentes
antimicrobianos activos en los materiales de envasado y sus
efectos en las propiedades de la pelicula, como las propiedades
mecanicas y las de barrera. Diversos estudios han determinado
que los aceites procedentes de clavo, canela, mostaza, orégano,
romero y tomillo son los que poseen una actividad
antimicrobiana mas acentuada, debido a que contienen un alto
porcentaje de compuestos fendlicos tales como el carvacrol
(componente mayoritario del orégano), el timol (procedente del

tomillo) o el eugenol (componente mayoritario del clavo) (Arora
y Kaur 1999, Delaquis et al 2002, Tepe et al 2004). La accion de
los aceites esenciales puede mejorarse mediante la seleccidn de
adecuadas condicionestales como el pH, la temperatura y
bajosniveles de oxigeno(Romero-Bastida et al2011).

Las propiedades de las peliculas tales como atributos
funcionales, propiedades mecanicas, calidad 6ptica, funcion de
barrera, resistencia al agua y atributos sensoriales, van a estar
influenciadas por el tipo de material usado como matriz
estructural, las condiciones de elaboracion y el tipo y/o
concentracidon de aditivos. Las peliculas comestibles a base de
polisacaridos permiten la reduccion del nivel de oxigeno y el
aumento de didoxido de carbono, por lo quese han empleado
para extender la vida util de frutas, hortalizas, carnes vy
productos marinos (Vasconeza et al 2009). Sin embargo, las
peliculas de naturaleza hidrofilica, poseen propiedades limitadas
de barrera al vapor de agua sin la adicién de sustancias
hidrofébicas. En este sentido, la presencia de lipidos en las
peliculas, les confiere la particularidad de ser buenas barreras
frente a la humedad. Las peliculas elaboradas s6lo a base de
biopolimeros resultan ser la mayoria de las veces fragiles y
dificiles de manipular mecanicamente. Por ello se hace necesario
emplear en su formulacidn sustancias de bajo peso molecular
que faciliten su interaccidon y disminuyan tales caracteristicas,
como los agentes plastificantes (Raybaudi-Massilia et al 2008).
Estas sustancias reducen las interacciones intra e
intermoleculares de las cadenas o de los polimeros que
constituyen las peliculas comestibles durante su formacion
ocasionando cambios en las propiedades fisicas y mecanicas
(Appendiniy Hotchkiss 2002).

Por otra parte, en los ultimos afios los consumidores seleccionan
para su dieta alimentos que presenten componentes con efectos
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saludables. En este contexto se encuentra la chia y sus
subproductos, tales como el aceite (fuente vegetal con el mayor
tenor de acido a-linolénico, ®-3, antioxidantes naturales,
fitoesteroles), la harina residual (fuente de fibra dietética
insoluble y proteinas) y el mucilago (fibra dietética soluble). La
informacién existente en cuanto a las propiedades funcionales
del mucilago indica que se trata de un polimero con accion
espesante con una elevada viscosidad en agua yposibles efectos
metabolicos benéficos (Lin et al 1994, Marin Flores et a/2008).
Asi, la ingesta de mucilago de chia s6lo o en combinacién con la
semilla, ha demostrado tener influencia en el metabolismo de
lipidos mediante la disminucién de la absorcion intestinal de
acidos grasos, colesterol y el arrastre de sales biliares,
aumentando la pérdida de colesterol a través de las heces,
ademas de inhibir la sintesis enddgena de colesterol y la
desaceleracién de la digestiéon y la absorcién de nutrientes
(Hentry et al1990).No obstante, escasos estudios se han llevado
a cabo referidos a las propiedades filmogénicas del mucilago de
chia. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue elaborar y
caracterizar peliculas biodegradables a base de subproductos de
chia (mucilago y fraccion proteica -FP-) con la incorporacion de
aceite esencial de clavo (AEQ).

Materiales y Métodos
1. Muestras
1.1. Mucilago de chia

El mucilago se obtuvo siguiendo la técnica de Capitant et al
(2014) con algunas modificaciones: remojado de semillas de chia
en agua (1:20 p/v, 30 min, 50°C), centrifugacion (25000 rpm, 10
min), congelacién y liofilizacién.

1.2. Fraccion proteica de chia

La fraccidén proteica se obtuvo segun la metodologia propuesta
por Capitant et al (2013).

2. Obtencion de las peliculas

Se utilizé un disefio factorial 2* con cuatro puntos centrales
donde las variables evaluadas fueron la concentracion de
mucilago y fraccion proteica de Salvia hispanical.en relacion 1:1
(1y 3%), el pH (7, 10) y la concentracion de aceite esencial de
clavo(Syzygium aromaticum)(0,1 'y 1,0%) (Tabla 1). Se
prepararon las suspensiones de mezclas de mucilago vy
concentrado proteico de Salvia hispanical.(1:1) a las diferentes
concentraciones (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones experimentales para la obtencién de las
peliculas.

T . Concentracién de polimeros Concentracién de
ratamiento pH ) .
(%) Aceite esencial de clavo (%)

T1 1 7 0.1

T2 3 7 0.1

T3 1 10 0.1

T4 3 10 0.1

T5 1 7 1.0

T6 3 7 1.0

T7 1 10 1.0

T8 3 10 1.0

T9 2 85 0.5

T10 2 85 05

T11 2 8.5 0.5

T12 2 85 05
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Una vez pesados los solidos, éstos se suspendieron en agua
deilonizada a temperatura ambiente y se homogenizaron en una
placa de agitacion magnética(30 min). El pH de las suspensiones
se ajustd con una solucidon de NaOH y/o HCL 0,1 M. Concluida la
agitacién se agrego glicerol como agente plastificante en una
proporcion 2:1 (polimeros:glicerol), se agité por 10 min mas y
seguidamente se someti6é a calentamiento en un bafio de agua
(80°C, 30 min). Las suspensiones se dejaron enfriar hasta 40°C,
se agregd inmediatamente la concentracion adecuada de AEC y
se sonicaron 15 min. Finalmente, se vertio el contenido en 2
cajas de Petrit (9 x 1,5 cm) (60 g en cada una de las cajas). Las
peliculas se secaron en una estufa de conveccion (50°C, 18 h).
Concluido el secado, las peliculas se desprendieron de las cajas
de Petri y se almacenaron en un desecador con solucidon
saturada de carbonato de potasio (50% HR) hasta su posterior
analisis.

3. Caracterizacion fisica de las peliculas
3.1. Contenido de humedad

El contenido de humedad se determindé como la pérdida de
peso de las peliculas al ser sometidas a una temperatura de
105°C, 24 h en una estufa de conveccion. El contenido de
materia seca se calculd por diferencia entre el contenido de
humedad y el peso inicial de la pelicula.

3.2. Espesor y densidad de las peliculas

El espesor de las peliculas se determind empleando un
micrometro (Mitutoyo, Japon), con una resolucion de 0,001 mm.
Las mediciones se realizaron en cinco puntos diferentes de dos
peliculas de cada tratamiento (Pérez-Gago y Krochta 2001). La

densidad de las peliculas fue calculada a partir del peso y las
dimensiones de las peliculas de acuerdo a la siguiente ecuacion:

!
fqd=—
Axe

donde m es el peso seco de la pelicula (g), A el area de la
pelicula (cm?), e el espesor de la pelicula (cm) y des la densidad
en base seca de la pelicula (g/cm3).

3.3. Solubilidad de las peliculas

La solubilidad en agua se determiné siguiendo el método de
Gontard et al(1992). La prueba consiste en determinar el
porcentaje en peso que pierde una pelicula al estar inmersa en
agua por 24 h a temperatura ambiente. Se tomaron secciones
de las peliculas con un peso de 0,1 g, las cuales se sumergieron
en 30 mL de agua destilada a temperatura ambiente por 24 h.
Concluido el ensayo el volumen de agua se filtré a través de un
papel filtro Whatman N°1 previamente secado y pesado. El
papel filtro conteniendo la porcidn insoluble de la pelicula se
secd en una estufa de conveccidn (105°C, 24 h). El peso de la
porcidon soluble se determind restando al peso inicial de la
muestra el peso de la materia insoluble.

4. Caracterizacion optica de las peliculas
4.1. Determinacién de color

La determinacion de color se realizd siguiendo la metodologia
descrita por Rhim et a/(1999). Para ello se utilizd un colorimetro
con plato blanco de calibracion. Se cortaron porciones de
pelicula de 3 cm de diametro a las cuales se les tomaron lecturas
de acuerdo a la escala Hunter (L* a* b*). En base a los datos
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obtenidos de L* a* y b* fueron calculados los siguientes
parametros:

Diferencia de color = AE = (AL? + Aa® + Ab%)®?
indice de blancura = WI: 100 - [(100 - L)? + a® + b%]%®

donde:
AL = L estandar - L muestra, Aa = a estandar - a muestray Ab =
b estandar - b muestra

4.2.Determinacion de la transparencia

La transparencia se determino siguiendo la técnica de Shiku et
al(2003). Se utilizd un espectrofotometro UV-Vis (UV/Vis
Spectrophotometer VE-5100UV) a 600 nm. La transparencia de
las peliculas se calculé de acuerdo a la ecuacion de Han y Floros
(1997).

Transparencia = Aeoo / S

donde:
A = absorbancia de la pelicula a una longitud de onda de 600
nm, s = espesor de la pelicula

5. Caracterizacion mecanica de las peliculas

Se determinaron los parametros mecanicos de esfuerzo maximo,
porcentaje de elongacién a la ruptura y modulo elastico de
acuerdo a la norma ASTM D882 (ASTM, 2000; Carneiroda-da-
Cunha et al, 2009; Osés et al, 2009) empleando una maquina
universal de pruebas mecanicas INSTRON (modelo 4411, EE.UU),

con celda de carga de 500 kgf, una distancia entre mordazas de
50 mm y una velocidad de prueba de 5 mm/min. Para ello se
cortaron porciones rectangulares de las peliculas de 1.5 x 6,5
cm, previamente acondicionadas a una humedad relativa del
50% y a una temperatura de 24°C durante 24 h.

6. Determinacion de la actividad antibacteriana de las
peliculas

Para evaluar la actividad antibacteriana de las peliculas, se
empleo la técnica de difusion en agar basada en el método de
Cutter (1999). Para ello se estandarizaron inéculos de S. aureusy
E. coli a una concentracion aproximada de 1 x 10® UFC/mL. Se
inocularon cajas de Petri con agar soja tripticaseina empleando
un hisopo con las suspensiones bacterianas. Se cortaron
secciones de 1 cm? de cada una de las peliculas y con una pinza
se colocaron en el centro de la superficie del agar previamente
inoculado. Cada pelicula se presiond para asegurar un contacto
pleno con dicha superficie y posteriormente las placas se
incubaron a 37°C (24 h). La actividad se determind midiendo el
diametro de la zona de inhibicion del crecimiento causada por la
pelicula. La actividad antibacteriana se evalu6 considerando los
siguientes parametros: (1) zonas < 10,0 mm se considera como
inactivo, (2) zonas entre 10,0 y 13,0 mm como parcialmente
activo, (3) zonas entre 14,0 y 19,0 mm como activas y (4) zonas >
19,0 mm como muy activas (Valgas et al 2007).

7. Analisis estadistico
Las determinaciones se realizaron por duplicado y los resultados

fueron expresados como (x + @) donde x es el promedio y d el
desvio estandar.Para cada ensayo se realiz6 un ANOVA con un
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nivel de confianza del 95%, mediante el uso del programa
estadistico Statgraphics Plus versién 5.1 (2005).

Resultados y Discusion

En la Tabla 2 se presentan las propiedades fisicas de las
peliculas para cada uno de los tratamientos realizados. Los
valores de humedad de las peliculas estuvieron comprendidos
entre 116 y 521% (bs) siendo dicho parametro
significativamente  menor (p<0,05) al incrementar la
concentracion de polimero (CP) y la proporcidon de aceite
esencial de clavo (AEC). El espesor de las peliculas
correspondientes a los tratamientos 2, 4, 6 y 8 fue mayor que el
espesor de las peliculas de los demas tratamientos. En la Figura
1 se muestra el efecto de las variables y sus interacciones sobre
el espesor de las peliculas. Puede observarse que el espesor fue
afectado significativamente (p<0,05) por la concentracion de
polimero, siendo mayor al aumentar esta variable.

Tabla 2. Propiedades fisicas de peliculas formuladas con
mucilago y fraccion proteica de chia (Savia hispanica L.)
incorporadas con aceite esencial de clavo.

: Humedad Espesor Solubilidad Densidad
Tratamiento

(% b.s)  (mm) (%) (g/cm?)
o mEoRr e
o e ol ME:an
A A
W O T o
mo e s T
o s oy T
o TR OME T
ARV A
e e A

TC = tratamientos centrales
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Figura 1. Diagrama de Pareto correspondiente al espesor de las
peliculas. La linea azul indica el nivel critico a partir del cual las
variables presentaron un efecto significativo (p<0,05). A:
concentracién de polimero; B: pH; C: concentracion de aceite
esencial de clavo. Efectos cuadraticos no significativos.

Por otra parte, las peliculas exhibieron valores altos de
solubilidad, variando en un rango entre 58,7 a 80,8% (Tabla
2).Dichos valores pueden atribuirse al efecto de la naturaleza
hidrofilica caracteristica de los hidrocoloides y del glicerol. Este
parametro es importante para la seleccion desus posibles
aplicaciones (Arvanitoyannis et al1998). Generalmente, cuando
la solubilidad de una pelicula es alta, su capacidad para proteger
al alimento de la humedad ambiente y/o de la pérdida del agua
propia se veria disminuida; sin embargo, seria una ventaja desde
el punto de vista de su biodegradabilidad (Stuchell y Krichta
1994). Cabe destacar que las peliculas exhibieron valores
mayores de solubilidad a los correspondientes a peliculas

formuladas con mucilago de semillas de Psyllium basil y
Lepidium perfoliatum (Reza et al2012, Khazaei et al2014, Seyedi
et al2014).En la Figura 2 se presentael efecto de las variables y
sus interacciones sobre la solubilidad de las peliculas. Asimismo,
puede observarse un efecto cuadratico confundido de las
variables analizadas, siendo necesarios futuros estudios para
evaluar los mismos.

AA+BB+CC

s
__INe
N
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H s

0 I 2 3 s 5 6
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Figura 2. Diagrama de Pareto correspondiente a la solubilidad
de las peliculas. La linea azul indica el nivel critico a partir del
cual las variables presentaron un efecto significativo (p<0,05). A:
concentracion de polimero; B: pH; C: concentracion de aceite
esencial de clavo

En la Tabla 3 se presentan los parametros de color (L, a, b, AE y
IB) asi como la transparencia de las peliculas formuladas en el
presente trabajo. Cabe destacar que el color es un factor
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importante en la caracterizacion de las peliculas debido a que
determina la aceptacion por parte del consumidor (Mali et

al2004).

Tabla 3. Parametros de color incluyendo L, g b, diferencia de
color (AE), indice de blancura (WI) y transparencia (T) de las
peliculas formulas con mucilago y fraccién proteica de chia

(Salvia hispanica L.) para cada uno de los tratamientos.

Tratamiento L a b AE WI T
T 66{2“&? i?% 43,58+1,99 5233198 839+0,16
T2 A R 0% 62808261 31912102 3664004
T3 6(;"53? 75;; 1421',6977 54,75£2,37 4135+235 7,31+0,38
T4 00E IS ZTe 63426320 2809+1,60 530£025
T5 6%%131 663,81; 1350"6168 46414035 49,57+036 8,59+0,44
To A sy 60704045 3428039 4974024
T T o e oy 59912037 35974037 945:048
T8 412',%37i j%i% 12716620 6591329 3581+1,80 578+0,23
TC 4762+ 1444 3956 o) 16,571 30524389 541007

000 *044+1,22

TC = tratamientos centrales

En la Figura 3 puede observarse que la luminosidad (L) de las
peliculas disminuyo significativamente (p<0,05) al incrementar
la CP y el pH. La variacion del color entre rojizo y verdoso
(a@)aumento significativamente (p<0,05) con el incremento de las
tres variables estudiadas, siendo la CP la que mayor efecto
provocd (Figuras 4).En tanto la orientacion del color hacia las
tonalidades amarillo-azulado (b) disminuyé significativamente
(p<0,05) al incrementar la concentracion de polimero (Figura 5).
Asimismo, tanto para a como para b el efecto cuadratico de las
variables fue significativosiendo necesarios futuros estudios para
evaluar los mismos.

Efecto estandarizado
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Figura 3. Diagrama de Pareto correspondiente a la luminosidad
(L) de las peliculas. La linea azul indica el nivel critico a partir del
cual las variables presentaron un efecto significativo (p<0,05). A:
concentracién de polimero; B: pH; C: concentracion de aceite
esencial de clavo.Efectos cuadraticos no significativos.
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Figura 4. Diagrama de Pareto correspondiente a la variacion de
color entre rojizo y verdoso (a) de las peliculas. La linea azul
indica el nivel critico a partir del cual las variables presentaron
un efecto significativo (p<0,05). A: concentracion de polimero; B:
pH; C: concentracion de aceite esencial de clavo.
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Figura 5. Diagrama de Pareto correspondiente a la orientacion
del color hacia las tonalidades amarillo-azulado (b) de las
peliculas. La linea azul indica el nivel critico a partir del cual las
variables presentaron un efecto significativo (p<0,05). A:
concentracion de polimero; B: pH; C: concentracion de aceite
esencial de clavo.

Con respecto a la transparencia, ésta fue significativamente
menor (p<0,05) a mayor concentracion de polimero, mientras
que aumentd significativamente a mayor concentracion de
aceite esencial de clavo (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama de Pareto correspondiente a la
transparencia de las peliculas. La linea azul indica el nivel critico
a partir del cual las variables presentaron un efecto significativo
(p<0,05). A: concentracion de polimero; B: pH; C: concentracién
de aceite esencial de clavo.Efectos cuadraticos no significativos.
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En cuanto a las propiedades mecanicas, en la Figura 7 se
muestra la respuesta de los distintos tratamientos frente al
esfuerzo maximo, el % de elongacion y el médulo elastico de las
peliculas. El esfuerzo maximo de las peliculas asi como su
porcentaje de elongacién fue afectado significativamente
(p<0,05) por la concentracidon de AEC, siendo dichos parametros
menores al aumentar esta variable (Figuras 8 y 9). En cuanto al
moédulo elastico, fue afectado significativamente por la
concentracion de polimero, siendo mayor en funcion del
incremento de dicha variable (Figura 10).

Con respecto a la actividad antibacteriana, las peliculas
correspondientes a los tratamientos 5, 6, 7 y 8 (mayor % de AEC)
fueron las Unicas capaces de inhibir el crecimiento tanto de E.
coli como de S. aureus (Figura 11). Cabe destacar que el
porcentaje de inhibicion del crecimiento de E. coli como de S.
aureus, fue significativamente mayor (p<0,05) al incrementar la
concentracion de AEC (Figuras 12 y 13). Este comportamiento
puede atribuirse a la presencia de eugenol, carvacrol, timol y
compuestos fendlicoscon probada actividad antibacteriana, la
cual es dependiente de la concentracidon (Nonsee et al
2011).Para que una pelicula presente actividad inhibitoria contra
el crecimiento bacteriano es necesario que el agente
antibacteriano se difunda hacia el agar. Las peliculas obtenidas
con una baja concentracion de AEC, no difundieron suficiente
agente activo, por lo tanto no inhibieron el crecimiento de las
bacterias.Cabe destacar que tanto capacidad de inhibicién del
crecimiento de £ coli como de S. aureus presentaron efecto
cuadratico confundido de las variables analizadas, siendo
necesarios futuros estudios para evaluar los mismos (Figuras 12
y 13).

Considerando los parametros propuestos por Valgas et al
(2007) la actividad antibacteriana de las peliculas obtenidas con
el tratamiento 7 pueden considerarse como inactivas contra
ambas bacterias. En el caso de los tratamientos 5 y 8 las
peliculas fueron parcialmente activas contra ambas bacterias. La
pelicula del tratamiento 6 fue parcialmente activa contra £ coliy
activa contra S. aureus. La aplicacion directa de sustancias
antibacterianas en alimentos puede tener efectos limitados,
sobre todo si se aplican sobre la superficie del alimento
(Quintavalla y Vicint 2002). Por elcontrario el uso de peliculas
que contengan agentes antibacterianos es mas eficiente por la
lenta liberacion de los agentes desde la pelicula a la superficie
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Figura 7. Propiedades mecanicas de las peliculas formuladas
con mucilago y fraccion proteica de chia (Salvia hispanica L.)
incorporadas con aceite esencial de clavo.(A) esfuerzo maximo a
la deformacién, (B)porcentaje de elongacién, (€C) moddulo
elastico. TC: tratamiento central.
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Figura 8. Diagrama de Pareto correspondiente al esfuerzo
maximo de las peliculas. La linea azul indica el nivel critico a
partir del cual las variables presentaron un efecto significativo
(p<0,05). A: concentracion de polimero; B: pH; C: concentracién
de aceite esencial de clavo.Efectos cuadraticos no significativos.
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Figura 9. Diagrama de Pareto correspondiente al porcentaje de
elongacion de las peliculas. La linea azul indica el nivel critico a
partir del cual las variables presentaron un efecto significativo
(p<0,05). A: concentracion de polimero; B: pH; C: concentracién
de aceite esencial de clavo.Efectos cuadraticos no significativos.
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Figura 10. Diagrama de Pareto correspondiente al moddulo
elastico de las peliculas. La linea azul indica el nivel critico a
partir del cual las variables presentaron un efecto significativo
(p<0,05). A: concentracion de polimero; B: pH; C: concentracién
de aceite esencial de clavo.Efectos cuadraticos no significativos.
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Figura 11. Diametro de inhibicién de las peliculas formuladas
con mucilago y fraccidén proteica de chia (Salvia hispanica L.)
correspondiente a los tratamientos con mayor concentracién de
aceite esencial de clavo.
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Figura 12. Diagrama de Pareto correspondiente a la capacidad
de inhibicion del crecimiento de £ coli La linea azul indica el
nivel critico a partir del cual las variables presentaron un efecto
significativo (p<0,05). A: concentracién de polimero; B: pH; C:
concentracion de aceite esencial de clavo.
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Figura 13. Diagrama de Pareto correspondiente a la capacidad
de inhibicién del crecimiento de S. gureus. La linea azul indica el
nivel critico a partir del cual las variables presentaron un efecto
significativo (p<0,05). A: concentracién de polimero; B: pH; C:
concentracién de aceite esencial de clavo.
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En este estudio preliminar se analiz6 la capacidad de
subproductos de chia (mucilago y fraccion proteica) para formar
peliculas con la incorporacion de aceite esencial de clavo de olor
(agente antibacteriano), ast como el efecto de diferentes
variables sobre las caracteristicas de las mismas. La
concentraciéon de polimero afecto significativamente al espesor,
todas las propiedades opticas (L, a b y la transparencia) y al
moédulo elastico de las peliculas. El pH principalmente tuvo
influencia significativa sobre algunas propiedades épticas (L y a)
y en cuanto a la incorporacion de aceite esencial de clavo de
olor, principalmente afecté la capacidad antibacteriana de las
peliculas, siendo ésta significativamente mayor al incrementar la
concentracién de este aceite en la matriz de la pelicula.
Asimismo, la concentracién de AEC tuvo influencia significativa
sobre algunas propiedades mecanicas (esfuerzo maximo a la
ruptura y porcentaje de elongacién). Segun los resultados
obtenidos, es necesario continuar con esta investigacion de
manera de definir las condiciones Optimas para obtener
peliculas con mejores propiedades fisicas, Opticas, mecanicas, de
barrera y antimicrobianas, a fin de ser aplicadas en el
recubrimiento de diferentes alimentos (panes, frutas, verduras,
carnes, quesos, entre otros).
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EFECTO DEL PROCESO DE DESHIDRATACION
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Resumen: Se estudié el efecto de diferentes agentes
deshidratantes durante la deshidratacién osmética (DO) sobre la
calidad de cubos de papa. Cubos de papas, variedad Spunta
fueron tratados a 40°C durante 2 horas en soluciones de jarabe
de glucosa (JG) y sorbitol (SO) (40%), con agregado de cloruro de
sodio (5 %) y agentes antioxidantes (acido citrico y acido
ascorbico, 0.5%). Los cubos DO fueron posteriormente
envasados y almacenados a 4 °C durante 15 dias. Se analizd la
microestructura y la calidad de los productos obtenidos
mediante ensayos de color y de perfil de textura (TPA) durante el
almacenamiento. La deshidratacion osmotica y el tiempo de
almacenamiento en refrigeracién produjeron cambios en el color
y en la estructura de los cubos de papas. El JG condujo a
productos con mayor cambio de color con respecto al fresco y
provocé un dafo mayor al tejido del vegetal, generando un
producto mas blando y cohesivo que el obtenido con SO. Esto
ultimo podria ser en respuesta al mayor tamafio molecular
promedio que posee el JG.

Palabras clave: deshidratacion osmotica,
almacenamiento.

calidad, papas,

Abstract: The effect of sorbitol (SO) and glucose syrup (JG) were
evaluated during osmotic dehydration (DO) performed on potato
cubes at 40°C during 2 h. The dehydrating solution contained SO
or JG at 40 %, CINa (5%), antioxidant agents (citric acid and
ascorbic acid, 0,5 %). After DO, the samples were packed were
packed in LDPE bags and stored for 14 days at 4 °C. The
microstructure (ESEM) and quality of DO products (colour and
texture profile analysis) were evaluated during storage. DO and
storage provoke changes in potato cubes colour and structure.
JG conducts to softer and cohesive products than SO. This could
be related to the big average molecular weight of JG with respect
to SO.

Keywords: Osmotic dehydration, quality, potato, storage.
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El interés de los consumidores por adquirir alimentos frescos
listos para usar, ha provocado un acelerado ritmo de crecimiento
en la elaboracién de productos vegetales minimamente
procesados. Estos productos se presentan al consumidor,
pelados, desinfectados y cortados de acuerdo a los
requerimientos, ahorrando tiempos en la preparacién de las
comidas. En el caso del mercado institucional de comidas, el alto
costo de mano de obra y tiempos de operacion para la
adecuacion de los vegetales que se utilizan en la preparacién de
sus menus, hace pensar que proporcionar un vegetal limpio,
fresco y cortado de acuerdo a sus necesidades y listo para usar,
ayudaria a disminuir los costos y tiempos que representan estas
operaciones. Esta necesidad conlleva a desarrollar un proceso
productivo que permita obtener un producto minimamente
procesado con una vida util mayor a la del producto fresco pero
sin modificar sus caracteristicas sensoriales.

La papa, Solanum tuberosum L., constituye uno de los principales
alimentos en la canasta familiar, siendo uno de los vegetales mas
frecuentes en la elaboracion de las comidas diarias, razon por la
cual presenta una demanda en aumento por parte de los
gastrondmicos, instituciones y cocinas domésticas. Entre los
procesamientos no tradicionales de la papa se ha generalizado el
procesado minimo del tubérculo, basado en el pelado y cortado,
como bastones, cubos, entre otros. Sin embargo, la mayor
dificultad en la elaboracion de papa minimamente procesada
consiste en su corta vida util debido a las alteraciones
microbioldgicas y quimicas. En el tejido fresco cortado se origina,
en presencia de oxigeno, un pardeamiento enzimatico motivado

por la descompartamentalizacién celular que ocurre durante el
cortado y facilita el contacto de las enzimas polifenoloxidasas
(PPO) con los sustratos fendlicos contenidos en las vacuolas
celulares. La formacién de los pigmentos oscuros durante el
procesado y almacenamiento es un fendmeno muy comun que
no solo involucra el color y el aspecto de la papa, sino también
su sabor y valor nutritivo. Ademas, las propiedades mecanicas de
la papa trozada cambian ampliamente a causa de las alteraciones
de sus componentes estructurales (Vidales et al. 1998; Alzamora
et al. 2000).

En la tecnologia de obstaculos, la reduccion leve de la actividad
de la actividad acuosa (aw) mediante la deshidratacion osmotica
puede ser uno de los factores de conservacién a emplear,
logrando obtener un producto de alta humedad o de humedad
intermedia con una buena calidad organoléptica (Reppa et al
1999, Tapia et al. 1996, Barat et al. 2001). Este proceso permite
impregnar no sélo el soluto usado para controlar la aw sino
también incorporar agentes antimicrobianos y antipardeamiento
deseados o cualquier otro soluto para mejorar la calidad
nutricional, funcional y sensoriall Como la deshidratacion-
impregnacién con solutos involucra un proceso de transferencia
de masa, la efectividad de la remocién de humedad y la
incorporacion de soélidos depende de aquellos factores que
afecten la fuerza impulsora y la(s) resistencia(s) al transporte.

El tipo de agente de impregnacién utilizado es uno de los
factores a tener en cuenta, ya que su peso molecular y/o carga
idnica afectan fuertemente la cinética de remocion de agua, la
ganancia de solidos, el contenido de agua en el equilibrio y el
tiempo necesario para llegar a este valor. El tipo y concentracion
del soluto afectan significativamente los intercambios de agua y
soluto durante la osmosis, influenciando por lo tanto las
caracteristicas del producto final. Los azucares de bajo peso
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molecular (glucosa, fructosa, sorbitol) favorecen la ganancia de
azucares debido a la facil penetracidon de las moléculas. Por el
contrario, solutos de alto peso molecular favorecen la perdida de
agua frente a la ganancia de sélidos resultando en un producto
de bajo contenido de soluto. A través de esta incorporacion
selectiva en el alimento es posible en cierta forma cambiar las
propiedades nutricionales y funcionales logrando una
formulacion especifica del producto sin modificar mayormente
su integridad (Torreggiant 1995).

A medida que el alimento se deshidrata, se producen cambios en
la composicion y propiedades del mismo, tales como las Opticas
y mecanicas, dependiendo de las condiciones del proceso y las
caracteristicas del producto (Duque et. al. 2007). Estas
modificaciones estan asociadas al color, la apariencia y la textura
del producto y son parametros que permiten evaluar la calidad
de los alimentos procesados (Giese 2000) y estan relacionados
con los cambios que ocurren en la microestructura.

En este trabajo estudiaremos el efecto que generan el uso de
jarabe de glucosa y sorbitol como agentes deshidratantes en la
calidad del producto y los cambios microestructurales, ambos
combinados con CINa y agentes antioxidantes en la misma
proporcion durante la deshidratacidon osmética (DO) de cubos de

papa.

MATERIALES YMETODOS
Deshidratacion osmotica

Se trabajé con papa variedad Spunta, obtenida del mercado
actual. Los tubérculos fueron lavados, secados, pelados y
cortados en cubos de 1cm de lado. Las muestras fueron tratadas
en soluciones de jarabe de glucosa (JG) y sorbitol (SO) (40%), con

agregado de cloruro de sodio (5 %) y agentes antioxidantes
(acido citrico y acido ascérbico, 0.5%). El proceso se realizd a
40°C, durante 2 horas, agitacion constante y una relacion
solucibn/masa de papa 20/1. Los cubos DO fueron
posteriormente envasados en bolsas de polietileno de baja
densidad y almacenados a 4 °C durante 15 dias.

Se calcularon los parametros de transferencia de masa través de
la variacion de la reduccion de peso (WR) mediante y del
contenido de sélidos totales y solidos solubles (SS). A partir de
estos valores se calcularon la ganancia de solidos (SG) y la
pérdida de agua (WL) para cada tratamiento.

Las concentraciones de sélidos solubles (SS) de las muestras de
papas se determiné con un refractobmetro marca Erm, (Japon),
rango 0-32% y los SS de las soluciones osmoticas se
determinaron con un refractdmetro marca Bausch E Lomb ( New
York, USA), rango 40 — 85%. Los valores obtenidos se expresaron
como °Brix. Las determinaciones se realizaron por duplicado y se
informan los valores medios.

La pérdida de agua (WL) y la ganancia de solidos (GS) fueron
calculadas a partir de las ecuaciones (1):

WL(%) = [[l—%)—[ ET]D) [l_Il.Liggﬂ)]xmﬂ
-
5606) = [(1- 522 x 722 - 28] x 100

donde: TSo, TSpo: contenido de soélidos totales iniciales y al
finalizar la DO, respectivamente.
WRpo: pérdida de peso después de la DO y calculada como
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WRpp = —— % 100

mi

| Mp—Mmf |

donde mo, ms = masa inicial y final de la muestra de papa fresca
y deshidratada, respectivamente, determinados mediante
balanza analitica marca Denver (max. 610 g, d= 0.01 g).

Medidas de color

El color se midi6 con un Colorimetro MINOLTA (Chromameter
CR300), usando la representacion en tres dimensiones CIE 1976
L* a* b*. Los tres parametros utilizados fueron L* (luminosidad),
a* (rojo-verde), b* (azul-amarillo) y se calculd la diferencia de
color (AE*): (Garcia-Martinez et. Al, 2002; Mallikarjunan et al,
1997) a través de

AE* = vAa*t + Ab* 2 4+ AL

Donde 4a*, Ab*vAL® son las diferencias entre los valores finales e

iniciales de los parametros de color.
Las medidas fueron realizadas luego de la DO y durante el
tiempo de almacenamiento en refrigeracion.

Medidas de textura

El estudio de las propiedades mecanicas fue realizado mediante
ensayos de perfil de textura (TPA) de dos ciclos de compresion,
utilizando un texturometro Stable Microsystems TXT-2a (Reino
Unido). Para configurar los ensayos, se trabajé con una celda de

compresion de 5 kg usando una probeta cilindrica con una
velocidad de cabezal de 5 mm/seg hasta llegar a una
compresion del 40%. A partir del TPA se obtuvieron los valores
de dureza (D) y cohesividad (C) para caracterizar las
propiedades mecanicas de los productos obtenidos (Rosenthal,
1999) y se presentan normalizados con los valores
correspondientes al producto fresco.

Estudio de la microestructura.

Se analizd la microestructura de los cubos de papas frescos,
luego de la DO y el almacenamiento en refrigeracion mediante
microscopia electrénica de barrido ambiental (ESEM, marca
Philips, modelo XL 30) que permite observar muestras de alto
contenido de humedad debido a que el agua puede
mantenerse en fase liquida sin necesidad de preparaciéon previa.
Las micrografias fueron obtenidas en una una atmosfera con
80% de humedad relativa, temperatura de 6°C y una presion de
5,6 torr.

Analisis y Diseiio experimental

Las variables medidas fueron expresadas en funcion de la
muestra fresca o control. Todos los ensayos se realizaron por
duplicado y se informaron los valores medios.

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante analisis
de varianza y comparaciéon de medias de Tukey al 5 % de
probabilidad mediante el programa Infostat, 2008. Se utilizé un
disefio experimental completamente al azar.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 muestra la influencia del uso de SO y JG como
agentes deshidratantes en los parametros de la DO al cabo de 2
horas de tratamiento.

Tabla 1. Perdida de agua (WL(%)) y ganancia de solidos (GS
(%))después de 2 hs de deshidratacion osmotica usando jarabe
de glucosa (JG) o sorbitol (SO) como soluto primario en el bafo
deshidratante.

Soluto WL SG
JG 48,4 7.3
SO 31,5 10,0

Como se puede observar, las muestras deshidratadas con SO
presentan una mayor GS pero menor WL con respecto a la
solucién de JG. Estos resultados estan de acuerdo a lo esperado
dado que segun la bibliografia, moléculas con mayor peso
molecular provocan mayor WL y menor GS (Ispir y Togrur ,2009;
Marani et al,, 2007).

Por otra parte, durante el almacenamiento no se registro pérdida
de peso en ninguna d elas muestras.

La Figura 1 (a) y (b) presentan los resultados de color obtenidos
después de la DO y los registrados durante el almacenamiento a
40C de las muestras tratadas con JG y SO respectivamente. Es
posible notar que la luminosidad aumenta luego de la DO en
ambos casos, en gran parte como consecuencia de la presencia
de antioxidantes en el bafio deshidratante. Sin embargo, las
muestras tratadas con SO no solo generan productos mas claros
desde el comienzo sino que mantienen esta condicidon durante el
almacenamiento. La luminosidad se mantiene constante durante
10 dias con SO mientras que con JG disminuye al cabo de 5 dias.
Por lo tanto, este parametro estaria relacionado también con el
contenido y la naturaleza del solido incorporado a la matriz del
tejido vegetal.

En cuanto a los valores de enrojecimiento, se puede observar en
la Figura 1 que ambos tratamientos conducen a productos
menos rojizos, también como consecuencia de la accién de los
antioxidantes. Esta tendencia que se acentla durante el
almacenamiento tornandose muy levemente al color verde. Esto
ultimo se da con ambos solutos por igual por lo que no puede
adjudicarse a cambios estructurales relacionados con la DO.

El amarillamiento, por el contrario, si presenta cambios que
dependen del soluto involucrado en la DO. Las muestras tratadas
con SO son similares a las frescas en cuanto a este parametro.
Sin embargo durante el almacenamiento, los cubos de papa
tienden a tonos mas azulados. Las muestras tratadas con JG son
mas amarillas que las frescas al finalizar la DO y durante el
almacenamiento también tienden a tonalidades mas azuladas
pero en forma menos marcada. El efecto de amarillamiento
luego de DO se debe a que los componentes del jarabe de
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glucosa (glucosa, maltosa y maltotriosa) intervienen en la
reaccion de Maillard mientras que el sorbitol no participa de
dicha reaccién.

DO 5d 10d 15d

HAL® FAa® ZAb°

20

Th

12

DO 5d 10d 15d

Figura 1. Variacion de la luminosidad AL", el enrojecimiento Aa”*
y amarillamiento Ab" de los cubos de papa después de la DO y
durante el tiempo de almacenamiento a 4°C en: (a) solucion de
JGy (b) en solucién de SO.

La Figura 2 muestra la variacion total de color AE* después de la
DO y durante el almacenamiento, siempre con respecto al
alimento fresco. Estos resultados muestras que los cambios de
color globales que ocurren después de la DO y hasta los cinco
primeros dias de almacenamiento resultan muy similares por ser
el resultado de los distintos aportes de sus parametros. A los 10
dias de almacenamiento la muestra deshidratada con JG mostro
valores inferiores en el cambio de color, para luego volver a
igualarse en su valor mas bajo al final del almacenamiento. Estos
resultados no se corresponden con la apreciacion directa del
color. En efecto, las muestras deshidratadas en el bafio de SO
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presentan una apariencia mas clara, menos amarilla y rojiza que
las tratadas con JG, pero también se muestran mas claras que los
cubos de papa frescos. Esto se debe a la accidén los agentes
antioxidantes que contienen ambas soluciones deshidratantes y
blanquean la papa cortada durante el tratamiento. La DO con SO
prolonga ese efecto durante el almacenamiento y resulta un
producto mas agradable a la vista. De ahi, la mayor diferencia de
color que presentan las muestras DO con SO dado que se calcula
tomando a la papa fresca como referencia.

AE*
IGO0
20 4 . fa
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Figura 2. Variacion total de color de los cubos de papa después
de la DO y durante el tiempo de almacenamiento a con
almacenamient4°C en solucion de JG y SO. Letras distintas
indican diferencias significativas (p< 0,05).

La dureza de los cubos de papa (Figura 3) luego de la DO se
reduce sensiblemente con ambos agentes deshidratantes, no
obstante, la pérdida es mas notoria cuando se utiliza JG (75%
mas blanda que la muestra fresca). El ablandamiento de los
cubos DO con SO alcanzé un valor del 56% del correspondiente
al producto fresco. La pérdida de dureza después del tratamiento
DO puede relacionarse con la WL y la SG. Efectivamente, el JG,
provocé una mayor WL y menor SG generando un mayor
ablandamiento. Sin embargo, la disminucién en la dureza de las
muestras tratadas con JG y SO no guardan relacién con los
cambios en WL y SG obtenidos con cada uno. Esta diferencia
podria adjudicarse también a que el JG, al penetrar en el tejido,
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genere mayor dano debido a su mayor tamano molecular
promedio.

La cohesividad (Figura 3) de las muestras DO se duplicé con JGy
apenas aumento un 10% con SO respecto de la muestra fresca.
Este mayor aumento observado con JG podria deberse a la
mayor WL que este agente produce. El aumento de SG también
deberia producir un aumento de la cohesividad pero, en este
caso no se verifica este comportamiento, quizas porque la
diferencia en la incorporacion de solidos no es muy diferente
entre ambos tratamientos.

Durante el periodo de almacenamiento no se verificaron cambios
en la dureza ni la cohesividad de las muestras. Estos ocurren solo
como consecuencia de la DO.
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Figura 3. Variacion de la dureza (D) y la cohesividad (C) de los
cubos de papa después de la DO con JG y SO y durante su
almacenamiento en camara. (Los valores estan normalizados con
los correspondientes al producto fresco).
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Las micrografias de las papas frescas (Figura 4 (a)) muestran
células turgentes, con paredes celulares lisas y tensas. Los
espacios intercelulares se observaron pequefios y de forma
irregular. Las células de los cubos de papa las papas DO con JG
(Figura 4 (b)) se deformaron y se encogieron levemente, se
observan pliegues y relieves en la superficie correspondientes a
los sélidos incorporados y mayores espacios intercelulares. Las
micrografias de las papas DO con SO (Figura 4 (c)) permiten ver
células con una turgencia aceptable con la presencia de pocos
pliegues, algunos relieves y espacios intercelulares mas grandes.
Cuando las papas DO fueron almacenadas 15 dias en
refrigeracién (Figura 4 (b*) y (c*)), sus células se encogieron, sus
paredes aparecieron con mas pliegues y mas relieve con
respecto a la fresca y a la muestra DO sin almacenar. Esta
evolucidn en la microestructura durante el periodo de
almacenamiento no se refleja en la respuesta macroscopica de
las propiedades mecanicas en las que todo parece deteriorarse
como consecuencia de la DO. Solo variacién de color presenta
leves cambios durante el almacenamiento.
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Figura 4. Micrografias correspondientes a (a) papa fresca, (b)
papa DO con JG, (b*) papa DO con JG almacenada 15 dias a 4
°C, (c) papa DO con SO, (b*) papa DO con SO almacenada 15
dias a 4 °C.
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Los cubos deshidratados con SO generan un producto de mejor
aspecto en cuanto al color, que se ablanda menos y presenta una
cohesividad muy similar al del producto fresco.

En ambos casos, la deshidratacion osmotica y el tiempo de
almacenamiento en refrigeracion produjeron cambios en el
color, las propiedades mecanicas y la estructura de los cubos de
papas. Estos cambios resultan mas extensos cuando la DO se
lleva a cabo con JG. Se puede inferir que el mayor tamafio
molecular de la solucién de JG genera un dafio mayor al tejido
del vegetal al penetrar en el interior de la muestra, resultando
un producto mas blando y cohesivo que el obtenido con SO.
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CONDITIONS
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Resumen: Se evalu6 el efecto de diferentes condiciones de
almacenamiento en la calidad poscosecha de pera en tres
estados de madurez (E1 - verde, E2 - amarillo-verde y E3 -
amarillo). Frutas cubiertas con una pelicula de cloruro de
polivinilo y almacenadas durante cinco dias a temperatura
ambiente (25 °C) y bajo refrigeracién (5 °C) fueron evaluadas
segun la pérdida de peso, solidos solubles, pH , firmeza y
evaluacién sensorial. Las frutas mostraron una mayor pérdida de
peso a 25 °C que en las almacenadas a 5 °C. Frutas en E3 fueron
mas sensibles y a 25 °C supera la pérdida de peso del 2%. Los
sélidos solubles aumentaron en las etapas evaluadas, con un
mayor progreso en E2. Se encontraron diferencias significativas
en la media del pH de las frutas, y E3 tuvo los promedios mas
altos. Fruta en las etapas E1y E3 a 25 °C fueron las mas firmeza
perdida. Frutas en E2 eran mas aceptables, con promedios
superiores a 8.3 para sabor, dulzor, jugosidad y textura. Por lo
tanto, el almacenamiento en frio combinado con atmdsfera
modificada produjo La disminucion del metabolismo de peras
que se extiendiendo la vida util de las mismas.

Palabras clave: Pyrus communis, calidad, poscosecha.

Abstract: The effect of different storage conditions on
postharvest quality of pear was evaluated in three maturation
stages (E1 - green skin, E2 - yellow-green and E3 - yellow). Fruits
covered with polyvinyl chloride film and stored for five days at
room temperature (25°C) and under refrigeration (5°C) were
evaluated for mass loss (%); soluble solids; pH, firmness (N) and
sensory evaluation. Fruit showed greater weight loss at 25 ° C
than those stored at 5 ° C. Fruits at stage E3were more sensitive
and at 25 ° C exceeded 2% weight loss. Soluble solids increased
in stages evaluated, with greater progress in E2. Significant
differences in mean pH of fruits were found, and E3 had the
highest averages. The mean pH values increased approximately
9.6% and 8.8% after five days at room temperature and under
refrigeration, respectively. Fruits at stages E1 and E3 at 25 ° C
were those that most lost firmness. Fruits at E2 were more
acceptable, with averages higher than 8.3 for flavor, sweetness,
juiciness and texture. Thus, cold storage combined with
modified atmosphere decreased the metabolism of pears,
increasing the shelf life of fruits.

Keywords: Pyrus communis, quality, postharvest.
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Pear is a fruit of great acceptance and economically important in
the international market. World pear production is concentrated
in a few countries. Brazil's production represents only 0.008% of
the world production and occupies the 46" place in the world
ranking (Melo 2013).

In the years 2009 and 2010, pear topped the list of Brazilian
imports of fresh fruits, with volumes of 161,875 and 189,841
tonnes, respectively. The amount of pear imported by Brazil
clearly shows the existence of a well-established consumer
market, mainly used to the quality of pears from Argentina and
Chile (Antoniolli 2011).

For being a climacteric product, pear should be harvested at
minimum respiratory rate in order to facilitate post-harvest
handling and increase the storage time, delaying and reducing
climacteric physiological changes, such as starch hydrolysis,
increase total soluble solids, color changes and loss of pulp
firmness (Parra-coronado et al 2006).

Even after harvest, pears remain with active vital functions such
as breathing; therefore, the harvest and postharvest
management techniques aim to keep the commercial quality of
the product for fresh consumption or processing (Oteiza and
Cantillano 2014).

Postharvest fruit quality is related to the minimization of the
deterioration rate, namely maintenance of firmness, color,
appearance, aiming to keep them attractive to consumers for a
longer period of time (Chitarra e Chitarra 2005).

To control the deterioration rate of fruits, reduce losses and
increase shelf life, many storage techniques have been

developed over the years (Peerzada et al 2010). Among
postharvest techniques considered efficient in controlling the
metabolism of climacteric fruits and able to increase their shelf
life, refrigeration is very important when maintained throughout
the fresh fruit manipulation chain from the packing house to the
shelves of supermarkets (Aroucha et al 2012).

Another way to increase the postharvest quality of climacteric
fruits is modified atmosphere obtained with the use of plastic
films, which seems to be more practical and less costly. The
effectiveness of this technology is achieved due to the CO;
concentrations that gradually increase as fruits breathe
(Brackmann et al 2012).

Flexible films, such as polyvinyl chloride (PVC), are good
examples of a modified atmosphere, as they are a way to
establish a gaseous composition within the packing, different
from air by reducing the O, concentration and increasing the
CO; concentration (Santos et al 2009). The use of low density
polyethylene film - LDPE (100 mm) with 6% BIF 1500 additive
allowed maintaining the quality of 'Rocha’ and 'Packham's
Triumph' pears during 180 days under conditions of 0 ° C and
90-95% relative humidity (Antoniollt 2011). Thus, cold storage
combined with modified atmosphere was able to decrease the
metabolism of pears, increasing their shelf life.

The aim of this study was to evaluate the effect of different
storage conditions on the postharvest quality of pears at three
maturation stages (E1 - green skin, E2 - yellow-green skin and
E3- yellow skin).
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MATERIAL AND METHODS

The experiment was conducted at the Laboratory of Chemical
Analysis of Foods — LAQA, Department of Food Engineering,
Federal University of Paraiba. Pears purchased in a supermarket
in the city of Jodo Pessoa - PB were selected and grouped
according to three maturation stages defined according to their
color and firmness. Based on these characteristics, the fruits
were classified into: stage 1 (E1) - fruits with uniform green skin
and firmer compared to fruits of other stages; stage 2 (E2) -
fruits with green-yellow skin and intermediate firmness; and
stage 3 (E3) — fruits with mostly yellow skin and less firmness
than in previous stages.

After classification, fruits were washed in running water,
sanitized with sodium hypochlorite solution and dried with
paper towel. Then, they were arranged in pairs in Styrofoam
trays and coated with polyvinyl chloride (PVC) film. After this
procedure, trays were stored under predetermined conditions.
Part of trays was submitted to cold storage (5 ° C) while the
other part was maintained at room temperature (25 ° C). In both
conditions, the storage period was five days during which the
fruits were analyzed for weight loss, soluble solids, pH and
firmness. Analyses were performed at time zero (the same day of
fruit purchase), third day and fifth day of storage. Sensory
analyses were performed at time zero and at the end of the five
days of storage.

Weight loss was obtained by difference between initial and final
weight of fruits. Fruits were weighted on semi-analytical scales.
The content of soluble solids, given in ° Brix, was obtained by
reading in benchtop refractometer as recommended by
“Instituto Adolfo Lutz” (2005). For pH analysis, pH meter was
used and samples were analyzed in triplicate (IAL 2005).

Texture tests were conducted to determine the firmness of fruits
at each maturation stage as a function of time and temperature.
Whole fruits were placed with the mid-point on the largest
diameter at the center of the load cell, with 1 fruit representing
each stage at each time interval, using the P / 3 cylindrical
probe. The equipment used was Texture Analyzer model TA-XT
Plus from Extralab Brasil. The results of readings were recorded
in software (STABLE MICRO SYSTEMS®, TE32L, version 4.0,
Surrey, England) and expressed in Newtons (N).

Fruits were submitted to sensory acceptance test with 12
untrained judges. The traits analyzed were: flavor, sweetness,
acidity, appearance, texture and overall assessment. Individually,
samples were presented to judges coded with random three-
digit codes. Data were collected through individual records
using a 9-point hedonic scale numerated from 1 to 9, from
extremely disliked (score 1) to extremely liked (score 9).

Sensory evaluation results were interpreted according to
methodology proposed by Dutcosky (2011), which proposes the
calculation of the Acceptability Index (Al) using the following
expression:

Al (%) = A x 100/ B

Where, A = average score given to the product and B =
maximum score given to the product. To be considered of good
repercussion, Al should be > 70%.

For statistical analysis, performed using Excel from Microsoft
Office 2010, analysis of variance was performed in a factorial
design in randomized blocks. When significant differences were
found, means were evaluated by the Tukey test (p < 0.05).
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RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows that fruits at stage E3 were the most sensitive to
weight loss and this sensitivity was higher under conditions of
room temperature. Fruits stored at room temperature showed
losses greater than twice those observed for fruits stored under
refrigeration.
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Figure 1: Weight loss percentage of pears at three maturation
stages during refrigerated storage at room temperature for 0, 2
and 5 days.

A major cause of deterioration of climacteric fruits is moisture
loss, which in pears has important consequences for fruit quality,
which according to Nguyen et al (2007), leads to weight loss
and shriveling.

Weight loss occurs due to the transpiration process, which is
generally determined by the water vapor pressure gradient
between the fruit and the surrounding air (Pasquariello et al
2013). According to Chitarra e Chitarra (2005), weight loss is
reduced in storage under modified atmosphere due to the
increase of the relative humidity within the package, saturating
the atmosphere around the fruit, which reduces the water vapor
pressure deficit in relation to the storage environment,
minimizing the transpiration rate.

When studying the effects of modified atmosphere caused by
coating with chitosan-based film associated with ascorbic acid
on postharvest quality of pears, 'Yali' Lin et al (2008) found a
gradual increase in weight loss significantly greater in control
fruits than in coated fruits, with difference of 20.4% between
fruit covered with chitosan and ascorbic acid and those without
coating stored for 60 days at 25°C.

In a study to evaluate the combined effect of gamma irradiation
and coating based on carboxymethylcellulose (CMC) on the
quality and shelf life of pears cv. Bartlett / William, Peerzada et
al (2010) observed weight loss of 6.5 + 0.21% after 7 days of
storage at 25°C for control fruits. In the same period, weight loss
was 3.1 £ 0.22% for fruits covered with film at 1.00% CMC and
treated with 1.5 kGy of radiation. These results are similar to
those obtained in this study and show that the combination of
more sophisticated technology such as biopolymer coatings and
irradiation can provide results very close to those obtained using
simpler technology, such as the covering of fruits with PVC film.
The average results of physicochemical evaluations of pears

studied in this work are shown in Table 1.



V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Cordoba, Argentina, 17 a 19 de

Storage conditions

Sta Stored Stored Stored Stored
ge D3 at5°C at25°C at5°C  at5°C
elin  After2 After2 After5 After5
€ days days days days
Soluble Solids (SS %)
E1 1512 15382 1552 1552 16.75°
2 156° >/°  1625° 1813¢ 17.38°
E3 18;00 18.13% 18507 1825% 18.13°
pH
E1 4687 4637 447% 426° 434°
E2 42427 437° 448° 435° 420°
E3 4167 444° 425%P 456P¢ 460°¢
Firmness (N)
E1 415 10° 666%° 766° 456°
E2 297% 3247 2237 321% 384°
E3 395% 452° 360¢ 2359 247°¢

Means followed by same letter in line do not differ

by the Tukey test at 5% probability.

Table 1: Average results for soluble solids, pH and firmness of
pears at three maturation stages over refrigerated storage and
at room temperature for 0, 2 and 5 days.

It was observed that the content of soluble solids increased over
time at the three maturation stages, but only fruits at E2 showed
values with significant difference. At this stage, fruits stored
under refrigeration showed lower evolution than fruits stored at
room temperature in the accumulation of soluble solids, which is
a consequence of maturation. In analysis of the postharvest
quality of pears cultivar 'Carrick’, Coutinho et al (2003) also
found higher content of soluble solids in fruits stored at room
conditions.

In a study with different pear cultivars from southern ltaly
harvested at commercial maturity and stored at 2 ° C for 16
weeks and then maintained at 20°C, Pasquariello et al (2013)
found that the content of soluble solids remained stable during
cold storage and that these levels only increased after exposure
of fruits to temperatures of 20°C.

Characterizing pears from five commercial orchards in the state
of Washington, USA, Mattheis et al (2013) found content of
soluble solids between 11.6 and 12.3% in fruits at commercial
maturity. These results are lower than those found in this study
including pears classified here as at stage 1 (E1).

The increase in the content of soluble solids is due to the
degradation of polysaccharides, favored by the action of
amylases and phosphorylases, with consequent fruit ripening
(Chitarra and Chitarra, 2005). Thus, soluble solids in fruit
estimate the content of dissolved sugars (sucrose, glucose and
fructose) resulting from starch hydrolysis that occurs during
maturation. (Pasquariello et al 2013).
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Lombardi et al (2000) reported that during the maturation of
pears there is decrease and stabilization of acidity, increase of
the sugar content, intensification of the skin color, which varies
according to cultivar and finally reduction of pulp firmness,
resulting from excessive loss of water from tissues, as well as
reduction of turgidity pressure due to the low air relative
humidity, mainly by increased enzymatic activity.

The results obtained for the pH analysis showed that both after
refrigerated storage and after storage at room temperature,
significant changes in the different maturation stages were
observed, either for more or for less.

With respect to pears at stage E1, significant pH change was
observed only after 5 days of storage in both refrigeration and
room temperature, with a decrease in the pH values in both
cases.

For pears at E2, significant change (increase) was observed after
2 days at room temperature compared to time 0, which after 5
days under the same storage condition, is no longer significant.
The same was observed for pears at E2 stored under
refrigeration.

By comparing pH values at beginning and end of experiments
for pears at stage E3, a significant increase in pH at both storage
temperatures only after 5 days was observed, which is in
agreement with literature, whereas among fruits used in
experiments, fruits at stage E3 were those in the latest
maturation stage. According to Botrel et al/ (2010), reduced
acidity and increased pH are characteristic of the senescence
phase of fruits and resulting from the metabolism of organic
acids.

Parra-Coronado et al (2006) found for Pears cv. 'Triunfo de
Viena' from the Colombian Andean region stored at 18°C, 11°C
and 3°C, mean pH values between 4.04 and 4.90 and found with

no significant differences in most treatments, increased pH over
time. According to the authors, this behavior is consistent with
fruits in general that when ripening shows reduced acid content
and increased soluble solids, and high pH values after they reach
maturation.

Regarding firmness, statistical difference was observed for fruits
at the three stages evaluated. Significant difference between
results obtained at time 0 compared to the second day of
evaluation was observed in all of them. The values indicated
fruits with very low firmness compared to those found in the
following days. Fruits at E1 stored at room temperature had less
decrease in firmness than those stored under refrigeration. The
contrary, which would be expected, was observed for fruits at E3.
Pulp firmness is an important quality that allows the monitoring
of the fruit quality during maturation, storage and distribution
(Pasquariello et al 2013).

In the study of Pasquariello et al (2013), the softening of fruits
resulting from the decrease in the firmness values was faster
when fruit stored under refrigeration were transferred to 20°C.
Predieri and Gatti (2009) assessed the quality of pears cv. '‘Abate
Fetel' stored under refrigeration (0-1°C) for 13 weeks and
observed fruit firmness of 19.61N six days after the removal
from refrigeration conditions. These fruits contained 19.8%
soluble solids. Data from Predieri and Gatti (2009) obtained with
fruits harvested at adequate maturation stage for prolonged
storage period, when confronted with those obtained in this
study, show that pears evaluated here were slightly firm already
at the time of purchase in the local supermarket.

According to Cavaco et al (2009), for pears cv. 'Rocha’, optimal
maturity at harvest is considered when fruit has firmness of 55-
65N and the ideal firmness level for consumption (ripe) and
when firmness is approximately 20N, since fruits with values
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below this are considered too ripe. Pears cv. 'd'Anjou’ at
commercial maturation stage from orchards of Washington -
USA characterized by Mattheis et al. (2013) showed firmness
values ranging from 61.4 to 65.7N.

Peerzada et al. (2010) reported for control pears (without
modified atmosphere by coating and without irradiation
treatment) maintained at 25 ° C for 7 and 14 days of storage,
firmness equal to 13.7 and 9.8 respectively. At the same
temperature, fruits treated with 1.0% CMC and 1.5 kGy showed
firmness of 78.4 after seven days and 56.8 after 14 days.

A comprehensive knowledge of factors affecting consumer
acceptance is of great importance and a realistic approach of
the quality of pears should consider physicochemical parameters
not as goals but as tools for monitoring maturation and prior
knowledge of the optimal food quality (Predieri and Gatti 2009).
Sensory analysis is defined by the Brazilian Association of
Technical Standards (ABNT 1993) as a scientific discipline used
to evoke, measure, analyze and interpret reactions of the
characteristics of foods and materials as they are perceived by
the senses of sight, smell, taste, touch and hearing.

Baseline After 5 days

Attri
ttributes Score Score Score Score Score

1 E2 E3 E1 E2 OcoreE3

Flavor 775 833 792 767 833 7.00

Sweetness 7.58 825 792 767 833 7.50

Acidity 717 758 750 750 8.17 7.25

Juiciness 767 833 800 7.58 842 7.50

Texture 783 792 783 767 842 717

Overall 700 825 7020 775 833 725
evaluation

Table 2: Mean scores for the sensory attributes at the three
maturation stages at baseline and after five days of treatment at
5°C

Table 2 presents the mean values calculated from the scores
given to sensory parameters evaluated at time O (baseline) and
after five days of experiment.

In a study to determine the optimal storage conditions for the
maintenance of the postharvest quality of six pear cultivars
during cold storage for long periods of time, Pasquariello et al
(2013) found that physicochemical parameters such as firmness
and soluble solids strongly influenced the quality and consumer
preference. The authors attributed the significant differences
between the content of soluble solids and firmness found at the
beginning and end of the experiment with differences in the
acceptance scores.

The acceptance index (Al) of pears in the 1** day of storage at all
maturation stages was higher when compared to the 5" day of
storage. The data for the Al calculation for each maturation
stage and in each test are shown in Table 3.
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Baseline After 5 days

Attributes Al Al Al Al Al
@ AN o %

E1 E3 E1 E2 E3

Flavor 8611 9256 8800 8522 9256 77.78

Sweetness 8422 9167 8800 8522 9256 83.33
Acidity  79.67 84.22 8333 8333 9078 80.56

Juiciness 8522 9256 88.89 8422 9356 83.33
Texture  87.00 88.00 87.00 8522 9356 79.67
e\g‘l’j;‘t"‘.llclm 8522 9167 8800 8611 9256 80.56

Table 3: Acceptance index (Al) at the three maturation stages at
baseline and after five days of treatment at 5°C

Considering the same data and comparing them with results
observed in the analysis after 5 days of cold storage, it was
observed that there was a noticeable decrease in the acceptance
index of pears at E3. This may have occurred because these fruits
were at that time in an advanced maturation stage. During
sensory analysis, it was also observed that pears at E3 stage
quickly developed brownish color due to the oxidation of
compounds present in the fruit, being a possible cause of
decreased acceptance.

Pasquariello et al (2013) reported that consumers considered
sweetness, juiciness, flavor and smoothness as important
attributes for pears. Predieri et al (2005) observed that
sweetness and aroma of pear are attributes highly correlated
with consumer preference.

Predieri and Gatti (2009) reported that differences in firmness of
pears stored under refrigeration were clearly perceived by both
trained judges and consumers, but it did not influence scores
given.



V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Cordoba, Argentina, 17 a 19 de

According to results, it was concluded that the combination of
cold storage and modified atmosphere provided by polyvinyl
chloride film was able to control the deterioration of pears and
contribute to the preservation of their quality characteristics.
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Resumen: El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de
las condiciones de la etapa de almacenamiento y maduracion de
las caracteristicas fisicas y fisico-quimicas de los tomates en 3
etapas de maduraciéon ( E1 - verde , E2 - naranja- rojo y E3 - de
color rojo oscuro ) . Los frutos fueron desinfectados y se
almacenados a 25 °Cy 5 °C, todos cubiertos con una pelicula de
cloruro de polivinilo ( PVC) . Se evaluaron los siguientes
parametros: la pérdida de peso ( WL ) , firmeza ( N ), pH ,
solidos solubles ( SS) , y la incidencia de los moldes. Los
resultados mostraron que en el quinto dia de almacenamiento,
se produjeroncambios significativos enla etapa E3 y se
observaronlas diferencias mas grandes para WL (3 %y 0,65 %) y
la firmeza (4,61 Ny 8,89 N ), respectivamente, a 25 °Cy 5 °C.
Se observo que el contenido de SS aumentd con el tiempo en
las tres etapas evaluados, con mayor progreso en E1. Enel quinto
dia de almacenamiento, se observo la incidencia de moho vy las
manchas de tomate enel E3 etapa almacenado a 25 ° C.
Estoscambiosestandirectamente relacionados conla temperatura
de almacenamiento, donde a 25 ° C , el metabolismo de las
frutas y lasreacciones enzimaticas aumentan , disminuyendo su
vida util. Por lo tanto, se concluye que elalmacenamiento

refrigerado combina con atmosfera modificada resultados

enelmantenimiento de lacalidaddel fruto .

Palabras clave : Solanumlycopersicum , conservacion , después
de lacosecha.

Abstract: The objective of this study was to analyze the effect of
maturation stage and storage conditions on physical and
physicochemical characteristics of tomatoes at 3 maturation
stages (E1 - Green, E2 - orange-red and E3 - deep red). Fruits
were sanitized and stored at 25°C and 5°C, both covered with
polyvinyl chloride film (PVC). The following parameters were
evaluated: weight loss (WL), firmness (N), pH, soluble solids (SS),
and incidence of molds. The results showed that on the fifth day
of storage, significant changes occurred at stage E3 and the
largest differences were observed for WL (3% and 0.65%) and
firmness (4.61 N and 8.89 N), respectively, at room temperature
and under refrigeration. It was observed that SS content
increased over time in the three stages evaluated, with greater
progress in E1. On the 5™ day of storage, incidence of mold and
stains of tomatoes at stage E3 stored at 25°C was observed.
These changes are directly related to the storage temperature,
where at 25°C, the metabolism of fruits and enzymatic reactions
increase, decreasing their shelf life. Therefore, it is concluded
that refrigerated storage combined with modified atmosphere
results in maintaining fruit quality.

Keywords: Solanumlycopersicum, conservation, postharvest.
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Tomatoes are among the most popular vegetables in the world.
World production is estimated at 1.26 million tons per hectare
per year, with China and USA as the main producers (Faostat).
According to Embrapa, Brazil occupies the eighth position, with
average production volume of 110 million tons (Embrapa2005).
Tomatoes are a rich source of fiber, vitamins A, C and lycopene,
and epidemiological studies indicate that increased
consumption of tomato is coincident with lower incidence of
cardiovascular diseases (Arabeand Steck 2000,Sessoet al. 2003)
and certain types of cancers (Giovannuci 2002a, Giovannuci
2002b,Giovannuciet al 2002).

In Brazil, tomato is one of the largest cultures in the agricultural
market, covering an area of 58,000 hectares of which 40,000
hectares are tomatoes for fresh consumption and 18,000
hectaresare tomatoes intended for processing.
Productionreaches approximately three million tons per year, of
which one million and 800 thousand tons are of variety fresh
tomato. The largest production is concentrated in the states of
Goias, Sao Paulo and Minas Gerais, totaling about 65% of
national production (Peixoto2003).

Tomato is harvested at green maturation stage, and after the
maturation process,optimum nutritional and sensory qualities
are developed. However, after harvest and during transport and
storage, tomatoes can lose their quality and become unsaleable.
Consequently, improving and preserving the quality of tomatoes
in terms of firmness, color, texture, flavor and shelf life are
extremely important for producers, tomato processing

companies, and the food industry in general. Postharvest losses
account for nearly 40% of vegetables harvested worldwide
(Gustavssonet al 2011).

According to Chiumarelli and Ferreira (2006), after harvest,
tomato becomes a highly perishable fruit. Due to the high water
content, it is subject to variations in temperature and relative
humidity. Water loss causes weight loss and changes the fruit
appearance, and these losses are more significant in the
postharvest period due to mechanical damage, improper
storage, inadequate handling and transportation.

Being classified as a climacteric fruit, the ripening of tomatoes is
accompanied by a small increase in respiratory activity usually
assoclated with high ethylene production. The peak expiratory
process is called climacteric maximum, followed by a decline in
respiratory activity called post-climacterium. Climacterium can
be defined as the stage of development with elevated
respiratory activity associated with an autocatalytic ethylene
production, growth hormone, which has a highly variable
concentration during development, with maximum production
at maturation (Koblitz 2008).

Refrigeration delays the senescence process and reduces injuries
caused by higher temperatures, with benefits in conservation
and increased storage time, with improvements in the marketing
and sales process, ensuring higher quality to consumers
(Azodanlouet al 2003).

Arouchaet al. (2012) point out the cold chain in the handling of
fresh fruit from the packing house up to supermarket shelves as
an effective technique to extend the shelf life of these products,
since it delays the metabolism of fruits and increases their shelf
life. However, there are other ways to extend the postharvest
quality of climacteric fruits, which may be associated togood
postharvest quality.
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According to Brackmannet al (2012), the use of modified
atmosphere obtained with the use of plastic films seems to be a
more practical and less costly way of conservation, because due
to the effect of coating, gas exchange occurs at a slower rate,
gradually increasing CO, concentrations with breathing, which
subsequently is inhibited due to increased CO, concentration in
the internal part of the coating.

Flexible films, such as polyvinyl chloride (PVC), are good
examples of modified atmosphere, as they are a way to establish
a gaseous composition within the packing, different from air by
reducing the O, concentration and increasing the CO;
concentration (Santos et al 2009).

Theaim of this study was to evaluate the effect of maturation
stage on storage conditions with and without modified
atmosphere and temperature variations on the postharvest
quality of tomatoes (Solanumlycopersicum).

MATERIAL AND METHODS

The experiment was conducted at the Laboratory of Chemical
Analysis of Foods - LAQA Department of Food Engineering,
Federal University of Paraiba - UFPB. Fruits purchased in a
supermarket in the city of Jodo Pessoa - PB were selected and
grouped according to three maturation stages defined
according to their color and firmness. Tomatoes at stage 1 (E1)
had green skin and high firmness compared to fruits at stages
E2 and E3, respectively, which had red-orange and deep red
skin. The firmness of tomatoes at E2 was intermediate to those
at E1 and E3.

After classification, fruits were washed in running water,
sanitized with sodium hypochlorite solution and dried with

paper towel. Then, they were arranged in pairs in Styrofoam
trays and coated with polyvinyl chloride (PVC) film. After this
procedure, trays were stored under predetermined conditions.
Part of trays was submitted to cold storage (5 ° C) while the
other part was maintained at room temperature (25 ° C). In both
conditions, the storage period was five days during which the
fruits were analyzed for weight loss, soluble solids, pH and
firmness. Analyses were performed at time zero (the same day of
fruit purchase), third day and fifth day of storage. Sensory
analyses were performed at time zero and at the end of the five
days of storage.

Weight loss was obtained by difference between initial and final
weight of fruits. Fruits were weighted on semi-analytical scales.
The content of soluble solids, given in ° Brix, was obtained by
reading in benchtop refractometer as recommended by
“Instituto Adolfo Lutz” (2005). For pH analysis, pH meter was
used and samples were analyzed in triplicate (IAL 2005).

Texture tests were conducted to determine the firmness of fruits
at each maturation stage as a function of time and temperature.
Whole fruits were placed with the mid-point on the largest
diameter at the center of the load cell, with 1 fruit representing
each stage at each time interval, using the P / 3 cylindrical
probe. The equipment used was Texture Analyzer model TA-XT
Plus from ExtralabBrasil. The results of readings were recorded in
software (STABLE MICRO SYSTEMS®, TE32L, version 4.0, Surrey,
England) and expressed in Newtons (N).

Fruits were submitted to sensory acceptance test with 12
untrained judges. The traits analyzed were: flavor, sweetness,
acidity, appearance, texture and overall assessment. Individually,
samples were presented to judges coded with random three-
digit codes. Data were collected through individual record using
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a 9-point hedonic scale numerated from 1 to 9, from extremely
disliked (score 1) to extremely liked (score 9).

Sensory evaluation results were interpreted according to
methodology proposed by Dutcosky (2011), which proposes the
calculation of the Acceptability Index (Al) using the following
expression:

Al (%) =A x 100/ By

Where, A = average score given to the product and B =
maximum score given to the product. To be considered of good
repercussion, Al should be > 70%.

For statistical analysis, performed using Excel from Microsoft
Office 2010, analysis of variance was performed in a factorial
design in randomized blocks. When significant differences were
found, means were evaluated by the Tukey test (p < 0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows that fruits at stage E3 were the most sensitive to
fresh weight loss and this sensitivity was higher under
conditions of room temperature. Fruits stored at room
temperature showed losses greater than twice those observed
for fruits stored under refrigeration.

Figure 1.Weight loss percentage of tomatoesat three
maturation stagesduring refrigerated storage and at room
temperature for 0, 2 and 5 days.

Tomatoes stored at room temperature showed a decrease in all
three maturation stages; howeverreduction was not
proportional up to the end of the experiment. Nguyen et al
(2007) reported that a major cause of deterioration of
climacteric fruit is moisture loss, which in tomatoes has
important consequences for fruit quality, since wilting and
weight loss occur. According to the authors, there is a reduction
of fruit volume as water is lost from cells with decreased
turgidity pressure.

Weight loss is reduced in storage under modified atmosphere
due to the increase of the relative humidity within the package,
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saturating the atmosphere around the fruit, which reduces the
water vapor pressure deficit in relation to the storage
environment, minimizing the transpiration rate (Chitarra and
Chitarra 2005; Pasquarielloet al 2013).

In a study with green tomatoes, Farnettiet al (2013) observed
that differences in fruit maturation may be linked to the
temperature gradient and CO; levels when stored under
different conditions. Thus, CO;levels, temperature and harvest
period are related to the postharvest behavior of tomatoes.

The average results of physicochemical evaluations of tomatoes
studied in this work are shown in Table 1.

Table 1. Average results for soluble solids, pH Firmness,
Luminosity, Parametersa * and b * of tomatoes at three
maturation stages over refrigerated storage and at room
temperature for 0, 2 and 5 days

Storage conditions

Maturation After 2 days After 2 days After 5 days After 5 days
stage Time
0 under under room under under room
refrigeration temperature refrigeration temperature
Soluble solids (SS %)
E1 >20 438° 475°¢ 5.75 ¢ 7.88°¢
E2 4.50 463° 5.25° 588 ¢ 7.25¢
E3 225 488° 563 ° 5.78 ¢ 6.63 ¢
pH
E1 4.22 419° 443° 448° 435°
E2 4.64 478" 474°¢ 476°¢ 463°
E3 478 492° 492°¢ 475° 464 ¢

Firmness (N)

E1 18.60 13.64° 13.14° 16.66 ¢ 8.79¢
E2 .73 10.72° 10.71°2 11.50 2 8.02°
E3 8.80 9.05° 8.26° 8.89° 461°

Means followed by the same letter in the line do not differ by
the Tukey test at 5% probability.

Fruit ripening is a phase of dynamic transition that involves
several metabolic and biochemical processes, such as
breakdown of cell walls and pectin, degradation of membranes,
breaking of carbohydrates stored as sugars, acidity reduction
and increase in biosynthesis of color and volatile compounds, all
contributing to an overall improvement of fruit quality
(Paliyathet al 2012).

The amount and types of sugars stored in tomato fruits are
some of the main postharvest quality of tomato to affect the
overall flavor and fruit quality (Daiane2012). During the five days
of the experiment, there was an accumulation of soluble solids
at the three maturation stages, being more pronounced when
stored underroom conditions. According to Morgan (2004),
soluble solids values above 5.0°Brix are indicative of high-quality
tomato fruits. Soluble solids content is associated to flavor, as in
the case of tomatoes, most of these solids are represented by
acids and sugars, providing greater acceptance and therefore
the product quality.

The firmness analysis of tomatoes resulted in significantly
different values according to statistical test only for fruits
atstage E1. The results for fruits stored at room temperature in
the three stages did not decrease proportionally up to the end
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of the experiment. Nevertheless, a reduction in the average
firmness values was observed. Pulp firmness is an important
quality that allows the monitoring of the fruit quality during
ripening, storage and distribution (Pasquarielloet al 2013).
Pasquarielloet al (2013) observed that the softening of fruits
resulting from the decrease in the firmness values was faster
when fruits stored wunder refrigeration conditions were
transferred to 20 ° C.

The results obtained for the pH analysis showed that both after
refrigerated storage and after storage at room temperature,
significant changes in the different maturation stages were
observed, either for more or for less. In relation to tomatoes at
stage E1, significant pH change was only observed after 5 days
in both refrigeration and room temperature, with decreased pH
values in both cases. E2 and E3 showed similar behavior and
similar variations; however, the decrease in pH was greater at
the end of storage.

The pH values found for tomatoes atstage E1 confirm that the
fruit is acid according to classification proposed by Giordano,
Silve and Barbosa (2000a), pH less than 4.5. The pH value may
vary depending on storage conditions, with great influence on
the taste of the final product.

According to Silva et al (2004),pH below 4.5 is in general
desirable due to the ability to reduce the proliferation of
microorganisms.

A comprehensive knowledge of factors affecting consumer
acceptance is of great importance and a realistic approach of
the quality of pears should consider physicochemical parameters
not as goals but as tools for monitoring maturation and prior
knowledge of the optimal food quality (Predieri and Gatti 2009).
Sensory analysis is defined by the Brazilian Association of
Technical Standards (ABNT 1993) as a scientific discipline used

to evoke, measure, analyze and interpret reactions of the
characteristics of foods and materials as they are perceived by
the senses of sight, smell, taste, touch and hearing. Table 2
presents the mean values calculated from the scores given to
sensory parameters evaluated at time O (baseline) and after five
days of experiment.

Table 2.Mean scores for the sensory attributes of tomatoes at
the three maturation stages at time 0 (first test) and after five
days at 5 °C (second test)

Attributes 1" test 2" test
MeanE1 MeanE2 MeanE3 MeanE1l MeanE2 Mean E3

Flavor 5.75 733 7.75 5.50 6.50 7.33
Sweetness 5.00 6.25 7.00 4.67 5.92 7.25
Acidity 5.42 7.00 6.75 5.17 6.17 6.92
Juiciness 5.25 7.08 7.75 5.75 6.58 7.42
Texture 6.17 7.58 7.67 6.75 733 7.67
Overall evaluation 5.83 733 7.58 5.83 6.75 7.42
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According to Ferreira et al(2004), the sensory properties of
tomatoes are important both for consumers to assess the quality
of vegetable as for the buying procedure, as in supermarkets,
only products that meet consumer expectations are marketed.
The maturation stage of tomatoes influences the postharvest life
of fruits, in maturation and assists in the selection of fruits, along
with size, shape and external defects (Ferreira et al 2010).

In evaluating the sensory aspects and physicochemical
characteristics of two non-commercial genotypes of tomatoes,
Guilhermeet al (2014) observed that fruits met the good
condition of color and physical appearance, with scores above
8.0 (likedmuch) and 7.5 (liked moderately), respectively. The
same authors found scores above 7.5 for flavor and general
appearance of fruits.

The data for the Al calculation for each maturation stage and in
each test are shown in Table 3.

Table 2. Results of theAcceptance Index (Al) calculation of
tomatoes at different maturation stages assessed at time O (first
test) and after five days at 5 °C (second test)

Attributes 1% test 2™ test
Al (%)E1 Al (%)E2 Al (%)E3 AlI(%)E1 Al (%)E2 Al (%)E3

Flavor 63.89 81.44 86.11 68.75 72.22 81.44
Sweetness 62.50 69.44 77.78 58.38 65.78 80.56
Acidity 77.43 87.50 8438 64.63 77.13 86.50
Juiciness 75.00 78.67 86.11 63.89 73.11 82.44
Texture 77.13 94.75 85.22 75.00 81.44 85.22
Overall evaluation 83.29 91.63 84.22 72.88 75.00 82.44

In the assessment performed in the initial period, it was found
that tomatoes at E3 were well accepted, presenting more than
70% of Acceptance Index for all attributes. However, fruit at E1
and E2, attributes such as flavor, sweetness, acidity and juiciness
did not reach the minimum of 70%.

Considering that tomatoes at E1 and E2 were greener, their
lower acceptance can be explained by the higher concentration
of organic acids and texture harder than fruits usually present
when they are in the early stages of the maturation process.
Ferreira et al (2010) pointed out that understanding the
maturation processes of tomatoes and characteristics of fruit
quality during storage are key to marketing and suggest color as
the most attractive quality attribute, being related to
appearance, contentof sugars, acidity, pH, texture, flavor and
juiciness.

Due to the genetic variability and soil and climatic conditions of
cultivation areas, there is considerable variation in the levels of
chemical constituents of tomatoes and this variation is reflected
in the sensory characteristics of fruits (Guilhermeet al 2014). The
perishable nature of tomatoes requires the adequate storage of
fruits to delay ripening, maintain quality and extend shelf life
(Brackmannet al 2007).
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According to results, it is concluded that the combination of
cold storage and modified atmosphere is more effective in
maintaining the postharvest quality of tomatoes. This is due to
the ability to reduce the fruit metabolism, keeping the
physicochemical characteristics and reducing weight loss.
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Resumen: En el presente trabajo se determinaron los cambios
en el color y la cinética de pérdida de agua durante el secado de
frutas de Morus nigra. A tal fin, frutas maduras de mora de masa
y color uniforme fueron secadas durante 5 h en un secadero
convectivo de flujo axial a temperatura (45, 60 y 75°C) y
velocidad de aire (0,9 m/s) constantes. Se midi6 color, humedad
y peso de la fruta antes y después del secado. Se aplicd un
modelo difusional (2% Ley de Fick, con propiedades constantes)
y un modelo empirico (Ecuacién de Page) para describir la
pérdida de masa. Los resultados de 4f, diferencia de color entre
la fruta procesada y la fruta fresca, para los procesos a 45, 60 y
75°C fueron 1,99, 2,54 y 3,26 respectivamente. El contenido de
agua en las frutas con 5 h de secado a 45, 60 y 75°C fue de
80,06+£2,08; 63,78+6,22 y 15,28+8,55g agua/100 g de fruta,
respectivamente. Los valores del parametro n del modelo de
Page no variaron con la temperatura del secado a 45 y 60°C,
resultando en un valor promedio de 0,997+0,003, mientras que
para el secado a 75°C el valor fue n=1,44+0,006. Los valores del
parametro K fueron 0,001, 0,0038, 0,001 para el secado a 45, 60
y 75°C, respectivamente. Los coeficientes de difusion y el error
de la estimacion, resultantes de la aplicacidon de la ecuacidon

integrada de la 2% Ley de Fick fueron 1,9x107"" m?/s y 4,06%;
1x10°m?/s y 7,65%; 8x10"°m?/s y 62%, a 45, 60 y 75°C
respectivamente.

Palabras claves: moras, secado, cinética de pérdida de agua

Abstract: In this work, color changes and kinetics of water loss
during the drying of Morus nigra fruits were determined. To this
end, ripe mulberry fruits with uniform mass and color were dried
during 5h in a axial flow dryer atconstanttemperature (45, 60
and 75 °C) and air velocity (0,9m/s). Color, moisture and weight
of fruit before and after drying were measured. To describe the
mass loss during mulberry drying a diffusion model (2" Fick's
law with constant properties) and an empirical model (Page
Equation) were applied. Results of 4 color difference between
processed fruit and fresh fruit, for processes at 45, 60 and 75°C
were 1,99, 2,54 and 3,26, respectively. Water content of dried
fruits at 45, 60 and 75°C were 80,06+£2,08; 63,78+6,22 vy
15,28+8,55 g water/100 g of fruit, respectively. The n parameter
of Page model remained unchanged in drying temperature
range 45-60°C, resulting an average value of 0,997+0,003, while
for drying at 75°C its value was n=1,44+0,006. Values of k
parameter were 0,001, 0,0038, 0,001 for drying at 45, 60 and
75°C, respectively. Diffusion coefficients and estimationerror
from application of integrated equation of 2" Fick's Law were
1,9x10"""'m?/s and 4,06%; 1x107'° m?/s and 7,65%; 8x107"° m?/s
and 62%, at 45, 60 and 75°C, respectively.

Keywords: mulberry, drying,water loss kinetics
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La mora negra (Morus nigra) es una fruta polidrupa que
pertenece al grupo de las llamadas berries o también frutos del
bosque junto con las frutillas, frambuesas, arandanos y grosellas.
En los dltimos afios hubo un crecimiento en el consumo vy
comercializacion de estas frutas en forma principalmente fresca,
congelada y desecada, aunque este ultimo proceso induce
numerosos cambios en la estructura y composicion del tejido
vegetal, que afectan la calidad del producto final. El secado es
una de las operaciones unitarias mas comunmente usadas para
prolongar la vida (til de los alimentos y facilitar su
comercializacion. El proceso de secado de frutas ha sido descrito
tanto por modelos tedricos, a través de la 2% Ley de Fick, como
por modelos empiricos, como laEcuacion de Page, con
diferentes resultados de acuerdo a las caracteristicas del
material. El modelo difusional de Fick considera que el
transporte de agua desde el interior del sélido hacia la
superficie del mismo tiene lugar principalmente por difusién,
calculandose de este modo un coeficiente de difusién efectivo
(Kaymak-Ertekin2002). El modelo empirico de Page deriva de
una relacion directa entre la humedad promedio del solido y el
tiempo de secado, ademas de estar fuertemente relacionados
con el modelo difusional de la segunda ley de Fick (Akpinar
2005). A pesar de que las constantes £y n no tienen significado
fisico claramente definido, esta ecuacidn permite describir en
forma satisfactoria la curva de secado de alimentos, tal como lo
reportan varios autores, Simal et al (2005) en kiwi, Ceylan et al.
(2007) en banana, kiwi y palta, Doymaz (2006, 2007) en tomates
y uvas negras, entre otros productos.

Doymaz (2004a) compard el secado con flujo transversal de aire
caliente a 50°C y velocidad de aire de 1Tm/s de moras blancas
pretratadas con soluciones de oleato de etilo, acido citrico y
ascorbico, concluyendo que el oleato de etilo reduce en mayor
medida el tiempo de secado. De estas conclusiones, Doymaz
(2004b) ocupa el oleato de etilo como pretratamiento para secar
moras blancas en un secadero solar (26 a 34°C) obteniendo
menor tiempo de secado que las no tratadas. Maskan y Gogus
(1998) estudiaron las caracteristicas del secado de moras
blancas a 60, 70 y 80°Cy velocidad de aire de 1,2 m/s. En la
provincia de Misiones la variedad preponderante es Morus nigra,
no encontrandose referencias sobre el secado de las mismas.

Las principales desventajas para la comercializacion de esta fruta
son su corto tiempo de cosecha y su alta velocidad de
senescencia. Por ello es necesario el estudio de técnicas que
posibiliten la preservacion de esta fruta, viables de ser aplicadas
en la provincia de Misiones, dando la oportunidad de
surgimiento de nuevos productos que ayuden al impulso de la
produccién e industria regional. El objetivo de este trabajo fue
determinar las caracteristicas fisicoquimicas, como el contenido
de humedad, color, sélidos solubles de las moras (Morus nigra)y
estudiar la cinética de secado con aire caliente aplicando un
modelo tedrico (2% Ley de Fick) y un modelo empirico (Ecuaciéon
de Page) a tres temperaturas (45, 60 y 75°C).

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la muestra

Se utilizaron moras del género Morus, especie Nigra cosechadas
en la Provincia de Misiones. Fueron clasificadas segun grado de
madurez (14,87+2,97 °Brix y color uniforme, Tabla 3) y tamafio
(2,37+0,58 q).
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Humedad, sélidos solubles, pH y acidez

La humedad se cuantific6 mediante el método gravimétrico, en
estufa a 75°C hasta pesada constante (aproximadamente 48
horas). El contenido de soélidos solubles totales se determino
sobre lectura directa en refractdmetro (Marca Icsa, Ind. China)
del jugo de moras obtenido por compresion mecanica de 3
frutas por vez, por triplicado. El pH se determind utilizando un
pHmetro (Marca Altronix, Ind. Arg.) calibrado previamente con
buffer de pH 7 y 4, directamente en el jugo de moras
provenientes de 10 g de fruta fresca. La acidez titulable se
determiné por método de titulacion con NaOH 0,1N (AOAC
942.15). Los analisis se efectuaron por triplicado.

Secado

El proceso de secado se realizd en secadero convectivo con flujo
de aire axial a temperatura (45, 60 y 75°C) y velocidad de aire
(0,9 m/s) constantes. Las muestras de mora (10 frutas, peso
promedio de 20,43+2,80 g) fueron colocadas en canastas de
malla perforada. Se registré el peso de cada canasta cada 10
minutos en la primer hora, cada 15 minutos las dos horas
siguientes y cada 30 minutos las Ultimas dos horas. Los ensayos
se realizaron por triplicado. Se evalud la humedad de la fruta
fresca y al final del secado.

Se aplicaron dos modelos matematicos para describir la
transferencia de masa durante el secado de moras, un modelo
difusional simplificado: 10 primeros términos de la ecuacidon
integrada (Crank 1975) de la pda Ley de Fick en coordenadas
esféricas (Ecuacidén 1), considerando la fruta como una esfera
con propiedades constantes (volumen, difusividad, temperatura,
etc) y un modelo empirico: Ecuacién de Page (Page 1949)
(Ecuacion 2).

MR =3 = F e [ () )

o

MR = ——% = exp(—kt™) )

o—e

M-=M
i

Donde: My My M, son los valores de humedad inicial (t=0), al
tiempo t de secado y de equilibrio (72 h de secado con aire
caliente), respectivamente (g de agua/100 g de materia seca);
Deffes el coeficiente de difusidn (m?/s); r es el radio de la esfera

(m); tes el tiempo de secado (s); k(s y nson coeficientes de la
Ec. de Page.
La bondad del ajuste de las Ec. 1 y 2 a los resultados
experimentales se evalud a través del coeficiente de regresién
lineal (%) y del error promedio porcentual (Epp) de la estimacion
(Ecuacion 3).

Mexp—Mralc

x 100 (3)

Mexp

Color

Para la determinacion de color se utilizd un colorimetro
(MiniScanb, USA). Se midio el color en el sistema CIELAB, en
fruta fresca y después del proceso de secado. Los parametros
que se emplearon para el analisis de variacidn de color fueron
Hue (Ec. 4a y 4b), Croma (Ec. 5) y variacién total del color AE (Ec.
6). El angulo Hue puede tomar valores que varian en el circulo
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cromatico de 0 (color rojo), 90° (color amarillo), 180° (color RESULTADOS

verde) a 270° (color azul); el Croma representa la intensidad o la Caracteristicas de la mora fresca

pureza de la tonalidad, y el valor AE se utiliza para saber cuanta

diferencia hay entre los colores de 2 muestras. Los resultados de la caracterizacién de las frutas de mora
utilizadas en el presente estudio se presentan en la Tabla 1.

Hue = tan™1 (Z—J, (cuandoa == 0) (4a)
Hue =180 + tan™* C—J (cuandoa += 0)  (4b) Tabla 1: Analisis fisico-quimico de mora negra
Parametro Resultados*
Peso del fruto (g) 2,37 £ 0,58
Humedad (g de agua/700g 834+29
fruta fresca)
Solidos Solubles Totales 14,87 + 2,97
Croma=+a> +b*° (5) (°Brix)
pH 4,86 + 0,70
AE = /(Lo — L)+ (ag—a*)* + (by — b*)* (6) Acidez Titulable (g de acido 0,75 + 0,25
citrico/100g fr)
Donde Ly apy by corresponden a las coordenadas de color de la Color: L 10,60 + 1,20
fruta fresca a tiempo 0, y, L, a y b a las coordenadas de la 2 102 + 029
muestras medidas a tiempo t. . B
b 0,85 + 0,19

*Cada valor es el promedio * la Desviacién Standard de los resultados
obtenidos.
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Estos resultados son similares a los reportados por Ercisli y
Orhan  (2008) quienes estudiaron las caracteristicas
fisicoquimicas de moras negras. Los valores de pH para esta
fruta reportados en la literatura son diversos: entre 3,43 y 3,66
(Ercisli y Orhan 2008), entre 5,95 y 7,39 (Sanchez-Salcedo et al
2013), entre otros.

El promedio de Soélidos Solubles Totales entra dentro del rango
reportado por Sanchez-Salcedo et al (2013) que informaron
valores desde 12,03% a 25,77%. Por otra parte, el valor de acidez
titulable (0,75%) cuantificado en el presente trabajo fue
ligeramente menor a los reportados por otros autores para el
género Morus: 0,93% a 2,65% (Sanchez-Salcedo et al 2013),
1,40% (Ercisliy Orhan 2007) y 1,084% (Gundogdu 2011).

Secado

El promedio del contenido de agua de las frutas frescas fue de
83,4+2,9 g de agua/100g fruta fresca, disminuyendo luego de 5
h de secado a 45, 60 y 75°C a valores de 80,06+2,08; 63,78+6,22
y 15,2848,55g agua/100 g de fruta, respectivamente.

Los valores de humedad expresados como relacién
adimensional (MR), se ajustaron a los modelos matematicos
mencionados anteriormente (Ec.1y 2).

Los valores de los parametros resultantes del ajuste por
regresidn no lineal y de los errores de estimacion para cada
modelo se presentan en la Tabla 2.

Tabla2: Constantes y ajustes de los modelos de Page vy
Difusional.

Modelo de Page Modelo difusional
Tratamiento
k n 7 Epp (%) Des1o(m’/5s) 7 Epp (%)
SAC 45°C 0,001 0,995 0,9996 0,185 1,9x10™ 0,9845 4,06
SAC60°C 00038 0999 09925 3,95 1,0x107° 09434 7,65
SAC75°C 0,001 1,440 09627 12,12 8,0x10°" 0,7419 62,0

El parametro k de la ecuacidon de Page puede ser aplicado para
comparar la velocidad de pérdida de humedad cuando se
comparan experiencias con idénticos valores de n, puesto que n
determina la escala del eje de abscisas (t") en el analisis de
regresion (Ec. (2)). El parametro n se mantuvo constante en las
experiencias de secado a 45 y 60°C y muestra un marcado
incremento en las curvas de secado a 75°C. En ensayos con n
constante los valores de k se incrementaron con la temperatura
del proceso. Estos resultados son acordes a los presentados por
Doymaz (2003) en un estudio de secado de moras blancas,
donde se informé valores de nde 1,003, 1,149, 1,154 y 1,244 y k
de 0,00153, 0,00921, 0,001158 y 0,001288 secadas a 50, 60, 70 y
80°C respectivamente. En la aplicacion de la ecuacidon integrada
de la segunda ley de Fick (Ec. 1), se considerd a la mora de
forma esférica, utilizando el radio promedio de la fruta.

Los valores de difusividad resultantes se encuentran en el rango
de 10'°-10""m?/s estando en concordancia con otras
investigaciones. Doymaz (2003) obtuvo valores de difusividad en
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el rango de 2,3x10"°m?%/s a 1,2x10°m?/s, durante el secado de 12
moras blancas pretratadas con oleato de etilo a 50°C y 80°C, ® Derimentales
respectivamente. Maskan y Gogus (1998) reportaron para moras el T |
. . .. P— Experiment:
blancas deshidratadas de 60 a 80°C valores de difusividad N ’&:\._._’_._ VA
. -10 9 2 08 |- A
comprendidos desde 2,32x10™ "™ hasta 2,76 x10™” m</s. ‘ N [ A Experimentales
En la figura 1 y 2 se presentan los valores experimentales, £ 06 N SAC75°C
expresados por MR en funcién del tiempo de secado, y los =" . A Calculado Ec 1
’ . . . e A °
valores calculados segln el modelo difusional de Fick (Ec. 1) y el o4 A SACASTC
' A Calculado Ec 1
modelo de Page (Ec. 2). e A cACEOC
02 ST A ....... Calculado Ec 1
A, SAC75°C
A,
0
0 5000 10000 15000 20000
Tiempo (s)

Figura 1: Variacion de la humedad adimensional experimental y
la predicha por el modelo difusional para el secado de moras a
3 temperaturas.
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Figura 2: Variacion de la humedad adimensional experimental y
la predicha por el modelo de Page para el secado de moras a 3
temperaturas.

En todos los casos, el error promedio porcentual de la
estimacion a través del modelo de Fick es mas elevado que el
error de la estimacion resultante de la aplicacién de la Ecuacién
de Page. Una de las razones de esta diferencia podria originarse
en que la geometria real de las frutas difiere de la esfera
asumida para el modelo matematico, en cambio el modelo
empirico no considera la forma del solido. Por otra parte, el
marcado incremento en los valores del Epp durante el secado a
75°C respecto del secado a 45 y 60°C, podria deberse a cambios
estructurales en el tejido, puesto que a simple vista se observa
disgregacion de las drupas y reduccién del volumen global. Por
otra parte, a esta temperatura las propiedades termofisicas del
solido pueden variar por efecto de la concentracién de solutos.

Color

El color varia conforme la mora va madurando, comenzando en
un tono blanco verdoso pasando al rojo para finalmente llegar
al purpura oscuro, practicamente negro.

El color de la mora se atribuye principalmente a la presencia de
antocianinas. Las antocianinas son inestables y pueden
degradarse debido a varios factores, entre ellos; pH, luz,
oxigeno, enzimas, acido ascorbico, y tratamiento térmico.Las
antocianinas relativamente simples son mas estables en medio
acido que en medio neutro o alcalino. En medio acido la forma
predominante es la del ion flavilio, el cual proporciona color rojo
a medida que el pH se eleva, las antocianinas se transforman en
una base quinonica de color azulado.

Los parametros de color obtenidos y calculados se presentan en
la tabla 3.
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Tabla 3: Determinaciones de color en moras frescas y secas

L* a* b* Hue Croma AE
Fruta 10,60 + 1,02 + 085+ 3969+ 133 +
Fresca 17,20 029 019 427 033
o 77,04 + 7,38 + 7,39 + 4525 + 7,96 +
SAC4SC  heo g0z 920 37 a1s ¥
o 77,715 + 245 + 7,58 + 3268 + 292 +
SAC 60°C 172 079 025 366 0.26 2,54
o 1224 + 7,99 + 093 + 24,39 + 2271 +
SAC 75°C 070 007 033 723 079 3,26

Los valores de luminosidad, a* y b* de fruta fresca de mora
cuantificados en el presente estudio estan en el orden de los
publicados por otros autores (Ozgen 2009, Ercisli y Orhan, 2007).
El Hue se encuentra en el primer cuadrante del circulo
cromatico, en la region de los rojos. El valor del pardametro
croma resulté extremadamente bajo, indicando que los colores
son poco saturados y oscuros, ubicandose en la zona donde
predominan los grises/negros como sefialan los valores de *

El proceso de secado no generd cambios drasticos en el color
de las frutas de mora. Estos cambios se ven favorecidos con el
incremento de la temperatura del proceso, siendo el secado a
75°C el proceso que mas cambios de coloracion produjo sobre
la fruta, como lo indican los resultados de AE.
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Estos estudios preliminares permitieron caracterizar a las moras
de nuestra regién y estudiar el proceso de secado como medio
de conservaciéon, siendo de suma importancia para generar
nuevas alternativas en la produccion de alimentos regionales.

Se analizé la cinética de secado de moras a tres temperaturas y
se describi®é matematicamente el proceso a través del modelo
difusional de Fick y del modelo empirico de Page. El modelo
que predice mejor lapérdida de humedad en funcion del tiempo
es el modelo de Page para las tres temperaturas ensayadas. El
modelo de Fick describe satisfactoriamente el proceso de
secado de moras para las temperaturas de 45 y 60°C.

Evaluando la bondad de los ajustes, se concluye que para el
secado a 45°C (bajas temperaturas) los dos modelos
demostraron un buen ajuste a los datos experimentales. Sin
embargo no es adecuado el uso del modelo difusional para
75°C, presentando un error de la estimacion muy alto, esto
podria deberse a cambios estructurales en el tejido, puesto que
a simple vista se observa disgregacién de las drupas y marcada
reduccion del volumen. Los valores de difusividad de moras
(Morus nigra) fueron de 1,9x10"" m?/s, 1x107'° m?%/s y 8x10°
m?/s para 45, 60 y 75°C respectivamente.

En la etapa siguiente de este estudio se pretende incorporar la
variacion del volumen como una funcion del contenido de agua
para describir con mayor precision la cinética del secado de
moras.
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Resumen: El suero lacteo obtenido como remanente de la
elaboracién de quesosse considera un desecho altamente
contaminante por lo queel objetivo de este trabajo fue formular
una pelicula comestible en base a lactosuero, para su potencial
uso como envase o recubrimiento de alimentos. La pelicula se
formulé usando un aislado de proteina de suero de leche
(APS)induciendo la desnaturalizacionde las proteinas por
calentamiento. Como plastificante se agregd glicerol en
diferentes proporciones: 20, 30, 40 y 50% p/p. Se evalué ademas
el efecto del agregado de fructooligosacaridos (FOS) en
proporciones del 1, 2, 3 y 4% p/p. Se determind: solubilidad,
opacidad y permeabilidad al vapor de agua de las distintas
formulaciones ensayadas. Los resultados obtenidos para
solubilidad y permeabilidad al vapor de agua, para las muestras
con 1, 2, 3y 4% de FOS fueron: 10,4+0,3; 11,3+£0,2; 12,1+0,6 y
13,5+0,9 g/100g; 7,56E-11; 7,45E-11; 6,80E-11 y 7,64E-11 gm’'s’
'Pa’!, respectivamente, mientras que la opacidad fue de

0,08+0,01; 0,09+0,01; 0,12%+0,01; 0,33+0,03A/mm, para las
mismas concentraciones de FOS. La solubilidad y la opacidad
aumentaron con la incorporacién de FOS en la formulacién,
mientras que la permeabilidad al vapor de agua no mostré
diferencias significativas entre las diferentes muestras con
contenido creciente de FOS

Palabras clave: peliculas comestibles, FOS, permeabilidad al
vapor de agua, transparencia.

Abstract: The whey is obtained as a remnant of cheese
manufacture and is considered a highly polluting waste, so the
aim of this work was to develop an edible film based on whey
proteins for potential uses as food packaging or coatings. Film
forming solution was prepared by inducing protein denaturation
by heating. Whey protein isolate (APS) was used as film matrix
and glycerol was added as plasticizer in different concentrations:
20, 30, 40 and 50%w/w. The effect of fructooligosaccharides
(FOS) incorporation in proportions of 1, 2, 3 and 4% w/w on film
properties was evaluated. Solubility, opacity and water vapor
permeability, for the different formulations were determined.
Solubility of film samples with 1, 2, 3 and 4% FOS were: 104 +
0.3; 113 £ 0.2; 121 £ 0.6; 13.5 =+ 0.9 g/100 g; water vapor
permeability values: 7.56E-11; 7.45E-11; 6.80E-11 7.64E-11 g m’
's'Pa"1, and Opacity values: 0.08; 0.09; 0.12; 0.33 A/nm,
respectively. Both, solubility and opacity, increased whit FOS
concentration, while water vapor permeability values does not
show significant differences between the different samples with
increasing FOS content.

Keywords: edible films, FOS, water

transparency.

vapor permeability,
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En los ultimos afios se han desarrollado una gran variedad de
peliculas comestibles en base a biopolimeros como
polisacaridos, proteinas y/o lipidos. Estas podrian llegar a
sustituir a los polimeros sintéticos en algunos casos,
colaborando ast con el cuidado del medio ambiente vy
reduciendo los desechos que en la actualidad son causa
importante de contaminacién.Podrian por ejemplo utilizarse en
envases multicapa proporcionando oportunidades para el

desarrollo de productos novedosos (Kurek et al, 2014,
Debeaufort et al., 1998).
Las peliculas biodegradables y comestibles pueden

complementar el valor nutritivo de los alimentos, mejorar las
propiedades organolépticas de los alimentos envasados y
transportar agentes microbianos y antioxidantes. Ademas deben
ser capaces de regular la migracién de agua, oxigeno, didxido
de carbono, lipidos y compuestos volatiles asociados al aroma y
sabor, ya sea con el entorno o entre componentes de productos
alimenticios heterogéneos (Sanchez-Gonzalez et al, 2009).Las
propiedades de cada pelicula dependeran del tipo de material
utilizado ast como del proceso y las condiciones empleadas para
su elaboracion, que a su vez determinaran sus aplicaciones
(Krochta & De Mulder-Johnston, 1997; Rao et al,, 2010).

El suero de leche es un subproducto de la elaboracién del queso
y contiene una mezcla de proteinas globulares. Se considera un
biopolimero  formador de pelicula con interesantes
propiedadesmecanicas (Kurek et al,, 2014; Kokoszka et al., 2010;
Foegeding et al, 2002). El suero lacteo contiene no sélo las
proteinas solubles de la leche y azucares, sino también

metabolitos microbianos producidos durante el proceso de
fermentacién que presentan capacidad inmunomoduladora
(Vinderola, 2008) lo que brindaria una funcionalidad probidtica
adicional a la pelicula.

Las proteinas de suero lacteo (PSL) se pueden encontrar como
concentrado de proteina de suero (CPS 25-80 g de proteina /
100 g) y aislado proteina de suero (APS > 90 g proteina / 100 g)
(Gennadios, 2002). Las peliculas de APSson transparentes,
incoloras, insipidas, inodoras, termosellables, son una buena
barrera al oxigeno y tienen buenas propiedades de traccion en
ciertas condiciones de humedad relativa media (McHugh &
Krochta, 1994). Por otra parte los aislados de proteina de suero
(APS) representan la forma mas pura de tales proteinas de suero
de leche (Mulvihill & Ennis, 2003) y sus propiedades son
comparables a las de las mejores peliculas en base a polimeros
sintéticos disponibles, como por ejemplo polietileno de baja
densidad (LDPE), polietileno de alta densidad, alcohol vinilico,
cloruro de polivinilideno (PVDC), celofan y poliéster (Ramos et
al, 2012; Khwaldia et al., 2004; Pérez-Gago y Krochta, 2002).

Se han desarrollado diversos materiales de embalaje con
biocomponentes comestibles para aplicaciones especificas. Gran
parte de las peliculas de biopolimeros tienen buenas
propiedades mecanicas o buenas propiedades fisicas pero no
ambas (Leuangsukrerk et al, 2014). Muchas sustancias se han
incorporado a las peliculas con el objeto de complementar sus
propiedades de barrera, ahadir funcionalidad, etc. Janjarasskul et
al. (2014) incorporaron cera de candelilla
(Euphorbiaantisyphilitica) a peliculas de proteina de suero
evaluando su efecto sobre las propiedades de barrera; donde
obtuvieron como resultado una disminucion considerable sobre
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la permeabilidad al vapor de agua con el agregado de esta cera,
mientras que la permeabilidad al oxigeno disminuye en menor
proporcidn. Leuangsukrerk et al. (2014) evaluaron el efecto de la
incorporacion de galactomananos, sobre las propiedades de
solubilidad y permeabilidad al vapor de agua de peliculas de
proteina de suero; aunque no obtuvieron efectos significativos
sobre la permeabilidad al vapor de agua, mientras aumenta la
solubilidad en agua y opacidad de la pelicula. Oses et al,, 2009
también estudiaron el efecto del agregado de goma mezquit
sobre peliculas de suero de leche observando que esta goma no
afecta de forma significativa las propiedades de barrera al vapor
de agua.

Uno de los componentes que pueden incorporarse en la
formulacion de peliculas, por su gran interés para la zona, son
los fructooligosacaridos o simplemente FOS. Estos hidratos de
carbono estan presentes en el yacon (Smallanthussonchifolius),
tubérculo andino de arraigue ancestral que ha retomado auge
en los Ultimos afos justamente por su composicion en FOS,
asociada a potencialidades de consumo por parte de
poblaciones con requerimientos especificos y a la posibilidad de
extraerlos con relativamente baja dificultad. Los FOS son
polimeros de fructosa con un grado de polimerizacion de entre
3y 10 fructanos (Ojansivu et al,, 2011; Graefe et al, 2004). Son
compuestos solubles de sabor dulce, con propiedades
prebidticas y que ademas pueden utilizarse como sustituto del
azUcar comun de mesa, ya que poseen aproximadamente el 30%
de dulzor del azicar (Coussement, 1999; Niness, 1999).

La utilizacion de FOS en la formulacion de peliculas produciria
interacciones con las proteinas que podrian mejorar las
propiedades funcionales de la matriz biopolimérica y su

capacidad prebidtica. Castro et al. (2010) utilizaron FOS en un
recubrimiento comestible en uchuvas (0,1 mg de FOS / g de
uchuva), encontrando que la adicion de FOS aporta un 8% mas
de fibra prebiotica. Sin embargo es necesario tener en cuenta
que dado el comportamiento de fibra dietaria que presentan los
FOS en el tracto digestivo, se requiere conocer el limite maximo
tolerado para su inclusién en la formulacidon de peliculas. Con
respecto esto se encontré que un consumo mayor a 0,14g/kg de
peso corporal/dia (9,8 g/dia para una persona de 70 kg) produce
efectos indeseables sobre la salud gastrointestinal (Ojansivu et
al, 2011; Genta et al., 2009).

Teniendo en cuento lo antes planteado en este trabajo se
propone formular una pelicula en base a aislado de suero
lacteo,evaluando el efecto del agregado de FOS en sus
propiedades de solubilidad, opacidad y permeabilidad al vapor
de agua.

Materiales y métodos

Se us6 un aislado de suero de leche bovina provisto por la
marca Provon de Glanbia Nutrionals (>90% de proteinas). Se
uso glicerol de grado analitico al 87% marca Anedra. Los FOS
(93,2% de pureza) fueron provistos por Orafti de Beneo.

Preparacion del film
La pelicula se formulé usando aislado de suero de leche al 10%

p/p en agua destilada. Se agitdé durante una hora a 215 rpm en
un agitador orbital (Vicking Modelo M-23), se ajustd el pH a 7
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con solucién de NaOH 0O,1N y se calenté a 85°C durante 7
minutos para inducir la desnaturalizacion de las proteinas del
lactosuero. Luego de enfriar, se agreg6 glicerol en diferentes
proporciones: 20, 30, 40 y 50 % p/p, en relacion al peso de suero
utilizado. Se prepararon formulaciones con 1, 2, 3y 4 % p/p de
FOS con 40% de glicerol. Se colocaron 15 ml de cada solucién
filmogénica en cajas de Petri previamente acondicionadas y se
dejaron secar en estufa a 40°C.

Humedad

El contenido de humedad inicial de las muestras de pelicula se
determind en estufa de vacio a 65 +1°C, segun el método AOAC
(16th) 44.01.03.

Medida del espesor del film

El espesor del film fue medido con un espesimetro manual
(Schwyz), con una resolucién de 1 um. El espesor se expreso
como el promedio de 5 medidas tomadas aleatoriamente, en
films acondicionados previamente durante 48 hs a 25°C y 52%
de humedad relativa, mediante una solucion sobresaturada de
Mg(NO3),. Luego del acondicionamiento se cortaron circulos de
didmetro acorde a la celda de permeacién.

Solubilidad

Se cortaron muestras de pelicula de peso similar y se secaron en
estufa de vacilo a 65 +1°C hasta peso constante y se
mantuvieron en desecador con CaCl, hasta realizar el ensayo.

La solubilidad en agua se determiné como el porcentaje de
materiaseca de la pelicula, solubilizada después de 24 horas de
inmersion enagua (Gontard et al, 1994). Las muestras sepesaron
y se colocaron en un vaso de precipitado con 50 ml de agua. Se
llevaron a un bafio termostatico con agitacién constante a 20 °C
y 62 rpm (Vicking modelo orbital). Se escurrieron y se secaron
en una estufa de vacio a 65 +1°C, para determinar la materia
seca no soluble en agua (Escobaret al, 2012). El resultado
seexpres6 como porcentaje de la materia seca inicial. Los
ensayos se realizaron por triplicado.

pesp inicial de la pelicula bs

YpSolubilidad = - % 100 (1

pezofinal de la peliculab.s

Opacidad aparente

Muestras de pelicula se acondicionaron a una HR=53% y T=25°C
durante 48 hs y se cortaron en rectangulos de tal manera que
pudieran ubicarse en el lado interno de una celda de cuarzo. La
opacidad se determind de acuerdo al método descripto por
Gontard et al. (1992) y las recomendaciones de la ASTM D 1003
(ASTM, 2011). Se registro el espectro de absorbancia entre 400 y
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800 nm usando un espectrofotémetro UV Biotraza Modelo 752.
Segun la metodologia utilizada la opacidad del film queda
definida por el area bajo la curva registrada y se expresa como
Absorbancia por nandmetro (Anm). Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Permeabilidad al vapor de agua:

Se determino la permeabilidad al vapor de agua (PVA) siguiendo
el método ASTM E96 “Standard test methodsforwater vapor
transmission of materials”, en un ambiente con T y HR
controladas. Se determind el flujo de vapor de agua a través de
la pelicula una vez alcanzado el estado estacionario en las
condiciones de ensayo (Bertuzzi et al,, 2007).Para este ensayo se
construyé una celda de permeacion teniendo en cuenta las
recomendaciones de ASTM E96.

Muestras de pelicula se acondicionaron durante 48 hs en un
desecador a 25°C y 52% de humedad relativa, mediante una
solucion sobresaturada de Mg (NO3),. Las peliculas se
colocaronen las celdas de permeacién con agua destilada. A su
vez las celdas se ubicaron en un desecador mantenido a
temperatura y humedad relativacontrolada (silica gel). Se
utilizéun ventilador para mantener condiciones uniformes. Se
tomo el peso de las peliculas en funcion del tiempo,
calculandose la pérdida de peso. Se representaron los datos
obtenidos para cada tiempo, ajustandose a una regresion lineal,
a partir de la cual se determiné la pendiente (G). La PVA se
calculd a partir de la siguiente expresion:

*x

Axdp

PVA =

Donde:

x: espesor de la pelicula; A: el area de la pelicula expuestay Ap es
la diferencia de presidn parcial de vapor de agua a través de la
pelicula.

Este método utiliza la primera ley de Fick y la ley de Henry para
calcular PVA de la pelicula que se calcula con el supuesto que la
solubilidad y difusividad de la peliculason constantes. Los
valores de PVA medidosse corrigieron para la distancia de aire
entre el nivel de aguay la posicion de la pelicula de acuerdo con
procedimientos descritos enGennadios et al. (1994)

Analisis estadistico

Los datos experimentales se analizaron Software
GraphPadPrism.

Para discernir entre las medias se utilizara el procedimiento de
las menores diferencias significativas de Fisher (LSD) con un
nivel de confianza del 95% usando el programa Statgraphics

Centurion XV.

con

Resultados y discusion

El aislado de suero de leche utilizado fue apto para la
formulacion de las peliculas deseadas. En cuanto a la proporcion
de glicerol, se encontr6 que las peliculas con una proporcion del
20 y 30% de glicerol fueron muy quebradizas, incluso al tacto
por lo que se descartaron. Las peliculas con 40 y 50% de glicerol
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tuvieron mejores propiedades fisicas y buenas caracteristicas
generales, evaluadas sensorialmente. Por esto se considerd para
los ensayos posteriores las peliculas con un contenido de
glicerol del 40%, teniendo en cuenta el uso de una menor
cantidad de plastificante, con miras a posibles aplicaciones
industriales.

(a) (b)
Fig. 1Peliculas de proteina de suero con 20%(a) y 40% (b) de glicerol

Humedad y Solubilidad de las peliculas

Las peliculas en base a APS y FOS presentaron humedades
similares cuando se aumento la concentracién entre FOS de 1 a
4%.

Tabla 1. Humedad, solubilidad y opacidad de peliculas en base
a APS y FOS. Medias con letras iguales norepresentan
diferencias significativas(p<0,05).

77a 19 de
% FOS Hum g/100g Solubilidad Opacidad A/qmm
g/100g
1 14,29+024 ° 10,4+0,3° 0,08+0,01°
2 14,71+0,38° 11,3+0,2*° 0,09+0,01*°
3 14,88+0,66° 12,1+0,6° 0,12+0,01°
4 14,81+0,11° 13,5+0,9° 0,33+0,03¢

Solubilidad. Se observa que la solubilidad no se modifica por
aumentos en la concentracion de FOS sino a partir del 3%,
obteniéndose una pelicula de mayor solubilidad. Esto podria
deberse a que el efecto plastificante de los FOS disminuye las
interacciones proteina- proteina lo que hace a la pelicula mas
soluble en agua, en acuerdo a lo expresado por De Castro et al.
(2009) y Barreto et al. (2003).Sin embargo es importante
destacar que todas las peliculas presentaron baja solubilidad en
relacion a otros hidrocoloides como el almiddn cuya solubilidad
es superior al 30%y mantienen su integridad durante la
inmersion en agua bajo agitacion y a temperatura constante de
25°C(Sothornvit y Krochta, 2000). Esta situacion es un indicio de
que la red de proteina formada fue altamente estable. Estos
resultados, entre otros, permiten evaluar las posibilidades de
uso de la pelicula ya que para recubrimientos de alimentos con
alto contenido de humedad son necesarias peliculasinsolubles
tal como lo reporta Soazo et al,, 2011.

Opacidad aparente: Los valores de opacidad fueron 0,08+0,01;
0,09+0,01; 0,12+0,01; 0,33+0,03 A/nm, para las peliculas
formuladas con 1, 2,3 y 4% de FOS, respectivamente.
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Segun se puede observar en la Tabla 1 el comportamiento es
similar al encontrado para la solubilidad, dado que sélo se
manifiesta aumento significativo de la opacidad cuando la
concentracién de FOS es superior al 3%.

Para peliculas formuladas solo con de APS los valores de
opacidad reportados son menoresque la de las peliculas
formuladas en base a polisacaridos (metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio) o mezclas de
proteinas con polisacaridos (Yoo y Krochta,2011) los que
fundamentan sus resultados debido a un cierto grado de
incompatibilidad entre la proteina de suero yestos polisacaridos,
lo que da como resultado peliculas con estructura mas
heterogénea. En el caso de geles de goma gellano, el agregado
de FOS resultd en la disminucion de la opacidad, lo que se
atribuy6 a la interferencia de estas moléculas pequefias en la
intrincada red de gellano (Evageliuo et al, 2010).No se han
encontrado estudios referidos al agregado de FOS en peliculas
comestibles.

Permeabilidad al vapor de agualos valores PVA de las peliculas
se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. PVA obtenidas para peliculas de aislado de proteina de
suero y FOS.

%FOS Espesor(mm) PVA(g/msPa)

1 26,5+1,2 7,56E-11+8,75E-12°

2 30,8+1,5 7,45E-11+1,37E-12°

3 31,619 6,80E-11+9,49E-12°

4 34,6+0,7 7,65E
11+1,43E-12°

Los valores obtenidos para la PVA de las peliculas ensayadas son
estadisticamente similares, por lo que podria decirse que la
variacion de la concentracion de FOS, en el rango estudiado, no
tuvo efecto sobre las propiedades de barrera al vapor de agua
de las peliculas. Este comportamiento podria atribuirse a que la
cantidad de FOS afhadida es baja, existe buena compatibilidad
entre las proteinas y los FOS y estos ultimos quedan dispersos
de forma homogénea en los films, con lo que no confieren una
mayor tortuosidad a las moléculas de agua conforme aumenta
la concentracion de FOS.

Al comparar los valores de PVA, se puede decir que son mucho
menores a los reportados por otros autorespara films de APS, al
respecto Zinoviadou et al. (2010) reportaron valores de PVA de
2,38E-09gm/sPa usando en la formulacion de la pelicula un
37,5% de sorbitol, valores que estan en el mismo orden de los
reportado para peliculas de APS plastificadas con un 50% de
glicerol 1,14E-09g m /s Pa (Wang et al., 2008)
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La solubilidad solo aumentd en forma significativa cuando la
concentracion de FOS de superé el 3%

La opacidad siguié el mismo comportamiento solo aumentd en
forma significativa cuando se super6 el 3% en la concentracion
de FOS.

La concentracion de FOS (de 1
significativos sobre la PVA.

a 4%) no tuvo efectos
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Resumen

En el presente estudio se evalud acido citrico (AC) a distintas
concentraciones como posible reemplazante del hipoclorito de
sodio (HCS) en el lavado y desinfeccion de hojas de espinaca
minimamente procesadas. Para ello se realizd6 un lavado por
inmersion con agitacion (5 min) utilizando: agua destilada (A),
HCS 200 ppm (AH), AC 0,5% (AC1), AC 1,0% (AC2) y AC 2,0 %
(AC3). La materia prima lavada fue envasada y almacenada en
condiciones de refrigeracion (5+2°C; 8 d). Durante el
almacenamiento se evalu¢ la calidad microbioldgica a través de
los siguientes indicadores: bacterias aerobias mesdfilas,
bacterias psicrotrofas y mohos y levaduras. Adicionalmente, se
evalué calidad organoléptica: color, textura, defectos, aroma a
fresco y calidad visual global. Los resultados obtenidos
demostraron que el lavado con agua destilada no mejord la
calidad microbiolégica de la espinaca fresca. Por otro lado, el
tratamiento mas efectivo en reducir la carga microbiana fue
AC3, sin embargo, impactd negativamente en la textura del

tejido. El acido citrico 0,5 % p/v podria ser un excelente
reemplazante del hipoclorito de sodio ya que permite obtener
un producto con menores recuentos de bacterias y bajos
recuentos de mohos y levaduras, sin comprometer la calidad
organoléptica de las hojas de espinaca.

Palabras claves: espinaca (Spinacia oleracea L.), desinfeccion,
minimamente procesados, sanitizantes, acido citrico.

Abstract

Effectiveness of citric acid (CA) on the reduction of target
microorganisms  (mesophilic ~ bacteria,  psychotropic o
psychrotropic bacteria, and moulds & yeasts), was evaluated, as
a natural sanitizer replacement for chlorinated water (CW) in the
disinfection step of minimally processedleafy vegetables.
Additionally, organoleptic quality was assessed by a sensory
panel through colour, texture, imperfections, fresh odour and
overall visual quality. Raw material was washed, centrifuged,
bagged and stored for 8 days at 5+2°C. The disinfection
treatments were the following: distilled water (A), CW 200 ppm
(AH), CA 0,5% (ACT), CA 1,0% (AC2) y CA 2,0 % (AC3). The
outcomes showed that distilled water (A) didn't reduce the
microbial load of the leaves. On the other hand, the best
treatment in terms of microbial inactivation was AC3 but it
reduced the organoleptic quality of spinach leaves. Citric acid
0,5% w/v solution was an effective replacement for CW
according to the microbial reduction achieved and it didn't
affect spinach’s organoleptic quality.

Keywords: spinach (Spinacia oleracea L.), disinfection, minimally
processed, sanitizer, citric acid.
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Las hortalizas de hoja frescas son consideradas parte de una
dieta saludable, sin embargo, a ellas se asocian un gran nimero
de casos de enfermedades de transmision por alimentos, ETA’s
(Lee y Baek 2008, Huang y Chen 2011, Neal et al 2012,
Goodburn y Wallace 2013). Para proveer hortalizas de hoja
minimamente procesadas inocuas es necesario garantizar una
buena reduccion de la carga microbiana (patdgenos y microflora
normal) en la etapa de desinfeccion y lavado, siendo el
hipoclorito de sodio (HCS) el producto habitualmente utilizado
(Lee y Baek 2008, Allende et al 2008, Huang y Chen 2011,
Rahman et al 2011, Neal et al 2012, Goodburn y Wallace 2013).
Su empleo como sanitizante de hortalizas estd siendo
cuestionado debido a que se le atribuye la formacion de
compuestos carcindgenos y su efectividad depende de diversos
factores tales como carga organica, pH de la solucion y dureza
del agua (Neal et al 2012, Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas
2013). Ademas, las reducciones de carga microbiana logradas en
el proceso de desinfeccidén con HCS no son superiores a 2 ciclos
log (Lee y Baek 2008, Huang y Chen 2011, Goodburn y Wallace
2013). En los ultimos afos, se han propuesto numerosas
alternativas para reemplazar este producto por otros mas
naturales y atractivos para los consumidores (Allende et al 2008,
Huang y Chen 2011, Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas
2013).

Entre las sustancias quimicas naturales propuestas se
encuentran los acidos organicos como el acido citrico, los cuales
actian reduciendo la carga microbiana mediante diversos
mecanismos: reduciendo el pH de la matriz alimentaria;

afectando el sistema de transporte de la membrana celular de
los microorganismos y su permeabilidad; acumulando iones
toxicos; reduciendo el pH intercelular e impidiendo de esa
manera una normal homeostasis en los microorganismos
(Huang y Chen 2011, Sagong et al 2011, Neal et al 2012,
Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas 2013). El acido citrico,
ademas de ser un compuesto GRAS (Generally Recognized As
Safe) actia en un amplio rango de temperaturas y no es
afectado por la dureza del agua; sin embargo, como desventaja
de su aplicacion se puede mencionar su alto costo vy
corrosividad (Sagong et al 2011).

El presente trabajo tiene por objetivo evaluar al acido citrico a
distintas concentraciones como reemplazante natural del HCS
empleado tradicionalmente en el lavado y desinfeccién de
hortalizas de hoja minimamente procesadas. Para ello se
evaluara, por un lado la reducciéon lograda en grupos especificos
de microorganismos y su evolucion en el almacenamiento
refrigerado, y por otro lado, la calidad organoléptica de las hojas
de espinaca frescas.

Materiales y Métodos

Muestras de espinaca

La materia prima (MP), hojas de espinaca (Spinacia oleracea L.)
proveniente de un productor de La Plata provincia de Buenos
Aires (Argentina), fue cosechada en febrero de 2014 y
trasladada al laboratorio en forma refrigerada para su posterior
procesamiento.

Procesamiento de la materia prima
En una primera etapa se eliminaron tallos excesivamente largos
y se retir0 materia extrafia presente proveniente del campo.
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Luego se procedié al lavado y desinfeccidn por inmersion en
una sola etapa con agitacién suave durante 5 min a 25+2°C,
relacion MP/volumen de la solucién 1:20 (Sagong et al 2011). La
MP fue dividida en 6 lotes de 500 g cada uno, para ser
sometidos a distintos tratamientos y un lote control (sin
someterlo al lavado y desinfeccion). Luego se centrifugd la MP
en centrifuga domeéstica durante 30 s. Para finalizar el procesado
las hojas de espinaca fueron envasadas en unidades de 20 g y
almacenadas a temperaturas de refrigeracién (5+2°C) durante 8
dias. El material de empaque fue poliolefina (PD960, Cryovac®,
Argentina) con una permeabilidad de 6000-8000 y 19000-22000
cm’m?.24h™" a O, y CO,, respectivamente; y una permeabilidad
al vapor de agua de 5-6 g.cm®.24h™".

Los tratamientos de lavado y desinfeccidn por inmersién fueron
con:

-Agua destilada (A).

-Solucién de Hipoclorito de Sodio (HCS) 200 ppm (agua
lavandina concentrada 55 g Cl/L, Ayudin® Argentina). La
concentracién de cloro total y cloro libre fue controlada con
“Chlorine Test Papers” y “Free Chlorine High Range Test Strips”
(LaMotte®, USA) (AH).

-Soluciones de &cido citrico (4cido citrico anhidro, Anedra®,
Argentina) al 0,5% p/v (AC1), 1,0% p/v (AC2) y 2,0% p/v (AC3).

Analisis microbiologico

La calidad microbioldégica fue evaluada en tres muestras
independientes a través de los siguientes grupos microbianos:
Bacterias Aerobias Mesofilas (BAM), Bacterias Psicrétrofas (BP) y
Mohos y Levaduras (M&L). Para ello se siguid la metodologia
descripta por Aglero et al (2011), se pesé 10 g de MP en una
bolsa plastica estéril y se le afadid 90 mL de agua peptonada
estéril (0,1%), luego se homogeneizé durante 2 minutos

utilizando un homogenizador “Bag Mixer” (Intersciences
Laboratories Inc., Estados Unidos). Se realizaron diluciones en
serile con agua peptonada estéril (0,1%) y se sembraron en
placas de Petri con los siguientes medios para el desarrollo de
microorganismos: PCA (Plate Count Agar, Biokar Diagnostic,
Francia) para BAM y PB, e YGC (Yeast extract Glucose
Chloramphenicol agar, Biokar Diagnostic, Francia) para M&LL.
Para realizar el recuento de microorganismos viables los medios
se incubaron a 37°C-24 h, 5°C-5 d y 28°C-48 h, respectivamente
para BAM, PB y M&L.

Analisis de calidad organoléptica

La calidad organoléptica fue evaluada por un panel semi-
entrenado de 5 miembros a través de los siguientes atributos
sensoriales: color, textura, defectos, aroma a fresco y calidad
visual global (OVQ). Para la evaluacion de los atributos
sensoriales se empled una escala hedonica de 5 puntos (Alegria
et al 2009). Color: 1-muy verde; 2-verde; 3-verde claro; 4-
amarillo (con o sin manchas marrones); y 5-marrén. Textura: 1-
firme y crujiente; 2-firme; 3-poco firme; 4-blando; y 5-muy
blando. Defectos: 1-ninguno; 2-pocos; 3-moderados; 4-Muchos;
y 5-inaceptables. Aroma a fresco: 1-muy intenso; 2-intenso; 3-
moderado; 4-escaso; y 5-ausente. Y OVQ: 1-excelente; 2-bueno;
3-limite de comercializacion; 4-malo; y 5-no apto para consumo
humano.

Analisis estadistico

Se calcularon los promedios de las poblaciones microbianas
expresadas en unidades log ufc. g para cada tratamiento a
partir de tres muestras independientes. Los datos se expresaron
como valor medio *+ desviacidon estandar. Los resultados fueron
analizados usando el software Microsoft Excel 2010.
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Resultados y Discusion

Los altos recuentos iniciales encontrados para los distintos
grupos microbianos pueden ser atribuidos a las altas
temperaturas registradas durante el periodo de cultivo y
cosecha de la MP. Es importante destacar que la calidad
microbioldgica inicial de esta MP se encuentra proxima al valor
maximo recomendado (5 x 10’ ufc/g) para recuentos de
bacterias aerobias mesofilas (Corbo et al 2006), reforzando la
necesidad de desarrollar métodos de desinfeccidon mas
eficientes. En la Figura 1 puede observarse la evolucion en el
almacenamiento de los recuentos de BAM en hojas de espinaca
envasadas. Los recuentos iniciales en el control (SL) fueron
similares a los encontrados por Barrera et al (2012) en las misma
MP y condiciones de trabajo. El lavado con agua destilada no
logréo reducir la carga inicial a diferencia de los otros
tratamientos que mostraron una reduccién de 1.86, 2.69, 3.20 y
2.67 ciclos log, respectivamente para AH, AC1, AC2 y AC3.

Log 12,00 ——5L
ufc/a T - A
10,00 |
AH
BOD — ——All
y | e AC2
A
&, 00 \ AC3
4,00
2,00

0 . 4 & 8

Dia de muestreo

Figura 1: Recuentos de bacterias aerobias mesofilas (BAM)
durante el almacenamiento refrigerado. Sin lavar (SL); agua
destilada (A); hipoclorito de sodio 200 ppm (AH); acido citrico
0,5% (AC1); acido citrico 1,0% (AC2); y acido citrico 2,0% (AC3).

Como sucedié con las BAM, el agua destilada no tuvo impacto
en los recuentos de psicotropas o psicrétropas y la evolucion de
este grupo de microorganismos fue similar al de la materia
prima sin lavar (ver Figura 2). La solucion de HCS 200 ppm logré
una reduccidn inicial cercana a 2 log ufc.g™". Sin embargo, al dia
8 de almacenamiento refrigerado, los recuentos alcanzan valores
proximos al de las muestras SL y A. Por otro lado, los
tratamientos por inmersidon en solucion de acido citrico
redujeron considerablemente la carga inicial de BP (1.94-3.15
log ufc.g™). Al final del almacenamiento el tratamiento con
mayor concentracion de acido citrico presentdé mejores
resultados, con un recuento de 2.34 log ufc.g™" inferior a SL.
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El comportamiento de mohos y levaduras no presentd grandes
cambios en términos cuantitativos y los recuentos fueron bajos
en relacion a los observados en BAM y BP para todas las
sumuestras (ver Figura 3). Estos resultados son similares a los
A Observados por Rahman et al. (2010) quien trabajé con hojas de

Log 12,00 *

ufc/qg

—

10,00 espinaca cortadas, envasadas y almacenadas a 4°C.
Atadicionalmente Artés et al. (2009) concluye que los acidos

8,00 ——AGdrganicos son mas efectivos en bacterias que en mohos vy
——nadevaduras debido al bajo pH al cual son aplicados (entre 2.1 y

6,00 B 23 1)- El agua destilada no logro reducir la carga inicial de M&L y
los tratamientos AH, AC1, AC2 y AC3 redujeron los recuentos en

4.00 1.20, 1.33, 1.26 y 1.51 ciclos log, respectivamente (ver tabla N°1).
' En el ultimo dia evaluado, los recuentos en las muestras AC1,
5 00 AC2 y AC3 presentaron valores superiores al control (SL) y
’ superiores a los recuentos iniciales en 1.26, 2.31 y 2.40 ciclos log,
respectivamente. Posiblemente los recuentos altos de BAM y BP

0.00 0 2 ;L é é en el control hayan tenido gran influencia en el desarrollo de

M&L a través de la competencia por sustrato, dando de esta
forma recuentos bajos (inferiores a los de las muestras tratadas
con acido citrico). Analogamente, el menor desarrollo de

Dia de muestreo

Figura 2: Recuentos de bacterias psicrotrofas (BP) durante el
almacenamiento refrigerado. Sin lavar (SL); agua destilada (A);
hipoclorito de sodio 200 ppm (AH); acido citrico 0.5% (AC1);
acido citrico 1.0% (AC2); y acido citrico 2.0% (AC3).

bacterias observado en las muestras AC1, AC2 y AC3 pudo haber
beneficiado el crecimiento de mohos y levaduras al existir una
menor competencia por sustrato.
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El lavado con agua destilada no mejoré la calidad
microbiologica de la espinaca fresca, demostrando que la simple

" accion mecanica del lavado por inmersién con agitacion suave
——AClno logra disminuir la carga microbiana. Baur et al(2004) y

——pc2Delaquis et al (2004) observaron reducciones de BAM de
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—e—AC3

alrededor de 0.5 ciclos log en lechuga cortada y lavada con agua
de red. Por otro lado, otros autores observaron reducciones de 1
log de BAM y ~0.5 log de M&L en hojas de espinaca lavadas con
agua de red (Rahman et al 2010, Rubinstein et al 2012). Con
respecto a la efectividad de los tratamientos con acido citrico,
las reducciones resultaron ser 2.67-3.20, 1.94-3.15 y 1.26-1.51
ciclos log para BAM, PB y M&L, respectivamente. Rahman et al.
(2010) encontraron reducciones inferiores a 2 log y a 1 log para
bacterias totales y M&L, respectivamente, luego de someter las

Figura 3: Recuentos de mohos y levaduras (M&L) durante el
almacenamiento refrigerado. Sin lavar (SL); agua destilada (A);
hipoclorito de sodio 200 ppm (AH); acido citrico 0.5% (AC1);
acido citrico 1.0% (AC2); y acido citrico 2.0% (AC3).

hojas de espinaca a una desinfeccién por inmersién en acido
citrico 1.0%p/v durante 3 min.

Respecto al resto de los tratamientos la textura, evaluada
organolépticamente, de las muestras tratadas con acido citrico a
la mayor concentracion (AC3) fue inferior (ver Figura 4).
Rubinstein et al (2012) observaron pérdida de textura y color en
hojas de espinaca tratadas con acido citrico 2%p/v. Con
respecto al atributo sensorial aroma a fresco, las muestras
tratadas con HCS presentaron “aroma a fresco escaso” y se pudo
detectar olores correspondientes al agente sanitizante. Al final
del almacenamiento (dia 8) la calidad organoléptica no presentd
diferencias entre los distintos tratamientos (datos no
mostrados), aunque st hubo en términos generales una ligera
pérdida de turgencia en las hojas debido a la pérdida de agua,
la cual afecté negativamente a la textura.
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Figura 4: Calidad organoléptica de las hojas de espinaca
inmediatamente después de aplicados los tratamientos. Color:
1-muy verde; 2-verde; 3-verde claro; 4-amarillo; y 5-marron.
Textura: 1-firme y crujiente; 2-firme; 3-poco firme; 4-blando; y 5-
muy blando. Defectos: 1-ninguno; 2-pocos; 3-moderados; 4-
Muchos; y 5-inaceptables. Aroma a fresco: 1-muy intenso; 2-
intenso; 3-moderado; 4-escaso; y 5-ausente. Y OVQ (calidad
visual  global):  1-excelente;  2-bueno;  3-limite  de
comercializacion; 4-malo; y 5-no apto para consumo humano.
Sin lavar (SL); agua destilada (A); hipoclorito de sodio 200 ppm
(AH); acido citrico 0.5% (AC1); acido citrico 1.0% (AC2); y acido
citrico 2.0% (AC3).
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Los altos recuentos iniciales de BAM, BP y M&L en hojas de
espinaca fresca y su incremento en el almacenamiento a
temperaturas de refrigeracion revalorizan la etapa de lavado y
desinfeccion de hortalizas minimamente procesadas generando
conciencia acerca de la inocuidad de estos productos. El
tratamiento de  desinfeccion mas  efectivo fue el
lavado/inmersién con acido citrico al 2,0% p/v (AC3), sin
embargo, este tratamiento impact6é negativamente en la textura
del tejido. Adicionalmente, el tratamiento AC3 no demuestra
grandes ventajas frente a los tratamientos AC1 y AC2 en lo que
respecta a reduccion de la carga microbiana. Por tanto, el acido
citrico a una concentracién de 0,5 % p/v (ACT), podria ser un
excelente reemplazante del hipoclorito de sodio ya que permite
obtener un producto con menores recuentos de bacterias (BAM
y BP) y bajos recuentos de mohos y levaduras, sin comprometer
la calidad organoléptica de las hojas de espinaca.
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Resumen: El objetivo de este trabajo fue estudiar y comparar el
contenido de polifenoles totales (PFT), la actividad antioxidante
(AA) y separar los principales fenoles acidos en piel y pulpa de
dos cultivares de batata (Beauregard y Colorado INTA) en el
producto fresco y luego de 90 dias de almacenamiento en
camara a 13°C. El contenido de PFT se determiné con el reactivo
de Folin-Ciocalteau, la AA mediante la reduccion del radical 2,2-
difenil-1-picril-hidracilo (DPPH-) y los fenoles acidosmediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en fase reversa.
El contenido de PFT y la AA tanto en la pulpa como en la piel,
resultaron considerablemente mayores en el cultivar Colorado
INTA. Los valores de PFT y AA obtenidos en la piel, fueron

superiores a los de la pulpa para ambos cultivares. Después del
almacenamiento, el contenido de PFT y la AA aumentaron en la
pulpa del cultivar Colorado INTA. Por el contrario, en la piel,
ambos parametros disminuyeron aproximadamente 30% en
ambos cultivares. Los principales fenoles identificados fueron los
isomeros de los acidos clorogénico y dicafeoilquinicos. El
incremento observado en los compuestos bioactivos de la
batata acentuaron aliin mas las diferencias entre las propiedades
funcionales de ambos cultivares.

Palabras claves: capacidad antioxidante, polifenoles, acido
clorogénico, acidos dicafeoilquinicos, loomoea batata L.

Abstract: The aim of this work was to study and to compare the
content of total polyphenols (PP), theantioxidant activity (AA)
and to separate the main phenolic acids in skin and pulp of two
sweetpotato cultivars (Beauregard and Colorado INTA) in the
fresh product and after 90 days of storage at 13°C chamber .The
PP content was determined with the Folin-Ciocalteu reagent, AA
by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH-) radical-
scavenging activity assay and phenolic acids were performed by
high performance liquid chromatography (HPLC) on reversed
phase. The PP content and AA in pulp and skin were significantly
higher in the cultivar Colorado INTA. PP and AA values obtained
from skin were superior to those of pulp for both cultivars. After
storage, the PP and AA increased in the pulp of cultivar
Colorado INTA. By contrast, both parameters decreased
approximately 30 % in the skin of both cultivars. The main
polyphenols identified were the isomers of chlorogenic and
dicaffeoylquinic acids. The observed increase of the bioactive
compounds of the sweetpotatoes during storage further
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accentuated the differences between the functional properties of
both cultivars.

Keywords: antioxidant activity, polyphenols, chlorogenic acids,
dicaffeoylquinic acids, sweetpotato I[pomoea L.
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La batata (/jpomoea batata L. Lam) es un cultivo que se produce
en mas de 100 paises. En la Argentina, el area plantada de
batata es de aproximadamente 10000 hectareas con una
produccién de 120000 toneladas y un consumo por habitante
por afio de 3kg (INTA-CMCBA, 2013). Las principales zonas de
produccién son la region pampeana (Buenos Aires, Cordoba y
Santa Fe) y el Noreste argentino (NEA). En la zona de San Pedro,
es uno de los cultivos tradicionales. Se plantan unas 3000 a 4000
ha anuales de batata, destinadas a abastecer principalmente a la
ciudad de Buenos Aires y el conurbano. Su importancia
econdmica se incrementa con la cantidad de galpones de
empaques de la zona que procesan batatas provenientes de
distintas regiones del pais durante gran parte del afio. La época
de cosecha depende de la regidn geografica ya que por ser un
cultivo sensible al frio se cultiva durante la estacion templada.
Para disponer de batatas durante todo el afo, una vez
cosechadas, éstas pueden ser almacenadas bajo condiciones
controladas (13°C +2°C - 90% Humedad relativa) por 6-10
meses. Durante la conservacion, las raices sufren cambios en el
metabolismo afectando su composicion fisicoquimica (Takenaka
et al 2006, Huang et al 1999). De la planta de batata se pueden
aprovechar las raices tuberosas y el follaje. La importancia de la
raiz de batata como alimento radica en su contenido de
almidon, fibra dietaria, minerales, vitaminas y compuestos con
actividad antioxidante, como acidos fendlicos, antocianinas y -
caroteno. Los compuestos antioxidantes actian como
eliminadores de radicales libres y/o inhibidores de las especies
reactivas del oxigenoque se forman naturalmente durante el

metabolismo humano. Estas moléculas provocan dafios en las
proteinas, lipidos y acidos nucleicos de las estructuras bioldgicas
e inducen en el hombre una variedad de enfermedades cronicas
relaclonadas con el estrés oxidativo (Elahi y Malata, 2006;
Thrasivoulou et al, 2006)como cardiovasculares, cancer y
aquellas vinculadas con la degeneracion neuronal (Ames et al,
1993). Debido a que algunos antioxidantes sintéticos han
demostrado ser téxicos y presentar efectos mutagénicos
(Krishnakumar y Gordon, 1996), en los ultimos afios se ha
incrementado el interés por los antioxidantes de origen natural
como los que se encuentran en frutas, vegetales y bebidas. Ente
los compuestos fenodlicos, los acidos cafeoilquinicos poseen
fuerte actividad antioxidante (Chuda et al, 1996). Incluso
Robards et al, (1999) reportaron que la AA de estos compuestos
es superior a la del tocoferol. Sus propiedades antioxidantes han
sido vinculadas a potenciales efectos benéficos sobre la salud
humana, incluyendo supresién de melanogénesis (Shimozono et
al 1996), inhibicién de la replicacion del virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) (Mahmood et al 1993;
Robinson et al 1996; Zhu et al 1999), actividad antiinflamatoria
(Peluso et al 1995), antiespasmoddica (Trute et al 1997)
antthiperglucémica (Guan et al 2006) y antimutagénica
(Yoshimoto et al 1999), entre otros. En distintos cultivares de
batata se identificaron los  siguientes = compuestos
cafeoilquinicos: acido clorogénico, cafeico y sus derivados
dicafeoilquinicos (Yamakawa y Yoshimoto, 2001; Yoshimoto et
al 2001; Yoshimoto et a/ 2005; Teow, 2007). La composicion y
contenido de los compuestos antioxidantes varia ampliamente
entre los distintos cultivares de batata, dependiendo de factores
genéticos y ambientales, como edad y partes de la raiz, clima,
practicas del cultivo y almacenamiento luego de la cosecha
(Kidmose et a/ 2007; Bovell-Benjamin, 2007). En particular,
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distintos investigadores han reportado que la capacidad
antioxidante y el contenido de polifenoles totales en la piel de
batata fueron superiores al contenido de la pulpa (Walter y
Schadel 1981; Cevallos-Casalas y Cisneros-Zevallos, 2003). El
conocimiento de la composicion funcional de los cultivares
Colorado INTA y Beauregard, ambos de pulpa naranja, nuevos
en la region, aportara informacion para caracterizar su calidad.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la AA, el contenido
de polifenoles totales e identificacion de los principales fenoles
acidos en dos cultivares de batata (Beauregard y Colorado
INTA), de importancia comercial para el norte de la provincia de
Buenos Aires, en el producto fresco (pulpa y piel) recién
cosechado y luego de 90 dias de almacenamiento.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de muestras vegetales

Se utilizaron muestras de los cultivares Beauregard'y Colorado
INTA cultivados en idénticas condiciones.

Se realizaron dos muestreos, uno al momento de la cosecha y
otro luego de 90 dias en camara a 13°C = 2°C. Se tomaron, al
azar, 10 batatas por cultivar. Cada muestra se formé utilizando
un cuarto de cada una de ellas y se congelé la piel y la pulpa por
separado en N; liquido. Las muestras congeladas fueron
liofilizadas, trituradas y almacenadas a -20°C hasta su uso.

Preparacion de los extractos

Cada muestra liofilizada (aprox. 1g) se mezcldé con metanol 80%
(v/v) durante 15 minutos a 80°C y el sobrenadante se separé por
centrifugacién, 15 minutos a 3500 rpm. Los extractos se
realizaron por triplicado.

Métodos analiticos

La Aumedad se determiné segun el método AOAC: 920.151
(1990) por secado de la muestra en estufa de vacio (100 mmHg)
a 70° C hasta obtener peso constante.
Determinacion de la actividad antioxidante (AA): Se analizé por
triplicado mediante la reduccion del radical DPPH- de acuerdo al
método de Brand-Williams et a/ (1995). A 400ul extracto se le
agregaron 3,6 ml de DPPH- 0,1 mM, se mantuvo en oscuridad
durante 30 minutos a temperatura ambiente y se leyo la
absorbancia a 517 nm en espectrofotometro UV/Vis Perkin
Elmer Lambda 25. La AA se calculé usando una curva estandar
con concentraciones de TROLOX desde 20uM hasta 450 pM. Los
resultados se expresaron como mg equivalentes TROLOX por g
bs.
Determinacion de polifenoles totales (PFT): Se realizd por
triplicado con el reactivo de Folin-Ciocalteau de acuerdo al
método de Singleton y Rossi (1965) con algunas modificaciones,
utilizando acido clorogénico como estandar. A 250 pL de
extracto se le agregaron 4 ml de agua destilada y 250 pL del
reactivo de Folin-Ciocalteau. Luego de 3 minutos, se
incorporaron 500 pL de Na,COs 1N, se mantuvo 120 minutos a
temperatura ambiente y se leyé la absorbancia a 750 nm en
espectrofotometro UV/Vis Perkin Elmer Lambda 25. La curva
estandar se realizd utilizando concentraciones de acido
clorogénico desde 75 hasta 400 mg/L. El contenido total de
polifenoles se informé como mg de acido clorogénico por g bs.
e Identificacidon y cuantificacion de fenoles acidos: La
identificacion y cuantificacion se realizaron mediante el
método de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
en fase reversa segin Padda y Picha (2007) con algunas
modificaciones. Una alicuota de los extractos metandlicos se
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filtraron por una membrana de 0.45 pm. Una muestra de 5ul
se injectd en una columna ZORBAX Eclipse XDB-C18, 4,6 x
250 mm, 5 micrones usando un equipo Agilent Technologies
71200 Series conectado a una bomba cuaternaria. La fase
movil consistid en A: 0,1% acido acético en solucidn acuosa;
B: acetonitrilo con 0,1 % acido acético (v/v) con un flujo de
0.75 ml/min en gradiente: B, 10 a 25% de 0 a 35 minutos
(min.) y 25 a 50 % de 35 a 50 min. Los picos de los acidos
clorogénico (5-cafeoil-quinico) y acido cafeico se
identificaron y cuantificaron comparando los tiempos de
retencion y las areas con sus respectivos estandares. Los
picos de los isémeros de acido clorogénico (3 y 4 cafeoil-
quinico) y de los isémeros di-cafeoil-quinicos (3,4; 3,5y 4,5
dicafeoil-quinicos) fueron identificados por referencia
bibliografica para similares sistemas cromatograficos. Los
isdmeros de acido clorogénico se cuantificaron por
comparacion con el estandar del 5-cafeoil-quinico y los
isdmeros di-cafeoil-quinicos, por comparacién con el
estandar del 1,5 di-cafeoil-quinico. La cuantificacidn se basé
en la absorbancia a 320nm usando un detector UV-VIS 7260
Infinity de onda multiple.

Analisis estadisticos

Los datos experimentales se analizaron mediante analisis de
varianza (ANOVA) utilizando el programa /nfoStat version 2008.

RESULTADOS Y DISCUSION
En la Tabla 1 figuran los contenidos de polifenoles totales/g bs

para los cultivares (cv) Beauregardy Colorado INTA, a los 0y 90
dias de su conservacion y en la Tabla 2 se muestra la AA/g bs

para las mismas muestras. En la pulpa de las batatas recién
cosechadas, tanto el contenido de PFT como los valores de la AA
resultaron aproximadamente el doble en el cv Colorado INTA
que en el cv Beauregard. fn la piel, ambos parametros resultaron
muy superiores que en la pulpa y similares para ambos
cultivares. Padda y Picha (2008c) reportaron una amplia
variabilidad en el contenido de PFT y AA para distintos
genotipos de batatas con pulpa color naranja. Ademas estos
resultados coinciden con Padda y Picha (2008a y b) quienes
reportaron que el contenido de PFT y AA fue bastante mayor en
el tejido de la piel que en la pulpa del cv Beauregard al
momento de la cosecha. Jung et al (2011) también encontraron
diferencias en la AA y el contenido de fenoles incluso, dentro de
la pulpa de una misma raiz, pudiendo variar de médula a
corteza. Walter y Schadel, (1981) y Harrison et a/ (2003) han
atribuido los mayores valores de PFT registrados en los tejidos
de la piel de la batata a un mecanismo de defensa quimica
natural de la misma contra enfermedades e insectos. El alto
contenido de compuestos fenélicos en la piel podria despertar
el interés de las industrias en utilizarla para su incorporacion en
diversos alimentos con el fin de aprovechar su potencial
antioxidante natural y a su vez, minimizar los residuos
industriales.
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Tabla 1: Contenido de polifenoles totales expresados en mg
equivalentes de acido clorogénico /g bs para los cultivare
Beauregard y Colorado INTA, a los 0 y 90 dias de su
conservacion.

0 dias 90 dias

Beauregar Colorado Beauregar Colorado

d INTA d INTA
Pulp 19010 3,59 +0,27 215+0,13 578 +0,19
a
Piel 212+141 217+24 141+14 14315

Cada valor es el promedio * la Desviacion Estandar de los
resultados obtenidos.

Tabla 2: Actividad antioxidante expresada en mg equiv. TROLOX
/g bs para los cultivares Beauregard'y Colorado INTA, a los 0y
90 dias de su conservacion.

0 dias 90 dias

Beauregar Colorado Beauregar Colorado

d INTA d INTA
aPulp 2,05+022 464 +033 255+024 7,14 +0,23
Piel 238+0,59 222 +21 16+£1,3 14,2 £ 1,5

Cada valor es el promedio * la Desviacion Estandar de los
resultados obtenidos.

En la Figura 1 se muestra lavariacion de PFT y la AA para los
cultivares Beauregardy Colorado INTA durante su conservacion.
Se puede observar que la variacién de PFT es similar a la de la
AA en ambos cultivares. Luego de 90 dias de almacenamiento,
los PFT y la AA aumentaron en la pulpa de ambos cultivares
pero en mucho mayor proporcion en el cv Colorado INTA. Los
valores alcanzados para los respectivos parametros fueron 60% y
50% mas elevados que los iniciales, mientras que en el cv
Beauregard no hubo variaciones significativas. Por el contrario,
en la piel, ambos parametros disminuyeron aproximadamente
30% tanto para Colorado INTA como para Beauregard.

Estudios realizados sobre otros cultivares (Ishiguro et al 2007)
encontraron que los PFT y la AA durante 37 dias de
almacenamiento a 15°C aumentaron en el cv. J-Red, de pulpa
naranja, pero disminuyeron en otros tres cv. Por otro lado, Grace
et al (2014) observaron una disminucidén en el contenido de
PFT de distintos cv de batata almacenadas a temperatura 6ptima
durante 4 y 8 meses aunque manifestaron que algunos PF
individuales se  vieron  incrementados  durante el
almacenamiento. Varios autores coinciden en que la variacion en
el contenido de PFT y la AA depende del cultivar (Lieberman et
al 1959, Lattanzio et al 1994, Grace et al 2014). Dependiendo
del tipo de estrés, los compuestos fenolicos pueden ser
inducidos como resultado del incremento de la transcripcion de
genes que codifican la biosintesis de las enzimas
correspondientes (Dixon y Paiva 1995). El incremento en el
contenido de PFT puede ser atribuido a un aumento en paralelo
de la actividad de la fenil-alanina amonio-liasa (PAL), una
importante enzima involucrada en el camino fenilpropanoide de
la sintesis fendlica (Padda y Picha 2008a).
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Figura 2: Correlacion entre PFT y AA para ambos cultivares, en

Figura 1: Variacién de polifenoles totales y la actividad
antioxidante para los cultivares Beauregard y Colorado INTA
durante su conservacion.

En la Figura 2, puede observarse que los valores de AA
mostraron una alta correlacién (r*= 0,991) con los contenidos de
PFT. Otros autores, también encontraron una alta correlacidon
entre PFT y AA en distintos cultivares de batata (Padda y Picha
2008b, Wang et al 2006). Esto sugiere que la AA de las batatas
podria ser causada principalmente por la presencia de PF.

tejido fresco de piely pulpa.

Al analizar los PF individuales en las batatas recién cosechadas
(Tabla 3), se encontrd que los PF mas abundantes en la pulpa de
ambos cv, fueron los isdbmeros del acido clorogénico. En cambio
en la piel, los isémeros del acido clorogénico fueron
mayoritarios en Colorado INTA, pero en Beauregard,
predominaron los isémeros dicafeoilquinicos (3,4; 3,5; 4,5). El
acido cafeico solo se identifico en la piel de ambos cv y en baja
concentracién. Estos resultados coinciden con Bellail et tal
(2012) quienes reportaron que no se encontré acido cafeico en
la pulpa de ninguno de los cultivares analizados, entre ellos
Beauregard. Otros estudios (Padda y Picha 2008c, Walter y
Purcell 1979) realizados sobre diferentes cv de batata, también
identificaron como PF mayoritarios a los isomeros de los acidos
clorogénico y dicafeoilquinico y al acido cafeico como
componente minoritario.
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Tabla 3: Contenido PFT, AA, isémeros de acido clorogénico,
acido cafeico e isdmeros de acidos dicafeoilquinicos de piel y
pulpa para los cultivares Beauregard 'y Colorado INTA antes y
después de su almacenamiento. Los valores estan expresados en
mg/g bs.

Beauregard Colorado INTA

mg/g bs 90 dias 0 dias 90 dias 0 dias
Pulpa | Piel | Pulpa | Piel | Pulpa | Piel | Pulpa | Piel
Isomeros Ac. Clorog. | 0,642 (2,29| 0,525| 573| 243|167| 1.25| 842
Ac. Cafeico 0,000 1,29 | 0,000|0,793 | 0,000 | 1,20 | 0,000 | 0,563
Isomeros dicafeoilq. | 0370|4,17| 0,338| 797| 1,89/293| 0610| 4,13
Total 101775 086]| 145| 432|580 186]| 13,1
AA 255[16,0| 2,05| 238| 714|142| 464| 222
PFT 215|141 190| 21,2| 578|143| 359| 217
% en PFT 47,1|550| 454| 683| 748|405| 51,7| 604

El aumento de los PFT en la pulpa de Colorado INTA durante el
almacenamiento se debid6 a un incremento parejo de los
isdbmeros de los acidos clorogénicos y dicafeoilquinicos (Figura
4). En la pulpa del cv Beauregard, en coincidencia con los
resultados obtenidos al analizar los PF totales, no se registraron
variaciones significativas en los diferentes PF durante el
almacenamiento. En la plel del cv Beauregard (Figura 5), la
disminucion del contenido de PFT también se debié a la
variacion de los acidos clorogénicos y dicafeoilquinicos. En la
piel del cv colorado INTA, en cambio, la disminucion se debio
fundamentalmente ala variacion de los isémeros del acido
clorogénico quedando entonces como mayoritarios en las
batatas almacenadas los acidosdicafeoilquinicos. El acido cafeico
fue el Unico compuesto que se incrementd, luego de la

conservaciéon, en la piel de ambos cv, aunque su proporcion
sigue siendo minoritaria con respecto al resto. Estudios previos
han reportado resultados contradictorios con respecto al
incremento y disminucion de estos acidos fendlicos durante el
almacenamiento. Al igual que en el contenido de PFT y la AA,
manifestaron que estas variaciones dependen del cultivar
(Lieberman et al 1959, Lattanzio et al 1994, Grace et al 2014,
Ishiguro et al 2007).

AN

Ac. Cafeico

2 lsomeros Ac. Clorog + Isomeros dicafeoily

Figura 4: Variacion de los isomeros de acido clorogénico y
dicafeoilquinico y del acido cafeico en la pulpa de los cultivares
Beauregard y Colorado INTA durante su almacenamiento. Los
valores estan expresados en mg/g bs.
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Figura 5: Variacion de los isdémeros de acido clorogénico y
dicafeoilquinico y del acido cafeico en la piel de los cultivares
Beauregard y Colorado INTA durante su almacenamiento. Los
valores estan expresados en mg/g bs.
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El cv Colorado INTA, con vetas color purpura, resultd mas rico
en PF que el cv Beauregard y las diferencias se incrementaron
durante el almacenamiento. En la pulpa de ambos cv los PF mas
abundantes fueron los isbmeros del acido clorogénico. La
conservacién a temperaturas controladas favorecié el valor
funcional de la pulpa del cv Colorado INTA. Pero en la piel, hubo
una importante disminucion de sus compuestos bioactivos. Por
lo tanto, st se quiere aprovechar el alto contenido de
antioxidantes naturales en la piel para su agregado en alimentos
para prevenir la oxidacion lipidica, es aconsejable extraerlos de
las batatas recién cosechadas.
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Resumen

En este trabajo, se prepararon peliculas de proteinas de soja
(SPI) reforzadas con nanocristales de almidon (NCA) mediante
la metodologia de “casting”. Las peliculas obtenidas resultaron
transparentes y homogéneas. La opacidad y el grado de
cristalinidad aumentaron con la cantidad de nanocristales
agregados. El contenido de humedad, la cantidad de materia
soluble total y el hinchamiento en el agua fueron propiedades
evaluadas, mostrando una marcada variacion de las mismas con
los distintos agregados de NCA. A medida que se aumento la
cantidad de NCA, las peliculas exhibieron menor afinidad por el
agua. Por otra parte, se determinaron las propiedades
mecanicas de las peliculas observando que las mismas
obtuvieron mayor resistencia y menor elongacion conforme al
agregado de NCA. Se concluyé el trabajo afirmando que
mediante la incorporacién de una cantidad especifica de
refuerzos, puede ser lograda una variacion muy marcada en las
propiedades de las peliculas formadas, optimizando asi sus

caracteristicas, haciéndolas muy adecuadas para su utilizacion
en distintas aplicaciones.

Palabras clave: Proteinas de soja; almidon; nanocristales;
peliculas

Abstract

Soy protein isolate (SPI) films reinforced with starch
nanocrystals (SNC) were developed by simple casting method.
The films were transparent and homogeneous. The opacity and
degree of crystallinity increased with the amount of
nanocrystals. Moisture content, total soluble matter and
swelling in water were evaluated, showing a marked effect on
SNC additions. As the amount of SNC increased, the films
exhibited lower affinity for water. Moreover, mechanical
properties were determined showing that SPI-SNC reinforced
films became more resistant and less elongable as SNC amount
increased. With the incorporation of a considerable amount of
reinforcements, a marked variation was observed in these
properties, thus optimizing its characteristics, making them very
suitable for the utilization in different applications.

Keywords: Soy protein; Starch; Nanocrystals; Films
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La nanotecnologia aplicada a polimeros (nano-compuestos)
representa un gran area multidisciplinaria donde, entre otros
temas, se estudia el disefio, fabricacién, elaboracién y aplicacion
de materiales poliméricos modificados a partir de la
incorporacion de particulas y / o dispositivos que tengan una o
mas dimensiones en el orden de los 100 nm o menos.

La obtencion de propiedades optimizadas en el material nano-
compuesto que no tienen los materiales que lo componen
individualmente y/o que no son alcanzables por la suma simple
de sus propiedades, hace referencia al efecto sinérgico producto
de la combinacién de matriz y refuerzo. El factor clave para la
aparicion de efectos sinérgicos es la existencia de una interface
matriz-refuerzo con propiedades fisicas propias. Es debido a la
muy alta relacion superficie/volumen que los nanomateriales
poseen (por ser de tamafio tan pequefio), que su incorporacion
en matrices poliméricas conduce a materiales compuestos con
excelentes propiedades en comparacion con los micro-
compuestos convencionales sin detrimentos en la densidad,
transparencia y capacidad de procesamiento de las peliculas
(Gao, Dong, Hou, & Zhang, 2011)

En la actualidad, los nanorefuerzos mas estudiados y utilizados
son los que integran el grupo de los particulados cuyos
integrantes principales representan los nanocristales formados a
partir de polisacaridos. Es debido a la naturaleza semicristalina
de estos materiales (celulosa, almidon, quitina), que
nanorrefuerzos cristalinos pueden ser obtenidos a partir de
ellos. En particular, las excelentes propiedadesmecanicas,
capacidadde refuerzo, abundancia, bajo peso, biodegradabilidad

y el gran area de superficie (varios cientos dem?/g) hacen de los
nanocristalesde celulosa y almidén candidatos idealespara el
procesamiento depolimerosnano-compuestos inclusive en bajas
concentraciones(Chen, Lawton, Thompson, & Liu, 2012; Pires,
Neto, Alves, Oliveira, & Pasquini, 2013).Cuando nanocristales
producidos a partir de fuentes de caracteristicas polares como lo
son los polisacaridos se utilizan como nano-refuerzos en
materiales a base de almidon o proteinas las estructuras
quimicas de la matriz y el relleno son similares. Estas similitudes
estructurales promueven la buena miscibilidad y la fuerte
adhesién interfacial entre la carga de nanocristales y la matriz
(Lin et al,, 2011). Estas interacciones se traducen en las mejoras
observadas en propiedades fundamentales de las peliculas
como las descriptas anteriormente. Este efecto es atribuido a la
creacion de fuertes interacciones no solo entre los nanocristales,
sino también entre la carga y la matriz.

2. Parte experimental
2.1. Preparacion de las peliculas SPI-NCA

Se procedio a la sintesis de los NCA mediante una
hidrolisis acida de almidén nativo de maiz. Para esto, se realizd
una dispersion acuosa de 22 g de almidén en 150 mL de una
soluciéon 3,16 M de H,SO.. La reaccion transcurrio durante 5 dias
a 40 °C y 100 rpm. Para la purificacidon los nanocristales, se
procedio al lavado exhaustivo de los mismos con agua hasta
obtener pH neutro. Luego, se los sonico en un volumen
conocido de agua y se los almaceno en heladera con unas gotas
de cloroformo para evitar el crecimiento bacteriano. Una vez
obtenida la dispersion acuosa de NCA, se procedid a la



V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Cordoba, Argentina, 17 a 19 de

preparacion de las peliculas SPI-NCA. Estas fueron obtenidas por
el método de “casting”, para lo cual se disperso 0,25 g de SPI en
30 mL de agua y se agregd 100 pL de glicerol (plastificante) (50
% m/m respecto de SPI). Esta dispersidn se agitd por 30 min y se
agrego la cantidad necesaria de la dispersion de NCA en agua.
Se prepararon peliculas con 0, 2, 5, 10, 20 y 40 % (masa de NCA
con respecto a la masa de SPI) de NCA. Antes de realizar el
agregado, se agito la dispersidon de NCA por 30 min y se sonicé
por 30 min mas. Una vez agregado el nanorefuerzo, se agito la
dispersion por 30 min para luego volcarla en capsulas plasticas
de petri de 9 cm de diametro y puestas a secar en estufa a 50
°C por 8 horas. Una vez secas, las peliculas fueron retiradas del
fondo de las capsulas y almacenadas a 25°C y 50% HR para su
posterior caracterizacion.

2.2. Opacidad de las peliculas

La opacidad (O) permite evaluar el grado de
transparencia de las peliculas. Para su determinacién se realizé
la curva espectral de cada pelicula cortada de 2,5 cm de largo
por 1 cm de ancho y ubicada dentro de una cubeta de cuarzo.
Se utilizé una cubeta vacia como referencia. El valor de opacidad
se determind calculando el area bajo la curva integrando el
espectro de absorcion obtenido en el rango visible (400-800
nm). Al valor de las areas se las normalizo dividiéndolas por el
espesor de cada pelicula. Luego, la opacidad se calculé como:

O=A/e Q)

donde A es el area bajo la curva espectral y e es el espesor de la
pelicula.

El valor de opacidad fue determinado por triplicado para todas
las peliculas.

2.3. Contenido de humedad y materia soluble total

El contenido de humedad (MC) se determind de acuerdo con un
método descrito en literatura (Rhim et al, 1998). Porciones de
las diferentes peliculas fueron pesadas (W) en placas de vidrio,

secadas en un horno a 110 °C durante 24 h y pesadas
nuevamente (W)). El contenido de humedad de cada pelicula se
determind por cuadruplicado segun la ecuacion (2).

MC = (Wo - W) / Wy x 100 (2)

La cantidad de materiasoluble total (TSM) se determind de
acuerdo con un método descrito en literatura (Rhim et al,, 1998).
Cuatro muestras pesadas de cada pelicula fueron sumergidas en
vasos de precipitados conteniendo 30 ml de agua destilada. Los
vasos de precipitados fueron almacenados en una camara a 25 °
C durante 24 h con agitacion ocasional. La materia insoluble fue
separada a continuacion, secada en un horno a 110 °C durante
24 h y pesada (Wj). Los valores de TSM fueron determinados por
cuadruplicado por medio de la ecuacion (3). Las masas de
materia seca inicial necesarias para los calculos de TSM se
obtuvieron a partir de las mediciones de MC para un trozo de
pelicula de igual masa (W)).
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TSM = [(Wi=Wp /W] x 100 (3)
2.4. indice de hinchamiento

El indice de hinchamiento (S) describe la capacidad de absorcién
de agua de las peliculas. Esta propiedad fue determinada
mediante la inmersion de masas conocidas de cada pelicula en
30 ml de agua destilada a temperatura ambiente durante 30
min. Se midié la variacion de peso entre el estado hinchado y el
estado seco. Las peliculas se secaron superficialmente con papel
absorbente para eliminar el exceso de agua antes de cada
pesada. Los valores de S fueron determinados por triplicado
segun la ecuacién 4, donde my y m; representan las masas del
estado hinchado e inicial, respectivamente.

S = [(mh-my / m{ x 100 (4)

2.5. Permeabilidad al vapor de agua

Se determind la permeabilidad al vapor de agua (WVP) de cada
pelicula siguiendo el método del desecante descripto por la
norma ASTM E96-10 (ASTM Standard (E96-10), 2010). Para ello
se colocaron las peliculas en una camara de humedad a 25 °Cy
75 % HR por un periodo de 2 dias hasta alcanzar el equilibrio.
Luego se determind el espesor de las mismas. Posteriormente,
estas peliculas fueron fijadas sobre capsulas de aluminio de
dimensiones fijadas por la norma, las cuales contenian CaCl,
anhidro (secado a 180 °C por 24 hs) en su interior y selladas con
grasa siliconada. El desecante quedo separado del ambiente por
la pelicula fijjada a 0,5 cm del mismo. Estas capsulas fueron
pesadas e introducidas en una camara de humedad controlada a

las mismas condiciones en las cuales fueron acondicionadas
previamente las peliculas. Se registré la variacion de la masa del
sistema completo en funcion del tiempo cada una hora hasta
alcanzar 9 mediciones. Estos valores se representaron como la
variacion de la masa en funcién del tiempo obteniéndose un
grafico de caracteristicas lineales del cual se extrajo el valor de
su pendiente. La trasmision del vapor de agua se calculé como:

WVT =f/A (5)

donde fes el valor de la pendiente y A es el valor del area de la
superficie expuesta de la pelicula.
Luego se calcula la permeabilidad como:

WVP = WVT x e /S x (RH1-RH2) x 3600 (6)

donde e es el espesor de la pelicula, Ses el valor de la presidon
de vapor del agua a 25 °Cy (RH7-RHZ2) es la diferencia entre las
humedades relativas entre el exterior e interior de la capsula.

Los valores de WVP fueron determinados por triplicado para
todas las peliculas.

2.6. Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas fueron determinadas
mediante ensayos de traccion. Para ello, las diferentes peliculas
recortadas en rectangulos de 25 x 100 mm fueron sometidas a
deformaciones controladas obteniendo el registro de las curvas
tensién-deformacién obtenidas para cada muestra. A partir de
estas curvas, se determinaron la resistencia a la traccion (TS)
(tension maxima soportada por el material), la elongacion al
quiebre (EB) (elongaciéon maxima soportada por el material
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previo a la rotura del mismo) y el médulo de Young (E)
(resistencia inicial a la deformacion) segun una norma ASTM
(ASTM Standard (D882-02), 2002). Estos ensayos fueron
realizados en un instrumento de testeo universal Instron
(modelo 3342, Norwood, MA, EE.UU.) equipado con una célula
de 500 N de capacidad. Se utilizé6 una separacion inicial de 100
mm y una velocidad de la cruceta de 1 mm/s. Estos ensayos se
realizaron por cuadruplicado.

2.7. Microscopias

Las diferentes camaras y microscopios que se han utilizado en
este trabajo para estudiar las caracteristicas superficiales de las
peliculas son: Camara digital Cannon 14 Megapixeles,
Microscopio 6ptico Shimadzu (Maxima magnificacion: 1000x),
Microscopio confocal Olimpus Lext 3D Measuring Laser
Microscope. Laser de 405 nm y 10 nm de preseciéon en Z y
Microscopio electronico de barrido (SEM) FE-SEM Zigma.

2.8. Difractometria de rayos X

Se tomaron espectros de difraccion de rayos X en un
difractdmetro Philips PW 1710/01 con radiacion de Cu Kalfa
(1,54 A) (FAMAF-UNQ).

2.9. Dispersion de luz dinamica (DLS)

Se determinaron los tamanos de los nanocristales utilizando

dispersion de luz dinamica (DLS) en un equipo Beckman Coulter
Dels Nano C.

3. Resultados y discusion

3.1. Sintesis y caracterizacion de los nanocristales de
almidon (NCA)

Para la obtencién de nanocristales a partir de almidon nativo, es
necesario el aislamiento de la  region  cristalina
(mayoritariamente amilopectina). Esto puede ser logrado
mediante unahidrolisis acida usando acidoclorhidrico osulfurico.
Se cree quea temperaturas inferiores ala temperatura de
gelatinizacion, las moléculas de
acidoatacanpreferentementelasregionesamorfasdelgranulo(Jenki
ns and Donald, 1997), por lo que estas regionesson hidrolizadas
masrapidamenteque lasregiones cristalinas (Wang et al, 2003).
Para poner a punto la preparacion, se ensayaron diversas
condiciones de hidrolisis llegando a la conclusion que los
mejores resultados fueron los descriptos en la seccion 2.1.
Luego de llevada a cabo la reaccién se observd la presencia de
un particulado de color blanco en suspension. Estos NCA
obtenidos fueron lavados exhaustivamente con 5 porciones de
300 mL de agua destilada hasta obtener pH neutro. Luego, se
los sonicd en un volumen conocido de agua y se los guardd en
heladera (4 °C) con cinco gotas de cloroformo para evitar el
crecimiento bacteriano. Una vez preparados los NCA, se
procedio a caracterizarlos desde el punto de vista morfolégico y
estructural. Con el objetivo de determinar el tamano de los NCA
preparados, se procedio a realizar dispersion de luz dinamica
(DLS) sobre una dispersion de NCA. Este ensayo nos permitio
determinar que los NCA poseen una alta polidispersidad de
tamafo midiendo un indice de polidispersidad de 0,173. Por
otro lado se determind que el tamafo promedio de los NCA fue
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de 35 nm. La proporcién de particulas de cada tamafo puede
ser observada en la Figura 1.

Figura 1. Diametros de los NCA preparados.

Para poder observar los NCA y de esta forma poder verificar los
tamafos determinados y analizar la morfologia de los mismos,
se procedid a la utilizacion de diferentes microscopios. Las
imagenes obtenidas son mostradas en las Figuras 2 y 3

Figura 3. Fotografias de los NCA preparados tomadas con un
microscopio confocal.
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Mediante las imagenes obtenidas se pudo evidenciar los
tamafios determinados por DLS. Ademas se pudo observar que
los nanocristales preparados poseen forma esférica.

El caracter cristalino de los NCA pudo ser determinado mediante
difractometria de rayos X. Se realizé la difractometria sobre una
muestra de almiddn nativo de maiz y sobre los NCA preparados.
Los difractogramas obtenidos se muestran en la Figura 4.

Figura 4.Difractogramas de rayos X de almidon nativo y de
NCA.

Observando los difractogramas obtenidos, se puede identificar
para el almidén una estructura tipica semicristalina polimérfica
tipo A caracteristica de almidones provenientes de cereales. Por
otro lado, los NCA muestran un patron similar al del almidén
pero con presencia de picos cristalinos mas marcados e intensos
evidenciando el mayor caracter cristalino de los mismos en
comparacion con el almidon nativo provenientes de la mayor
proporcion de amilopectina presente.

3.2. Preparacion de las peliculas SPI-NCA

Una vez preparados y caracterizados los NCA, se procedid a
sintetizar las peliculas de SPI nanoreforzadas con NCA (SPI-
NCA). Las peliculas fueron obtenidas por el método de “casting”
utilizando glicerol como plastificante. Se prepararon peliculas
con 0, 2, 5, 10, 20 y 40 % m/m (respecto a la masa de SPI) de
NCA. Las peliculas obtenidas mostraron una superficie
homogénea y una coloracion amarillenta siendo en general
transparentes pero haciéndose mas opacas a medida que se
aumento la cantidad de NCA agregado. Las peliculas fueron
fotografiadas para mostrar el aspecto macroscopico de las
mismas (Figura 5).
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Figura 5.Apariencia de las peliculas variando los agregados de
NCA (0 a 40% m/m)

3.3. Caracterizacion estructural y superficial de las peliculas
SPI-NCA

Desde el punto de vista estructural, la variacion en la cantidad
de NCA agregados a las diferentes peliculas se vio reflejada en
un aumento en la cristalinidad medida de las mismas.
Analizando los difractogramas de rayos X obtenidos para las
distintas peliculas, pudieron ser observadas las caracteristicas
amorfas de la pelicula proteica sin agregado de NCA
(determinado por la presencia de una joroba a 20°). A su vez,
también fue observado un aumento de la cristalinidad de las
peliculas (determinada a partir de la aparicion de picos

correspondientes a fases cristalinas) causado por un aumento en
la cantidad de NCA presentes. La Figura 6 muestra los
difractogramas obtenidos para las peliculas.

Figura 6. Difractogramas de rayos X de las peliculas con 0, 10,
20y 40 % de NCA.

Con el fin de determinar la morfologia estructural de la
superficie de las peliculas, se las observé mediante la utilizacidon
de microscopios Opticos, de microscopio confocal y mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM). Las figuras 7, 8 y 9
muestran los resultados obtenidos.
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Figura 7.Imagenes de la superficie de las peliculas con 0, 2, 5,
10, 20 y 40% de NCA tomadas con un microscopio optico de
1000x.

Figura 8.Imagenes de la superficie de las peliculas con 0, 2, 5,
10, 20 y 40% de NCA tomadas mediante microscopia SEM.

Figura 9. Imagenes de la superficie de las peliculas con 0, 2, 5,
10, 20 y 40% de NCA tomadas con un microscopio confocal a
2132x.

En las figuras mostradas anteriormente, se puede apreciar que la
magnificacién va en aumento de acuerdo al orden de aparicién
de las mismas (Figura 7 a 9). En las imagenes obtenidas, se pudo
observar el incremento de la cantidad de estructuras solidas
presentes en las muestras, conforme a como fueron
aumentando las cantidades agregadas en la etapa de
preparacidn. Estas estructuras solidas observadas poseen un
tamafio que ronda en el orden de unas pocas micras. Como fue
descripto anteriormente, el tamafo promedio de los NCA es de
35 nm por lo que concluimos que las estructuras observadas
corresponden a un pequefio porcentaje de NCA de tamaio
mucho mayor al promedio, o bien a la formacién de agregados
que pueden haberse formado en la etapa de preparacion de las
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peliculas por una dispersion poco eficaz de los NCA. Vale aclarar
que los nanocristales de menor tamafo no pueden ser
observados, no por un impedimento en la amplificacion de los
microscopios utilizados, sino porque se encuentran ocluidos en
la matriz proteica, la cual impide una buena observacion de los
mismos.

3.4. Caracterizacion fisica de las peliculas SPI-NCA

Para la caracterizacion fisica de las peliculas, en un primer
momento se procedid a determinar los valores de opacidad de
las mismas. Para todos los casos se observd una alta
transparencia, siendo mas opacas a medida que se aumenta la
cantidad de NCA agregados. De acuerdo a esto, el mayor
cambio de opacidad (cambio significativo) se observd variando
de 2% a 5% la cantidad de NCA agregados. Los valores de
opacidad medidos se muestran en la Tabla 1

Peliculas OPACIDAD (UA/um)
SPI 1,293 + 0,112 4
SPI-NCA 2% 1,021 + 0,142
SPI-NCA 5% 2,137 + 0,003 ®
SPI-NCA 10% 2,293 + 0,155 ®
SPI-NCA 20% 2,377+ 0,310 °
SPI-NCA 40% 2,680 + 0,125 ®

Datos seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes
(P=0.05) de acuerdo al test de Tukey

Tabla 1. Opacidad de las peliculas SPI-NCA

Luego, las peliculas fueron caracterizadas determinando
propledades donde el agua tiene un rol preponderante. Estas
propiedades son el indice de hinchamiento en agua (S) en
funcién del tiempo, el porcentaje de humedad (MC), la cantidad
de materia soluble total (TSM) y la permeabilidad al vapor de
agua (WVP) de las mismas. En la Figura 10 se muestran los
resultados de S en funcién del tiempo.

Figura 10. indices de hinchamiento (S) en funcién del tiempo de
las diferentes peliculas.
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En el grafico de S en funcién del tiempo se puede observar
claramente que todas las peliculas se hinchan hasta su maxima
capacidad en tiempos relativamente cortos (2 minutos como
maximo) y una vez alcanzado este equilibrio, los hinchamientos
se mantienen en el tiempo. Esta uUltima afirmacién se cumple
para todas las peliculas con excepcidon de la pelicula SPI sin
agregado de NCA. Para esta pelicula se observd que superado
los primeros minutos, los valores de hinchamiento comienzan a
descender. Este efecto no es producido por una disminucién del
hinchamiento real de la pelicula sino por la solubilizacién parcial
de la misma en el agua al momento del ensayo. Esta
solubilizacion produce una disminucion en la masa determinada
luego de la inmersion en agua, lo que se ve reflejado en una
disminucion en el valor de S. Este efecto se da solo en esta
pelicula ya que como se puede ver en la Tabla 2, esta es la mas
soluble en agua.

Comparando los hinchamientos maximos de las peliculas se
pueden observar tres grupos de peliculas con comportamiento
diferente. En este analisis se excluira la pelicula sin agregados de
NCA (0%) por el motivo explicado anteriormente. Se observé
que la pelicula que mas se hincha es la que posee menor
cantidad de NCA agregados (2%). Siguiendo con la tendencia, el
segundo grupo de peliculas en magnitud de hinchamiento
maximo fueron las peliculas con 5y 10% de NCA y por ultimo
las peliculas que menos se hincharon fueron las que poseian
mayor cantidad de NCA agregados (20 y 40% de NCA). Este
comportamiento refleja la disminucion del hinchamiento a
medida que aumenta la cantidad de nano-refuerzo agregado,
logrando una disminucién del mismo a la mitad
aproximadamente para las peliculas con mayor agregado de
NCA respecto a las de menor agregado. En la Tabla 2 se
muestran los resultados obtenidos para MCy TSM.

Peliculas MC (%) TSM (%)
SPI 33,56 + 0,39 37,84 + 2,334
SPI-NCA 2% 35,24 + 1,08 # 31,35 + 2,09 ®
SPI-NCA 5% 33,11 + 1,69 * 21,63 + 1,24 €
SPI-NCA 10% 28,28 + 1,358 24,71 +3,72 ¢
SPI-NCA 20% 27,27 + 0,67 ® 22,84 + 234 ¢
SPI-NCA 40% 24,02 +0,20 20,09 + 0,54

Datos seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes
(P=0.05) de acuerdo al test de Tukey

Tabla 2. Contenido de humedad (MC) y materia soluble total
(TSM) de las diferentes peliculas.

En la tabla 2, se puede observar claramente que tanto MC como
TSM disminuyen a medida que aumenta la cantidad del refuerzo
agregado. Para el caso de MC, si bien la disminucién obtenida es
muy marcada, se observa en las peliculas con grandes
agregados de NCA (mayores al 10%), mientras que para el caso
de TSM, una disminucion muy importante (cercana al 43%) es
alcanzada con el agregado de bajas cantidades de NCA (5% de
NCA).

Para finalizar la caracterizacion fisica, se procedio a determinar
la WVP utilizando el ensayo descripto por la norma ASTM (ASTM
Standard (E96-10), 2010).

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de WVP.
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Peliculas WVP (g / Pas m)
SPI 43 +02"
SPI-NCA 5% 48 +03"
SPI-NCA 20% 39+0.1°
SPI-NCA 40% 36 +01°

Tabla 3. Permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas
con 0, 5, 20 y 40% de NCA.

En la determinacion de WVP, se logré observar que al igual que
las propiedades medidas anteriormente, la WVP también
disminuye a medida que aumenta la cantidad de NCA, en
especial cuando el agregado es de magnitud importante (20%
de NCA).

El andlisis en conjunto de todas estas propiedades fisicas cuya
caracteristica comun y principal es que interviene el rol del agua,
nos permitié concluir que la presencia de NCA minimiza la
afinidad de la matriz proteica por el agua. La explicacion de este
efecto, viene dada de acuerdo a la compatibilidad existente en
la interface matriz proteica / nano-refuerzo. El caracter polar
similar de ambos componentes (materiales hidrofilicos) conduce
probablemente a una fuerte adhesién entre la proteina y el
almidon, debido a fuertes interacciones presentes en las
interfaces (enlaces puente hidrégeno, entre otras) dejando
minimizadas las interacciones de la matriz con el solvente
acuoso. Este efecto es mas marcado a medida que mayor es el
numero de interacciones que ocurren entre la matriz y el nano-

refuerzo, es decir mientras mayor es la cantidad de nano-
refuerzo presente.

Por otro lado, la gran magnitud de los cambios observados
radica en el hecho de que la interface existente es
extremadamente extensa, producto del pequeno tamafo del
refuerzo agregado, por lo que las interacciones toman mayor
protagonismo. El mismo efecto se encuentra descripto en
bibliografia para peliculas de pululano (Kristo y Biliaderis, 2007).
Debido a este efecto es que la aplicacidén de esta metodologia
de modificacion a partir de la adicidon de NCA a las matrices
proteicas, nos permite lograr la obtencion de peliculas mas
resistentes al agua, menos hinchables y menos permeables al
vapor de agua.

3.5. Caracterizacion mecanica de las peliculas SPI-NCA
Luego de la caracterizacién fisica, las peliculas fueron
caracterizadas mecanicamente mediante ensayos de traccidon
siguiendo la metodologia descripta por la norma ASTM (ASTM
Standard (D882-02), 2002). Para ello, las diferentes peliculas
recortadas en rectangulos de 25 x 100 mm fueron sometidas a
estiramientos mediante la utilizacién de un Instrumento de
Testeo Universal registrando la resistencia que ejerce la pelicula
y obteniendo finalmente el registro de las curvas tension-
deformacién para cada muestra. A partir de estas curvas, se
determinaron la resistencia a la traccion (TS), la elongacion al
quiebre (EB) y el modulo de Young (E). Los resultados obtenidos
son mostrados en la Tabla 4 A partir de estos resultados, se
puede deducir que a medida que se aumenta la cantidad de
nano-refuerzo en las peliculas, el material toma caracteristicas
mas rigidas ya que se observa un aumento en TS y E. Este hecho
se explica del mismo modo que en el caso anterior. Las grandes
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interacciones existentes entre la matriz proteica y el refuerzo,
crean gran cohesidon en la pelicula, haciendo que presente
mayor resistencia a la traccidn, necesitando mas energia para
poder ser estiradas. De acuerdo a esto, es que en consecuencia
se alcanza también una disminucién en los valores de EB,
tornando el material menos flexible.

Peliculas TS (MPa) EB (%) E (Mpa)
SPI 110+ 020" 6595+ 1776% >89 112
SPI-NCA2% 142+ 022" 5379+402% > ‘31A§ 4.78
SPI-NCA5% 134 +0.07" 5867 +988" 39'42A§ 993
SP::;'/OCA 179+ 0274 3217 +800% 10> E1301

SPZ':;'/OCA 261+026° 41.89 + 8614 1?421:;?

SP‘::;'/OCA 508+048C 2135+1054C  ° ;?é;‘f

Datos seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes
(P=0.05) de acuerdo al test de Tukey

Tabla 4. Resistencia a la traccion (TS), elongacion al quiebre (EB)
y modulo de Young (E) de las peliculas
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En este trabajo, se han sintetizado nanocristales a partir de la
hidrélisis acida de almidon de maiz. Los mismos fueron
caracterizados y utilizados como material de refuerzo para
peliculas de SPI. Se evaluaron propiedades fisicas, estructurales y
mecanicas de las peliculas de acuerdo a la cantidad del refuerzo
agregado. Por otra parte, los distintos agregados de NCA fueron
evidenciados mediante la caracterizacion superficial de las
peliculas.

Respecto a la metodologia empleada de optimizacién y
mejoramiento de las propiedades deficientes de peliculas
proteicas, parece brindar buenos resultados ya que las mejoras
obtenidas mediante la utilizacién de NCA como nano-refuerzos
de las peliculas de SPI en sus propiedades mecanicas (dadas por
un incremento en la resistencia del material de un 462% en
detrimento de una disminucién de un 68% de la elongacion), y
fisicas (dadas por una disminucion del 50% en el hinchamiento y
del 43% en la cantidad de materia soluble en agua), hacen
posible la utilizacidén de este material para variadas aplicaciones,
las cuales resultan inviables a partir del material original
(peliculas SPI). En particular, la utilizacién de estas peliculas
como material de recubrimiento de alimentos parece ser la
aplicaciobn mas apropiada ya que los requerimientos que se
necesitan para la misma como ser inocuo, transparente, inodoro
e insipido, resistente en estado humedo, no hinchable,
impermeable al vapor de agua vy oxigeno, y resistente a la
traccidbn pueden ser satisfechos completamente por estas
peliculas, sumado al hecho de presentar caracteristicas

amigables con el medio ambiente por poseer en su totalidad
componentes biodegradables.
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Resumen

En este trabajo se exhibe el desarrollo de un envase activo
derivado de materiales provenientes de la naturaleza. Para esto,
se prepararon peliculas de proteinas de soja reforzadas con
nanocristales de almidén a las cuales se les agregd B-
ciclodextrina (B-CD) como agente activo. Se logré demostrar
que las peliculas preparadas fueron capaces de secuestrar
colesterol cuando se las pone en contacto con alimentos ricos
en este analito, tal como la leche. Este efecto fue mas marcado
a medida que aumento la cantidad de B-CD en las peliculas.
Este comportamiento demuestra la versatilidad que las peliculas
de proteinas de soja modificadas pueden adquirir. Esta
investigacion establece un precedente importante a tener en
cuenta para la sustitucion de los plasticos tradicionales a base
de petroleo por materiales amigables con el medio ambiente en
aplicaciones tales como revestimiento o contenedores activos
de alimentos.

Palabras clave: Proteinas de soja; nanocristales; peliculas,
colesterol, empaque activo.

Abstract

The development of an active packaging derived from natural
based-materials is presented in this research work. In this, B-
cyclodextrins (B-CD)-containing soy protein-starch nanocrystals
films (SPI-SNC) were prepared. It was demonstrated that the
prepared films were able to sequester cholesterol when brought
into contact with cholesterol rich food such as milk. This effect
was more marked as the amount of B-CD into the films
increased. This behavior demonstrated the versatility that
modified SPI films can acquire. This research establishes an
important precedent to consider the replacement of synthetic
petroleum-based plastics by biodegradable and environmental
friendly materials useful in applications such as active food
coating or active packaging containers.

Keywords: Soy protein; nanocrystals; films, cholesterol, active
packaging.
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El “envasado activo de alimentos” representa una de
lasprincipalesareas de investigaciénenel envasado de alimentos.
Esta rama se ha centrado enel desarrollo de nuevastécnicas
capaces demejorar las propiedades deconservacién y calidad de
los alimentosen funcidn de suinteracciéncon el empaque. Un
envase activo de alimentos representa el grupo de los
materiales destinados a prolongar la vida util o a mantener o
mejorar el estado y la calidad del alimento envasado (Unidn
Europea, 2009). Estos envases se encuentran disefiados para
incorporar intencionalmente componentes que puedan liberar
sustancias en el alimento envasado o en su entorno o puedan
absorber sustancias del alimento o de su entorno. Entre los
sistemas de envasado activo absorvedores de sustancias de los
alimentos o de su entorno, se encuentran los absorvedores de
oxigeno, didxido de carbono, etileno, agua, olores y sabores
desagradables o sustancias indeseables. Dentro de este grupo,
los mas implementados a nivel comercial en la actualidad son
los absorvedores de oxigeno, humedad y etileno, alcanzando el
35, 16 y 47%, respectivamente (Restuccia et al, 2010). Debido a
que en bibliografia se presenta una amplia gama de materiales
activos absorvedores de gases, es que en este trabajo se centré
la atencion en un sistema que sea capaz de absorber sustancias
indeseables contenidas en los alimentos, en particular, el
colesterol.

Una dieta baja en colesterol es recomendada para prevenir
complicaciones médicas como arteroesclerosis, trombosis o
enfermedades cardiovasculares, las cuales son la primera causa

de muerte en el mundo segun la Organizacién Mundial de la
Salud.

Un sistema de envasado activo con la capacidad de captar y
retener colesterol, reduciria la cantidad del mismo desde el
momento del envasado hasta el consumo del producto. Este
sistema elimina la necesidad de procesos de separacidon de
colesterol o grasas, previo al envasado, lo cual representaria
beneficios econdmicos y practicos a nivel industrial.

En literatura existen reportes de sistemas capaces de retener
colesterol, basados en la utilizacion de ciclodextrinas. A nivel de
desarrollo cientifico se encuentran reportes de sistemas capaces
de disminuir la concentracién de colesterol en alimentos como
leche (Alonso et al,, 2009; Lépez-de-dicastillo et al,, 2011; Tahir
et al, 2013), mantecaJung et al, 2005; Kim et al, 2006),
crema(Shim et al, 2003), yema de huevo(Chiu et al, 2004), y
queso(Bae et al, 2008; Han et al,, 2008), sin embargo, ninguno
de estos sistemas se encuentra aln en proceso de desarrollo a
nivel comercial. Estos sistemas pueden ser encontrados en
forma de polvos (Alonso et al.,, 2009; Kim et al., 2006; Shim et al,
2003), esferas (Chiu et al., 2004) o inmovilizados sobre soportes
solidos insolubles (Tahir and Lee, 2013; Tahir et al, 2013).
También se han desarrollado sistemas basados en peliculas
(Lopez-de-dicastillo et al, 2011), sin embargo, adn no han sido
aplicados en peliculas biodegradables de base proteica.

Las ciclodextrinas (CD) son oligosacaridos ciclicos los cuales
constan de seis (a-ciclodextrina), siete (B-ciclodextrina), ocho (y-
ciclodextrina) o mas unidades de glucopiranosa unidas
mediante enlaces alfa-(1,4). La B-CD muestra una estructura
tridimensional de forma cdnica de caracteristicas hidrofilicas en
su exterior y que posee una cavidad cilindrica de 6 a 6,5 A de
diametro de caracteristicas hidrofobicas. La cavidad hidrofébica
que la B-CD posee es capaz de formar complejos de inclusidn
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con una amplia gama de moléculas huésped organicas
principalmente por medio de fuerzas débiles, tales como de
Van der Waals, interacciones dipolo-dipolo, y enlaces puente
hidrogeno, mientras que la superficie hidrofilica posibilita la
disolucién de la CD en agua lo que incrementa las posibilidades
de utilizacion que la misma posee. El colesterol es una molécula
apolar, la cual por su tamafio (cola de 5,42 A de didmetro) es
compatible con el tamafno de la cavidad de la B-CD. En la
literatura es posible encontrar reportes de complejos de
inclusion colesterol / B-CD en proporciones que van de 1:1 a 1:3
(Yamamoto et al, 2005). La principal fuerza impulsora para la
formacién del complejo es la liberacion de moléculas de agua
de la cavidad. Estas se ven reemplazadas por moléculas de
colesterol presentes en la solucién para alcanzar una asociacién
apolar-apolar entre el huésped y el receptor. Ademas, este
reemplazo produce disminucién de la tension del anillo de la
CD que resulta en un estado de energia mas estable (Lopez-de-
dicastillo et al, 2011).En general, en las aplicaciones en las
cuales se utiliza CD en alimentos, se realiza el agregado
directamente a soluciones acuosas para la posterior
precipitacion y separacion de los complejos de inclusién, siendo
estos pasos necesarios para la eliminacién de los compuestos
no deseados del alimento. La alternativa que se desarrolla en
este trabajo contempla la incorporacion de B-CD a una pelicula
para ser utilizada como capa interior en un envase contenedor
de leche. De esta forma, este envase, tendria la capacidad de
captar y retener el colesterol del alimento, reduciendo su
concentracidon en el mismo. Utilizando esta estrategia, se
elimina la necesidad de extraer los complejos de inclusion de la
leche ya que los mismos quedarian soportados en el envase.

2. Parte experimental
2.1. Preparacion de las peliculas SPI-NCA conteniendo B-CD

Para la preparacion de las peliculas se procedié en un primer
momento a la sintesis de los NCA mediante una hidrolisis acida
de almidon nativo de maiz. Para esto, se realiz6 una dispersiéon
acuosa de 22 g de almidén en 150 mL de una solucién 3,16 M
de H,SO,. La reaccidon transcurrid durante 5 dias a 40 °C y 100
rpm. Para la purificacidn los nanocristales, se procedio al lavado
exhaustivo de los mismos con agua hasta obtener pH neutro.
Luego, se los sonicé en un volumen conocido de agua y se los
almaceno en heladera con unas gotas de cloroformo para evitar
el crecimiento bacteriano. Una vez obtenida la dispersion
acuosa de NCA, se procedié a la preparacion de las peliculas
SPI-NCA. Estas fueron obtenidas por el método de “casting”,
para lo cual se dispers6 0,25 g de SPI en 30 mL de agua y se
agregd 100 pL de glicerol (plastificante) (50 % m/m respecto de
SPI). Esta dispersion se agité por 30 min y se agrego la cantidad
necesaria de la dispersion de NCA en agua. Se prepararon
peliculas con 0, 5y 20 % (masa de NCA con respecto a la masa
de SPI) de NCA. Antes de realizar el agregado, se agitd la
dispersion de NCA por 30 min y se sonico por 30 min mas. Una
vez agregado el nanorefuerzo, se agito la dispersion por 30 min
para luegorealizar el agregado de las CD en polvo sobre la
solucion filmogénica. Se prepararon peliculas sin B-CD y con
0,05 g (14% respecto de la masa de SPI), 0,25 g (71,4% respecto
de la masa de SPI) y 0,5 g (143% respecto de la masa de SPI) de
B-CD. Posteriormente se agit6 la solucidn por 30 min mas y se
coloco en capsulas plasticas de petri de 9 cm de didametro y
puestas a secar en estufa a 50 °C por 8 horas. Una vez secas, las
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peliculas fueron retiradas del fondo de las capsulas y
almacenadas a 25°Cy 50% HR para su posterior caracterizacion.

2.2 Ensayos de retencion de colesterol de leche

Con el fin de disminuir la cantidad de colesterol de muestras de
leche entera, se propuso poner en contacto 50 mL de leche con
peliculas SPI-NCA que contenian B-ciclodextrinas (B-CD). En
literatura existen referencias de sistemas similares de peliculas
que contienen ciclodextrinas capaces de alojar en el interior de
sus cavidades moléculas de colesterol y de esta forma producir
la retencién del mismo, disminuyendo la cantidad en el seno
del alimento(Astray et al,, 2009; Lépez-de-dicastillo et al,, 2011).
Para esto, se procedio a la inmersion de las peliculas en agua
destilada por 6 h con el objeto de retirar las CD que puedan no
estar sujetas a la misma. Luego, las peliculas fueron secadas en
estufa a 40 °C por 4 h y esterilizadas bajo ldampara UV por 20
min. Una vez realizado esto, se introdujo las peliculas de 32 cm?
de superficie en un frasco de vidrio junto con 50 mL de leche
entera “La Serenisima” con la precaucién de que las mismas
permanezcan completamente sumergidas en la leche. Estos
ensayos fueron realizados con peliculas SPI-NCA conteniendo 5
y 20% de NCA. A su vez las cantidades de B-CD ensayadas
fueron 0 g (pelicula control); 0,05 g (14% m/m respecto a SPI);
0,25 g (72% m/m respecto a SPI) y 0,5 g (143% m/m respecto a
SPI). Todas las peliculas fueron analizadas por duplicado. Los
frascos fueron cerrados herméticamente, envueltos en papel
aluminio para protegerlos de la luz y almacenados en heladera
a 10 °C por 10 dias. Este tiempo representa el minimo periodo
de interaccidon entre el envasado de la leche y su consumo.
Luego de transcurrido este tiempo, se procedié a cuantificar las
cantidades de colesterol de todas las muestras.

2.3. Ensayos de cuantificaciéon de cantidad de colesterol en
leche

La cuantificacion de colesterol en leche se realizoé siguiendo un
procedimiento descripto en bibliografia (Rendén Marin y Pineda
Orozco, 2010). Para esto, se realizd la saponificacion de
colesterol, una extraccién y la posterior cuantificacién por
cromatografia gaseosa. Se pesaron 0,5 g de leche en un frasco
de vidrio, posteriormente se adicionaron 14 mL de solucidon de
KOH metanolica 1 M, se agitd durante 15 seg y se calentd a 60
°C por 15 min con agitacion constante para favorecer la
reaccion de saponificacion. Para la extraccion, la reaccion se
dejo enfriar a temperatura ambiente, y se adicionaron 3 mL de
agua y 14 mL de hexano. Se agitd nuevamente y se dejo reposar
para posibilitar la separacion de las fases. Se tomo la fase de
interés en un vial para su inyeccion en el cromatégrafo. Se
utilizé un cromatografo de gases Varian 3900 CG con detector
de ionizacidon de llama con sistema autosampler. La columna
utilizada fue una Varian Factor 4 VF-5 ms de 30 m de longitud
por 0,32 mm de diametro y 0,25 uym de espesor de fim. La
composicion de la columna fue de 95/5 de metilsiloxano y fenil
metil siloxano, respectivamente. El programa de temperatura
utilizado partio de 150 °C, aumentando con una rampa de 8 °C/
min hasta 280 °C por 5 min. Con este programa, el pico de
colesterol se registra a los 20 min aproximadamente. La
cuantificacion se llevdo a cabo por el método del estandar
externo. Para esto, se realizd una curva de calibracidon con
concentraciones conocidas de colesterol (0; 1,12; 2,24; 5,6; 16,8;
22,4; 33,6; 44,8 y 56 ppm) y se grafico el area correspondiente a
los picos obtenidos en funcion de las concentraciones de las
mismas.
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Luego, a partir de la inyeccion de las muestras problema, se
determino el area del pico correspondiente al colesterol y se
calculd su concentracidon a través de los datos obtenidos de la
curva de calibracion.

3. Resultados y discusion
3.1. Preparacion de las peliculas conteniendo B-CD

Para el desarrollo de las peliculas retenedoras de colesterol se
utilizaron como base las peliculas SPI-NCA (proteina de soja —
nanocristales de almidén) desarrolladas previamente a este
trabajo ya que uno de los requerimientos consistia en que las
peliculas tuvieran baja solubilidad en agua para mantener las
CD soportadas sobre la misma y evitar de esta forma que las
mismas sean liberadas a la leche. Debido a esto, se utilizaron las
peliculas correspondientes con 5y 20% de NCA (con respecto a
la masa de SPIl), siendo sus TSM 21,6% y 22,8%,
respectivamente. Utilizando éstas como base, se prepararon
peliculas sin B-CD y con 0,05 g (14% respecto de la masa de
SPI), 0,25 g (71,4% respecto de la masa de SPI) y 0,5 g (143%
respecto de la masa de SPI) de B-CD. El aspecto de las peliculas
con B-CD fue similar al que no las contenia, aunque su
opacidad fue aumentando a medida que mayor era el agregado
de B-CD.

3.2. Ensayos de retencion de colesterol de leche

Para los ensayos de retencion de colesterol en leche, se
procedié en un primer momento al acondicionamiento de las
peliculas. Este acondicionamiento consistid en una inmersidén en
agua destilada y posterior secado en estufa con el objetivo de

retirar las CD que puedan no estar sujetas a la misma.Trozos
correspondientes a la mitad de las peliculas preparadas (de 32
cm?) fueron inmersos en leche entera la cual se encontraba
contenida en frascos de vidrio esterilizados. Ademas de los
frascos que contenian peliculas se dispusieron frascos con leche
sin la presencia de peliculas. Los frascos fueron cerrados
herméticamente, envueltos en papel aluminio para protegerlos
de la luz y almacenados en heladera a 10 °C por 10 dias. Un
periodo de anadlisis de 10 dias representa el tiempo minimo de
interaccion que existe entre el alimento y el envase. En realidad,
la leche comercial puede interaccionar hasta un mes con el
envase, ya que este es el tiempo que transcurre por lo general
entre el envasado y el vencimiento de la misma. Luego de los 10
dias, se procedi6 a retirar las peliculas de los frascos de vidrio y
a cuantificar el colesterol presente en cada muestra para
determinar la disminucion de colesterol en cada caso respecto a
las muestras que no estuvieron en contacto con las peliculas.

Al momento de retirar las peliculas de los frascos se observo
que las mismas se encontraban en perfecto estado de
integridad estructural (figura 1).
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Figura 1. Fotografia de las peliculas SPI-NCA conteniendo B-CD
luego de permanecer en contacto con la leche por 10 dias.

La cuantificacion de colesterol en leche se realizd por el método
del estandar externo mediante cromatografia gaseosa siguiendo
un procedimiento descripto en bibliografia (Rendon Marin y
Pineda Orozco, 2010). Para esto, se realizd una curva de
calibracién inyectando en el cromatdgrafo de gases soluciones
de concentracion conocida de colesterol y graficando el area
correspondiente a los pico obtenidos en funcién de las
concentraciones de las mismas. La curva de calibracion obtenida
se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Curva de calibracion para soluciones de concentracién
conocidas de colesterol

Mediante el ajuste a una recta, se determind la pendiente de
719,08 UArea/ppm y la ordenada al origen fue de -429,3161
UArea (unidades de Area).

Una vez realizado esto, se procedid a la determinacién de
colesterol en las muestras de leche. Para este proposito, se
realizd la saponificacion del colesterol, una extraccién y la
posterior cuantificacion por inyeccion en un cromatégrafo de
gases. El area del pico de colesterol de cada muestra fue
determinada como un promedio de las areas correspondientes
de tres inyecciones. Esto fue realizado para evitar fluctuaciones
producidas por el detector del equipo.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.

Disminucién de

P Volumen Colesterol
Pelicula leche (mL) (ppm) colesterol respecto a
PP leche sin tratar (%)
- 50 @47+01" _
SPI - NCA 5% 50 @7+02)" -0,50
SPI - NCA 20% 50 46+02)" 0,15
SPI - NCA 5% - B-CD 14% 50 (4,6 +0,4) " 1,31
SPI - NCA 20% - B-CD 14% 50 4,6 +01" 0,77
SPI - NCA 5% - B-CD 71% 50 (3,7+02)° 20,10
SPI - NCA 20% - B-CD 71% 50 (3,5+£0,3) B 25,76
SPI - NCA 5% - B-CD 143% 50 (28 £0,1) ¢ 40,52
SPI- NCA 20% - B-CD 143% 50 (2,6 £0,0) P 43,30

Los valores correspondientes a una columna seguidos por la misma letra no son
significativamente
diferentes (P 2 0,05) de acuerdo al test de Tukey.
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Tabla 1. Resultados obtenidos de los ensayos de retencion de
colesterol en muestras de leche.

De los resultados obtenidos puede observarse que las peliculas
con 5y 20% de NCA sin el agregado de B-CD (peliculas control),
no produjeron disminucién de colesterol en las muestras de
leche, por lo que concluimos que ningin componente de las
peliculas SPI-NCA, tiene la capacidad de retener colesterol. Para
las peliculas que contienen B-CD en baja proporcion (14 %) se
observan pequefas disminuciones, no significativas, mientras
que peliculas con mayores cantidades de [(-CD, producen
disminuciones muy marcadas, siendo mayores a medida que
mayor es la cantidad de B-CD presente en las peliculas. Esto, nos
indica que la B-CD actia eficazmente como receptor de
colesterol formando un complejo de inclusién entre la cavidad
de la misma y la cola hidrofébica del colesterol. Por otro lado, la
variacién en la cantidad de NCA presente en las peliculas no
afecta significativamente la retencion de colesterol. Solo en el
caso de mayor agregado de B-CD, se observa mayor capacidad
de retencién de colesterol de la pelicula con 20% de NCA
respecto de la de 5%.

El ensayo con peliculas conteniendo cantidades de (-CD
mayores al 143% (que a priori brindaria mayores disminuciones
de colesterol en las muestras de leche) no fue realizado ya que
grandes cantidades de B-CD imposibilitaron la correcta
dispersion de la misma en las peliculas y en algunos casos la
misma formacion de las peliculas.

Los resultados obtenidos se condicen con los consultados en
literatura, donde para peliculas de poli (vinil alcohol) con 20 y
30% de B-CD, se obtiene 6,2 y 83% de disminucién de
colesterol en leche (Lopez-de-dicastillo et al,, 2011).
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La preparacion de peliculas proteicas biodegradables poco
solubles en agua posibilitd el desarrollo de peliculas capaces de
captar y retener colesterol cuando se las puso en contacto con
alimentos ricos en este compuesto. El agente actuante como
secuestrador de colesterol es la B-CD, la cual fue agregada a las
peliculas al momento de la preparacion. Estas peliculas
mostraron ser eficaces en lograr disminucion de colesterol en
muestras de leche entera por simple inmersién en el liquido por
un periodo de 10 dias. Disminuciones de entre el 20 y el 40% de
la cantidad de colesterol fueron obtenidas variando las
cantidades de B-CD presente en las peliculas. Estos resultados
son promisorios para la implementacién de este material, por
ejemplo, como capa interior de un envase multilaminado
contenedor de alimentos grasos como la leche. Ademas, estos
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Resumen: Se prepard una dispersion de poliuretano (PU) y
luego se la utilizd para modificar una mezcla de almidon y
alcohol polivinilico (PVA) con alto contenido de almidén (70%
en peso). Las peliculas se prepararon por casting de las
dispersiones acuosas. El efecto de la relacion de cantidad
PVA/PU en la morfologia, la miscibilidad y las propiedades
fisicas de los materiales resultantes se investigd mediante
espectroscopia infrarroja (FTIR), calorimetria diferencial de
barrido modulada (DSCm), analisis termogravimétrico (TGA),

microscopia electronica de barrido (SEM), rayos X (DRX),
medicién de propiedades mecanicas y permeabilidad al vapor
de agua (WVP). Los resultados muestran que los componentes
de la mezcla almidon/PVA/PU se relacionan a nivel molecular
formando dispersiones sin separacion de fases. También se
estudio la incorporacion de natamicina en pequefas cantidades,
un antifungico natural que es usado actualmente como aditivo
alimentario para el tratamiento de la superficie de quesos duros
y semi-duros por su actividad contra hongos y levaduras; en
este trabajo se presentan algunos resultados preliminares de su
incorporacion al material polimérico. Las peliculas compuestas
resultantes se proponen como recubrimientos en alimentos y en

particular de quesos semiduros durante su etapa de
maduracion.
Palabras clave: almidén, PVA, peliculas biodegradables,

poliuretano, natamicina.

Abstract: A polyurethane (PU) dispersion from raw materials
allowed in the food industry was prepared, and then used to
modify a blend of starch and poly(vinyl alcohol) (PVA) with high
starch content (70 wt. %). The blend films were prepared by
casting the aqueous dispersions of gelatinized starch, PVA and
PU. The effect of PVA/PU ratio content on the morphology,
miscibility and physical properties of the resulting materials was
investigated by infrared spectroscopy, modulated differential
scanning calorimetry (MDSC), thermogravimetric analysis (TGA),
scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction analysis
(XRD), and measurements of mechanical properties and water
vapor permeability (WVP). The results show that starch/PVA can
be blended with polyurethane at molecular level forming blends
without phase separation. The occurrence of hydrogen bonding
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interaction between starch/PVA and PU plays a key role in the
improvement of the material performance. The incorporation of
PU into the starch/PVA matrix leads to an improvement of 100%
in elongation at break. We also studied the incorporation of
natamycin at 1 %, a natural antifungal agent used as a food
additive for the surface treatment of hard and semi-hard
cheeses because of its activity against yeasts and moulds; in this
work we present some preliminary results.

Keywords: starch, PVA, biodegradable films, polyurethane,
natamycin.
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Hoy en dia existe una tendencia creciente de utilizar polimeros

naturales por las caracteristicas de ser renovables,
biocompatibles, biodegradables y en muchos casos
econdOmicamente viables. En particular los almidones

provenientes de diferentes fuentes han sido empleados para
elaborar recubrimientos para alimentos. Sin embargo requieren
de la adicion de plastificantes para reducir la rigidez y tendencia
al agrietado. Una practica comun es la incorporacion de glicerol
o alcohol polivinilico (PVA) o combinaciones de ellos (Jayasekara
et al 2003, Khan et al 2006). Sin embargo la plastificacién por
glicerol es temporaria y puede migrar hacia el alimento. El PVA,
por su parte, es un polimero de amplio uso en la industria por
ser no-toxico, soluble en agua, biocompatible y biodegradable
con resistencia quimica y propiedades fisicas excelentes. La
plastificaciéon empleando PVA como unico plastificante requiere
de la incorporacion de cantidades importantes, que supera en
algunos casos el 50 % p/p.

Algunos polimeros de alto peso molecular pueden actuar
también como plastificantes, ya que por su baja movilidad se
reduce el proceso de migracién (Pedersen et al 2008).

La natamicina (también llamada pimaricina) es un antifungico
natural y es usado como aditivo alimentario para el tratamiento
de la superficie de quesos duros, semi-duros y semi-blandos por
su actividad contra hongos y levaduras (Delves-Broughton et al
2005, Stark y Tan 2003).

En este trabajo se propone reemplazar parte del PVA, por un
poliuretano de muy baja temperatura de transicion vitrea, de tal
manera que pueda actuar como plastificante en pequefas

cantidades o proporciones y lograr peliculas conteniendo como
minimo 70 % p/p de almidon, incluyendo natamicina para
obtener peliculas con actividad antifungica.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Se empled almiddn de maiz (Maizena, Unilever, Argentina), PVA
(PM 13.000-23.000, 98% hidrolizado, Sigma-Aldrich, Argentina)
y un poliuretano sintetizado a base de diisocianato de
difenilmetano hidrogenado (H12MDI, Desmodur W, Bayer) y
polipropilenglicol, Mn 2000 (PPG 2000, Voranol 2120, Dow). Se
utilizé una preparacion comercial de natamicina que contiene
50% p/p de NaCl (Delvocid®, DSM Food Specialties, Argentina).

Métodos
Preparacion de las dispersiones acuosas

La dispersion de almidon gelatinizado se prepard a partir de
almidén en polvo al 3% en agua a 90°C durante 1 hora con
agitacion magnética.

La dispersidon acuosa de poliuretano se sintetizo siguiendo la
técnica del prepolimero (Pardini y Amalvy 2008), empleando en
este caso un poliol de peso molecular 2000 (PPG2000).

EL PVA se disolvio en agua a 90 °C durante 24 horas con
agitacion magnética.

Preparacion de las mezclas y peliculas

A la dispersién acuosa de poliuretano se le adiciond mediante
goteo constante, la solucion acuosa de PVA y la dispersién de
almidon. La dispersion obtenida se dejo agitando por 30
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minutos. Las dispersiones acuosas fueron depositadas en placas
niveladas de Teflon® y se dejé evaporar el agua a 25 °C. La
pelicula asi formada se retird y corto6 para los diferentes ensayos.
Las peliculas fueron preparadas conteniendo 70 % p/p de
almidon y 30 % p/p de los polimeros plastificantes PVA y PU en
relaciones variables. En este trabajo se discuten los resultados
de los sistemas (Almidon/PVA/PU): 70:25:05; 70:20:10 y 70:15:15.

Espectroscopia FTIR

Los espectros FTIR de transmisidon y ATR fueron tomados con un
espectrofotometro Nicolet 380, entre 4000 y 650 cm™ con una
resolucién de 4 cm™' y 64 barridos. Los espectros de ATR fueron
corregidos acordemente.

Calorimetria diferencial de barrido modulada

Las curvas MDSC se obtuvieron empleando un calorimetro DSC
Q 200 con N, como gas de purga con un caudal de 30 mlmin™,
una velocidad de calentamiento de 2,5°C.min™", una modulacién
sinusoidal con amplitud de 1°C y un periodo de 60 seg. El rango
de temperatura fue de temperatura ambiente a 150°C. Las
temperaturas de transicion vitrea se determinaron empleando el
punto de inflexion en la sefal de flujo de calor reversible (RHF).

Analisis termogravimétrico (TGA)
El analisis termogravimétrico de los materiales se llevd a cabo

con un equipo Shimadzu TGA-50. Los estudios se realizaron en
modo dindmico a una velocidad de calentamiento de 30°C.min™

desde 20°C hasta 550°C, bajo una atmosfera inerte de N, con un
caudal de 30 mlmin™'. Se determiné la temperatura inicial de
descomposicion (TDI) y el porcentaje de agua residual y masa
remanente a 540 °C.

Propiedades mecanicas de traccion

Los perfiles mecanicos (curvas de tensidén—-deformacion) se
obtuvieron mediante el uso de un texturometro TA.XT2i-Stable
Micro Systems (Inglaterra). Se cortaron peliculas de 10 x 0,7 cm y
se ensayaron al menos 10 peliculas para cada formulacion. El
moddulo de elasticidad (moédulo de Young, MPa) se calculd segun
ASTM D882-00 (2001), y también se calcularon las tensiones
maximas y la elongacion maxima.

Permeabilidad al vapor de agua

El coeficiente de permeabilidad al vapor de agua de las peliculas
fue determinado gravimétricamente a 13°C segun el método de
ensayo ASTM E96-95 (Standard Test Methods for Water Vapor
Transmission of Materials), utilizando celdas con una superficie
libre para el pasaje del vapor de 18,85 cm® En el interior de las
celdas se utilizé como desecante silica gel granulado logrando
un 10% de humedad relativa. Las celdas fueron colocadas
dentro de un desecador mantenido una humedad relativa
constante de aproximadamente 80%, obtenida con una solucion
saturada de cloruro de amonio. Se eligieron estas condiciones
ya que son las que se utilizan para la maduracidon de quesos
duros segun el Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI),
Argentina. Las celdas, una vez alcanzado el equilibrio, fueron
pesadas diariamente, con balanza analitica, durante siete dias.
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Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se utilizé6 un microscopio FEI — Quanta 200 (Holanda), en el
modo alto vacio (Hi-Vac). Las peliculas fueron previamente
metalizadas, para evitar problemas de carga en las mismas. Las
peliculas fueron observadas superficialmente y
transversalmente. En este Ultimo caso se realizd la fractura de la
pelicula sumergiéndola previamente en nitrégeno liquido. El
voltaje de trabajo fue de 20 KeV y la corriente de emision de
alrededor de 100 pA.

Analisis de difraccion de rayos X (DRX)

El analisis de difraccion de rayos X de las peliculas se realizoé un
equipo PANalytical, modelo X'Pert PRO. Las muestras fueron
irradiadas con radiacién Cu Ka de 1.5403 A usando 40 mA y 40
kV. Los difractogramas se obtuvieron en el rango de 3 —40° / 26
con una velocidad de escaneo de 0.0044°/s.

RESULTADOS Y DISCUSION
Apariencia optica

La apariencia Optica de las peliculas depende de su
composicion. Los films de almiddn puro son opacos y fragiles.
Las peliculas almidén/PVA 70/30 tienen buena transparencia y
las que contienen PU presentan buena transparencia y
flexibilidad.

Las peliculas con natamicina son translicidas, indicando cierta
segregacion y causando dispersion de la luz. Los films con

mayor contenido de PU no son totalmente homogéneos (Figura

1).

T0/25/5 1% natamicina

m 1% natamicina Q

T0/15/15 1% natamicina
Figura 1: Fotografias 6pticas de peliculas de almidon/PVA/PU
con 1% de natamicina.

3

Espectroscopia FT-IR

El espectro del almidon muestra bandas tipicas por debajo de
los 1500 cm™, en donde las vibraciones de las moléculas de
glucosa dominan (Kizil et al 2002). Estas bandas se atribuyen a
la contribucion de tres modos de vibracion principales:
stretching C-O, deformacién C-O-H y bending.
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Figura 2: Espectros FTIR de peliculas almidon/PVA 70/30 (1),
almidén/PVA/PU 70/25/5 (2) y almidon/PVA/PU 70/15/15 (3) en
la regién de la banda de C-O.

En la region C-O hay un incremento de la intensidad de la banda
a 1022 cm™" lo que indica una zona de caracteristicas mas
amorfas y evidencia la plastificacion de las mezclas cuando se
incluye PU (ver propiedades mecanicas), lo cual refuerza la
teoria de que las cadenas de PU modifican las propiedades de
los enlaces de hidrégeno (Figura 2).

Los cambios de intensidad y posicion de las bandas de los
espectros FTIR observados sugieren que existen interacciones de
las cadenas de PU con los grupos —OH del almidén y del PVA, lo
que contribuye a la miscibilidad de los 3 componentes de la
mezcla (Benmerad et al 2011). Al incluir natamicina, las bandas

caracteristicas de este compuesto se observan a 1715 cm™
(stretching C=0) y a 1106 cm™' (vibracion asimétrica C-OH) al
mismo numero de onda que para el compuesto puro. Sin
embargo, también se observan nuevas bandas a 1534, 1452 y
1373 cm™, las cuales indican ciertas interacciones con la matriz
polimérica. Cuando esta presente una mayor proporcion de PU,
se favorece la migracion de la natamicina hacia la cara aire
durante la formacion de la pelicula, como se puede ver en los
resultados de ATR-FTIR (datos no mostrados). Las interacciones
competitivas entre las cadenas de PU con el almiddén/PVA o la
natamicina son las probables responsables.

Calorimetria diferencial de barrido modulada

En la Figura 3, la componente reversible del flujo de calor (RHF)
obtenida de la curva MDSC de la mezcla almidon/PVA 70:30
muestra dos transiciones vitreas asociadas al PVA (55°C) y al
almidén (79 °C). Estos valores son los mismos que para los
componentes puros, indicando que se obtiene una mezcla fisica
(Hourston y Mo Song 2006). Al incorporar PU ambas
transiciones dejan de observarse, lo que indica que el PU
perturba las interacciones entre cadenas.
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Figura 3: Flujo de calor reversible para las peliculas de
diferentes composiciones.

Analisis termogravimétrico (TGA)

En la Tabla 1 se presentan los valores de agua residual, de TID y
el residuo a 540°C. Al reemplazar parte del PVA por PU, se
observa una ligera disminucion del agua residual, debido a la
baja hidrofilicidad del PU. Un comportamiento similar fue
observado por Lu et al (2005). La TID y el residuo a 540 °C es
practicamente constante dentro del error experimental.

Tabla 1: Agua residual, temperatura inicial de descomposicion

(TID) y residuo a 540°C.

Agua
Composicion de residual (% Residuo”
pelicula p/p) TID(°C)* (% p/p)
Almidén/PVA 70/30 10,1 2355 14,5
Almidon/PVA/PU 9,8
70/25/5 240,0 17,2
Almidon/PVA/PU 8,7
70/20/10 236,0 15,3
Almidén/PVA/PU 85
70/15/15 236,5 15,4

*TID: posterior a la pérdida de agua.
#Residuo a 540 °C.
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Propiedades mecanicas

La tension maxima y el modulo elastico para almidén,
almidon/PVA y almidon/PVA/PU con diferentes composiciones
(70/25/5, 70/20/10 'y 70/15/15) no mostraron cambios
importantes. La mezcla con PVA/PU 20/10 mostré una tensiéon
maxima mas elevada que las demas (datos no mostrados).

Los resultados de elongacion maxima se muestran en la Figura
4; la relacion PVA/PU 25/5 es la que muestra el mayor valor (2,4
%).
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Figura 4: Elongacién maxima de almidén puro, almidén/PVA y
almidon/PVA/PU.

Al aumentar el contenido de PU, la elongacion maxima
disminuye ligeramente seguramente por el menor contenido de
agua, pero los valores son de todas maneras mayores que para
la formulacién almidon/PVA 70/30, lo que indicaria que el PU es
un plastificante efectivo.

Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

La WVP de las peliculas de almidén/PVA 70/30 vy
almidon/PVA/PU con diferentes relaciones de PVA/PU fueron de
alrededor de 0,08 (+0,02).10"".g.s".m™".Pa™. Este valor es mucho
menor que para almidén puro (17,66 (+ 2,97) .10 g.s'.m™".Pa™)
(Garcla et al 2009).

Microscopia diferencial de barrido (SEM)

Las imagenes de SEM (Figura 5) de las secciones de crio-fractura
muestran superficies lisas en general.
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Figura 5. Microscopia electronica de barrido a 5000x. Cortes
transversales. Escala: 20 um.

Analisis de difraccion de rayos X

Los patrones de rayos X de las peliculas preparadas en este
trabajo se muestran en la Figura 6.

70/16/15

70/20/10

Intensidad (a.u.)

70/25/05

70/30/0

20¢)

Figura 6: Patrones de difraccion de rayos X de las peliculas.

En el almidon gelatinizado, las cadenas glucosidicas se
encuentran mayormente en estado amorfo (baja cristalinidad)
por lo que los espectros de rayos X del almidon son bastante
ruidosos (Frost et al 2009). Segun lo establecido por Wu et al
(2004), los XRD del almidén de maiz presentan picos a 14.88,
17.08, 17.98, 19.98, and 22.78°. Los patrones de rayos X de las
peliculas de almidon/PVA:70/30 y almidon/PVA/PU:70/25/5
muestran los picos del almidén a 14° and 17° aproximadamente,
mientras que para las peliculas de almidén/PVA/PU:70/20/10 y
almidon/PVA/PU:70/15/15 estos picos no fueron visibles, lo cual
estaria indicando cambios en la cristalinidad y/o la estructura
cristalina al incrementar la cantidad de PU.
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El agregado de pequenas cantidades de PU (menos de 15% en
peso), cambia significativamente las propiedades de la mezcla
de almidon gelatinizado y PVA debido a las interacciones de los
tres componentes a través de enlaces puente de hidrogeno. Las
mezclas resultantes dan peliculas con una fase continua y
mejores propiedades fisicas.

Cuando se incorpora natamicina a la matriz, los resultados
preliminares obtenidos muestran una migracién preferencial a la
fase aire. Las peliculas se proponen como potenciales
recubrimientos para la superficie de quesos durante el proceso
de maduracién.
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Resumen: Se analizd6 el efecto del escaldado y de la
deshidratacién osmoética, empleando diferentes azlcares, sobre
las propiedades fisicas en discos de pera deshidratados en
corriente de aire. Se emplearon infusiones secas con sacarosa y
glucosa, con o sin escaldado previo al proceso de secado,
mezclados con agentes antimicrobianos y antioxidantes, a dos
actividades de agua (aw = 0,83 y a, = 0,93). Luego se llevo a
cabo la deshidratacion final por secado convectivo (T,ie = 60 °C,
HR= 10 %, tiempo = 4 h). Las peras deshidratadas se
humidificaron luego entre 11y 90% HR a 20°C para determinar

las isotermas de sorcion. Después de la equilibracion de las
muestras, se determin6 la temperatura de transicion vitrea (Tg)
por DSC y los tiempos de relajacion T,asociadosa la movilidad
molecular de los sélidos y del agua por RMN. De acuerdo a los
resultados obtenidos se puede afirmar que la deshidrataciéon
osmoética utilizada como paso previo al proceso de secado
convectivo permite reducir la capacidad de adsorcién de agua y
la movilidad molecular, lo que contribuye a una mayor
estabilidad de los productos.

Palabras Clave: peras, deshidratacion osmética, propiedades
fisicas

Abstract: The effect of blanching and/or osmotic dehydration
pretreatments on the physical properties of dehydrated pear
discs was analyzed. Dry infusions were prepared using sucrose
or glucose as humectants, mixed with antimicrobials and
antioxidants to reach two different a, values (0,83 and 0,93).
Then, a traditional convective drying (T =60 °C, RH = 10%, t = 4
h) was carried out. Dried samples were then humidified from 11
to 90% RH at 20 °C for determination of sorption isotherms.
After equilibration samples were analyzed for glass transition
temperature (Ty) and relaxation times (T,) related to molecular
mobility of water and solids. According to the obtained results,
the application of a sugar infusion treatment (osmotic
dehydration) prior to convective drying allowed to reduce water
sorption capacity and molecular mobility, which contributes to
obtain more stable products.

Keywords: pears, osmotic dehydration, physical properties.
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La utilizacion de tratamientos previos a los procesos de
conservacion de frutas permite la obtencidn de productos con
caracteristicas organolépticas mas similares a la de los
productos frescos originales. En métodos tradicionales de
conservacién como el secado convectivo, un escaldado previo
tiene como funcion principal inactivar las enzimas responsables
del pardeamiento enzimatico. Una deshidratacién osmotica
(también llamada “infusidon con azucares” o "impregnacion con
solutos”) puede afectar significativamente los intercambios de
agua y solutos, permitiendo la depresion parcial de la actividad
de agua de la fruta antes de pasar a la etapa final de
deshidratacion. Se consiguen asi productos mas dulces y con
mejores atributos de calidad que los obtenidos sin pre-
tratamientos (Alzamora et al 1998, Torregiani y Bertolo
2002).Durante las ultimas décadas estos pre-tratamientos han
sido ampliamente utilizados dentro de tecnologias combinadas
de procesamiento, en las que la aplicacién de una serie de
factores de conservacidn permiten lograr cambios controlados
en las propiedades organolépticas, nutricionales y sensoriales de
los productos. La busqueda de alternativas de procesamiento de
pera radica en la necesidad de nos sélo diversificar la
produccion industrial a partir de esta fruta, sino también de
reducir las pérdidas postcosecha y de superar los picos
estacionales de produccion.

La comprension de los datos de sorcion de humedad es
esencialpara muchos aspectos en relacidon con la tecnologia de
los alimentos, tales como la selecciéon de los materiales de
embalaje, el secado y el disefio de procesos de concentracion,
ast como de opcion de parametros de almacenamiento

adecuados. La complejidad que involucran los sistemas de
alimentos, requieren necesariamente de una determinacién
experimental de las isotermas de sorcion cuya forma esta
afectada principalmente por la estructura y la composicién del
material alimenticio (Maftoonazad 2010). Varios autores han
analizado los conceptos de actividad de agua conjuntamente
con las temperaturas de transicion vitrea (Tg) con el fin de
evaluar la estabilidad de alimentos, proporcionando asi un
enfoque integrado del papel del agua en los mismos (Mard et a/
2013). Es sabido que un material no cristalino puede existir en el
estado vitreo o en el estado liquido sobre-enfriado (gomoso)
dependiendo de la temperatura y de la presencia de agua. El
cambio entre estos dos estados, se conoce como transicion
vitrea. Una interesante aplicacion del estudio de la transicion
vitrea es el entendimiento de los cambios que pueden ocurrir
durante el procesado y el almacenamiento de los alimentos y
que dependen fundamentalmente de la movilidad del agua y de
los biopolimeros que los constituyen (Nelson y Labuza 1994).
Por ejemplo el fendmeno de colapso es la resultante de un
cambio en la viscosidad, y provoca cambios estructurales,
pegajosidad, apelmazamiento y pérdida de porosidad (White y
Cakebread 1966, Bellows y King 1973, Tsourouflis et al 1976, To
y Flink 1978 a 'y b, Flink 1983, Levine y Slade 1988, Slade y Levine
1991).

Por su parte, la movilidad molecular se puede estimar mediante
los tiempos de relajacion de la magnetizacidn nuclear (H' RMN).
El experimento de RMN consiste en inducir la transicion entre
niveles de energia correspondientes a la magnetizacién de
nucleos atomicos. Luego de la excitacion, los espines de los
nucleos retornan al estado de equilibro por procesos de
transiciones no radiactivas, llamados en conjunto procesos de
relajacion (Colquhon y Goodfellow 1994). La relajacion espin-
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espin se realiza a través de nucleos vecinos. Esta relajacidon
generalmente es un proceso de disminucién exponencial de
primer orden que se relaciona con un tiempo de relajacion T,.
Para solidos cristalinos o liquidos muy viscosos el fendbmeno de
relajacion espin espin es mas eficiente y los tiempos son muy
pequefios (10s). Cuanto menor es la viscosidad de la muestra
mas largos son estos tiempos.

En frutas osmodeshidratadas, los cambios fisicoquimicos que
pueden ocurrir durante las distintas etapas de procesamiento
requiere necesariamente del analisis integrado de las
propiedades de sorcidon de agua, de la movilidad del agua y de
los sélidos presentes y del conocimiento del estado fisico de la
matriz vegetal.La evaluacidon de estas propiedades resulta de
gran importancia no so6lo para el control de calidad del
producto,sino también como herramienta para el analisis de
procesos con vistas a definir, ajustar u optimizar la tecnologia
adecuada a cada matriz vegetal.

El objetivo de este trabajo entonces analizar el efecto del
escaldado y de la deshidratacién osmética, empleando
diferentes azucares, sobre las isotermas de sorcion de agua, las
temperaturas de transicion vitrea (Tg) y la movilidad molecular
(T») en discos de pera deshidratados por corriente de aire.

MATERIALES Y METODOS

Materia Prima: Se trabajé con peras frescas (var. Packham’s
Triumph) de humedad 85,14 % (p/p, b.h.), aw = 0,97 y contenido
de azUcares 14 °Brix, almacenadas a 4° C hasta el momento de
su utilizacién. Las peras fueron lavadas y cortadas en discos de 3
cm de didmetro y 0,6 cm de espesor.

Pretratamientos:

Escaldado (E). por exposicion a vapor de agua en ebullicion (1,5
min) y posterior enfriamiento en agua a 4 °C (1,5 min) con el fin
de inactivar las enzimas responsables del pardeamiento
enzimatico.

Infusion seca (IS). se realizaron tratamientos de deshidratacion
osmotica utilizando sacarosa (ISs) y glucosa (ISg) como
humectantes a presion atmosférica. Para ello, los trozos de fruta
fueron colocados en una mezcla del humectante seco, con
agentes antioxidantes y antimicrobianos (sorbato de potasio,
bisulfito de sodio). Los sistemas fueron preparados para alcanzar
luego de la equilibracion (igualdad de ay entre la fruta y el
jarabe) a distintas actividades de agua (0,83 y 0,93).

Tratamientos combinados (E+/Ss, E+/Sg). las frutas fueron
sometidas a distintas combinaciones de IS (aw, tipo de
humectante) con y sin escaldado previo. A saber: a) ISs1:
infusién con sacarosa (ayw = 0,83), b) E + ISs1: escaldado vy
posterior infusion con sacarosa (ay = 0,83), ¢) ISs2: infusidon con
sacarosa (ayw = 0,93), d) E + ISs2: escaldado y posterior infusién
con sacarosa (aw = 0,93),e) ISg2: infusion con glucosa (aw = 0,93),
f) E + 1Sg2: escaldado y posterior infusion con glucosa (ay =
0,93).

Secado: Todos los frutos, tanto el control (C) como pretratados,
fueron deshidratados por conveccion durante 4 hs en un
secadero piloto a una T = 65°C, con una velocidad de aire 4 m/s
y a una humedad relativa de 6 %. Las curvas se obtuvieron por
duplicado.

muestras se
relativas en

Humidificacion: Luego del secado las
humidificaron a 20°C a distintas humedades
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presencia de soluciones salinas saturadas en un rango de 11 a
90 % HR (Greenspan 1977).

Determinacion del contenido de agua: se realizé por
diferencia de peso antes y después de secar las muestras en una
estufa de vacio a 60°C en presencia de un agente desecante.

Determinaciéon de transiciones térmicas: las transiciones
vitreas se determinaron por calorimetria diferencial de barrido
(valores onset) empleando un calorimetro DSC 822e Mettler
Toledo (Schwerzenbach, Switzerland). El instrumento se calibro
con indio (156,6°C), plomo (327,5°C) y zinc (419,6°C). Las
mediciones se realizaron a 10°C/minuto en capsulas de aluminio
selladas (empleando como referencia una capsula vacia y
perforada). Los termogramas se evaluaron con el programa
Mettler Star®.

Estimacion de la movilidad molecular: se utilizo la técnica de
resonancia magnética nuclear ("H-NMR) resuelta en el tiempo
para estimar la movilidad molecular de los solidos y del agua de
las muestras. Se empled un equipo Bruker Minispec mg20 (20
MHz) (Bruker Biospin GimbH, Rheinstetten, Alemania). Los
tiempos de relajacion espin-espin (T,) se midieron utilizando el
método de libre decaimiento de la induccion (FID) luego de
aplicar un pulso de 90°. Las curvas de decaimiento se ajustaron
con un modelo mono-exponencial segun la siguiente ecuacion:

| = Aexp (-t/T,) Donde: | representa la sefial de intensidad de

los protones, T, corresponde a los protones de las cadenas
poliméricas de la muestra y A es la sefial de intensidad de los

protones en el estado T, Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestran las isotermas de sorcidon de agua
obtenidas a 20°C para peras control y pretratadas con infusién
seca y tratamientos combinados. Las peras control (sin
pretratamiento) presentaron una mayor retencion de agua hasta
una ay = 0,73 en comparacion con las peras pretratadas. Cuando
el a, supera el valor de 0,75, se observa un comportamiento
similar en todos los casos. Las infusiones con glucosa
adsorbieron una mayor cantidad de agua que aquellas con
sacarosa hasta una a,, = 0,56. A partir de ese valor, la adsorcion
de agua fue similar en todas las muestras.

El escaldado usado habitualmente para prevenir la pérdida de
sabores y cambios de color debido a la reacciones enzimaticas y
para disminutr la carga inicial de microorganismos, no tuvo un
efecto sobre la capacidad de adsorcién de las muestras, tanto en
la fruta control como en las pretratadas.

Los conceptos de actividad de agua (ay) y de transicion vitrea
(Tg) que son complementarias tienen sus respectivos limites: la
actividad de agua es una propiedad termodinamica ligada a la
disponibilidad de agua y se define en el equilibrio. Los
alimentos, por otra parte, son en su mayoria heterogéneos en su
composicion y pueden no estar en un estado de equilibrio,
mientras que la temperatura de transicién vitrea se refiere a la
movilidad molecular relativa de agua entre los estados vitreos y
gomosos. Por lo tanto, los cientificos han relacionado ambos
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conceptos para establecer criterios de estabilidad unificados
para los alimentos. (Rahman, 2010).

180 4
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120 -+
100
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Figura 1. Isotermas de sorcion a 20°C de peras control y
pretratadas con infusion seca y tratamientos combinados

Como se aprecia en la Tabla 1 las Tg tuvieron un claro
descenso con el aumento de ay, llegando en todos los casos a
valores cercanos a -75°C a una au= 0,75. Todas las muestras se
encontraban en estado sobreenfriado a temperatura ambiente,
lo cual se condice con el aspecto blando de las mismas. Los
valores de T4 fueron mas elevados en las muestras pretratadas,
lo cual se condice con los valores de humedad menores que los
observados en las muestras control (Figura1).

Con la finalidad de estimar la movilidad molecular de los solidos
y del agua presente en las muestras a diferentes actividades de
agua, se determino el tiempo de relajacion transversal (espin—
espin) T, (Figura 2). Este estudio se realizo a valores de a,, a los
que se podrian almacenar los productos estudiados. Los valores
de T, calculados a partir del método FID se atribuyen a la
relajaciéon de los protones presentes en los solidos y a las
moléculas de agua asociadas fuertemente mediante puentes de
hidrogeno a la matriz sélida (Kalichevsky et al. 1992, Ruan et al.
1999, Rugraff et al 1996, Choi y Kerr 2003). Se observé un
aumento de los valores de T, con el aumento de a,,
particularmente en las muestras control y escaldadas e
infusiones con glucosa. Los pretratamientos con deshidratacién
osmotica redujeron significativamente los valores de T,. Las
muestras pretratadas con infusién seca con glucosa (ISg)
presentaron valores de T, mayores que las pretratadas con
sacarosa (ISs), posiblemente debido a que la glucosa, al ser una
molécula de menor tamafo tenga mayor movilidad que la
sacarosa y ademas, las infusiones con glucosa adsorbieron mas
agua que aquellas con sacarosa en el rango de a,, analizado.
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Tabla 1. Ty vs a,, para muestras de peras secadas en
aire sometidas a diferentes pretratamientos. C: control, E:
escaldada, IS: infusion seca.
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Figura 2: Tiempos de relajacién T, obtenidos por 'H RMN en
funcion de a,, para muestras de peras secadas en corriente de
aire sometidas a diferentes pretratamientos: C: control, E:
escaldada, IS: infusion seca.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, la aplicacién de un
tratamiento de infusion previo al proceso de secado permitid
reducir la capacidad de sorcibn de agua y la movilidad
molecular, contribuyendo posiblemente a obtener productos de
mayor estabilidad frente a las reacciones de deterioro. La
incorporacion de azlcares ademas resultd beneficiosa desde el
punto de vista organoléptico de los productos obtenidos.
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Resumen

El quitosano (Q) es un polielectrolito catidonico capaz de
interactuar con un anidén multivalente como el tripolifosfato
sodico (TPP) para formar redes entrecruzadas. Por gelificacién
ionotrépica es posible obtener nanoparticulas que pueden
funcionalizarse mediante la inclusion de acido galico (AG). Los
objetivos fueron: desarrollar sistemas activos a base de Q con
micro y nanoparticulas cargadas con AG, caracterizar sus
propiedades, estudiar y modelar el perfil de liberacion del
compuesto activo. El potencial zeta de las suspensiones fue de
43,5y 255 mV mientras la eficiencia de encapsulacion fue del
66,6 y 42,2%.

Las peliculas de Q conteniendo AG y con nanoparticulas
conteniendo AG, Q+AG resultaron ser coloreadas, con buena
integridad estructural evidenciada por SEM. La solubilidad de los
nanomateriales activos fue menor en relacion al control. En los
espectros FTIR de las muestras modificadas con AG y TPP se
observd un corrimiento y una menor definicién del pico a 1328
cm™’, evidenciando la interaccion de ambos compuestos con el

polimero. La velocidad de liberacidon del compuesto activo de las
nanomatrices fue mas lenta desde Q+AG. La funcionalizacién
fue positiva desde el punto de vista de la regulacion del
procesoextendiendo los tiempos de liberacion y permitiendo
disefiar materiales para aplicaciones especificas.

Palabras claves: tripolifosfato sodico, acido galico, gelificaciéon
ionotrépica, perfil de liberacion

Abstract

Chitosan (Q) is a cationic polyelectrolyte capable of interacting
with a multivalent anion such as sodium tripolyphosphate (TPP)
to form ionic cross-linked networks. Micro and nanoparticles,
obtained by ionotropic gelation between Q and TPP can be
functionalized by including gallic acid (GA). The objectives were:
to develop active Q-based systems with AG-loaded
nanoparticles, characterize matrix properties, study and model
the release profile of the active compound. The zeta potential
(ZP) of the formed suspension showed a value of 43,5y 25,5 mV
while the encapsulation efficiency turned out to be 66,6 y 42,2%.
Q films with nanoparticles containing GA and control films
Q+GA were colored, with good structural integrity evidenced by
SEM. The solubility of the active nanomaterials was lower than
the control one. In the FTIR spectra of modified samples with
TPP and GA, the peak at 1328 cm™' showed a shift and a minor
definition, making clear the interaction of both compounds with
the polymer. The release rate of the active compound from the
matrices obtained by the inclusion of nanoparticles was slower
than from control films Q+AG. The functionalization was positive
from the point of view of the process control, extending the
release period and allowing designing materials for specific
applications.
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El disefio y aplicaciobn de matrices para la vehiculizacion,
regulacion y dosificacidon controlada de compuestos activos es
uno de los aspectos de mayor relevancia en el desarrollo de
materiales activos. Se han utilizado matrices con diferentes
funcionalidades para la dosificacion de diversos componentes
activos; empleando polimeros de naturaleza sintética, como de
origen natural (Hu et al 2014). El quitosano (Q) es un
polielectrolito catidnico obtenido por desacetilacién de la
quitina, la cual es el segundo biopolimero mas abundante del
planeta (Friedman et al 2010). El tripolifosfato sddico (TPP) es
un anion multivalente capaz de interactuar con el Q para formar
redes iOnicas entrecruzadas a través de un método denominado
gelificacion ionotrépica, el cual permite obtener micro vy
nanoparticulas activas a base de Q (Calvo et al 1997). Estas
interacciones son posibles ya que el Q posee en su estructura
grupos amino libres los cuales son altamente reactivos,
permitiendo modificar la funcionalidad del polimero (Bodnar et
al 2010). Las particulas formadas han sido funcionalizadas para
ser utilizadas como vehiculos de distintos componentes activos
(Gopalakrishnan et al 2014) y (Honary et al 2014).

En este trabajo se desarrollaran materiales activos aprovechando
las propiedades antes mencionadas para encapsular acido galico
(AG) por tratarse de un compuesto con demostrada capacidad
antioxidante. Esta actividad se atribuye a la presencia de grupos
OH unidos al anillo bencénico de la estructura del AG, que
poseen una muy baja entalpia de union con el anillo, lo que les
confiere la capacidad de ser considerablemente reactivos ante
compuestos radicalarios (Pasanphan et al 2008).

Schreiber (2012) estudié la capacidad antioxidante de matrices
de Q modificada con AG, materiales que presentaron optimas
propiedades bactericidas y antioxidantes para ser aplicados en
alimentos.

Los objetivos del presente trabajo fueron:

) desarrollar sistemas activos a base de Q con micro y
nanoparticulas cargadas con AG incluidas en dicho
soporte;

i) caracterizarlas propiedades de las matrices obtenidas

desde el punto de vista estructural y fisico-quimico;
i) estudiar y modelar matematicamente el perfil de
liberacidn del compuesto activo incorporado.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos:

El Q utilizado fue proporcionado por Polymar Ciéncia e Nutricdo
(Fortaleza, Brazil). También se utilizaron acido galico (AG) de
grado analitico, tripolifosfato de sodio y acido acético
proporcionados por Anedra (Buenos Aires, Argentina).

Sintesis de particulas

La sintesis de las particulas fue realizada siguiendo una
modificacién del método propuesto por Calvo et al (1997). Las
particulas se obtuvieron, por goteo desde bureta, de una
solucién acuosa de TPP al 2% (p/v) a una solucion polimérica
conteniendo Q (2% p/p en acido acético al 2% v/v) y AG. Una
vez terminado este proceso, las suspensiones se
homogeneizaron durante 10 minutos a 13.500 rpm mediante un
equipo Ultraturrax T-25 (Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik,
Alemania).
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Las formulaciones elegidas para realizar la sintesis de las
particulas fueron previamente seleccionadas a través del uso de
un disefio central compuesto empleado para optimizar los
valores de distintos parametros caracteristicos de las particulas
(Tabla 1).

Tabla 1. Parametros de las formulaciones elegidas para formular
las suspensiones.

Muestra Q(%) Q:TPP AG(mg de AG/g
de Q)
QA 0,75 5 50
QB 0,75 3 50

Caracterizacion de las nanoparticulas

Eficiencia de encapsulacion (FE)

Se monitored la eficiencia de encapsulacion (EE) de las particulas
sintetizadas. Para ello se centrifugaron las suspensiones a 20.000
rpm durante 15 min y luego se cuantificé la concentracion de
AG remanente en el sobrenadante por el método de Folin-
Ciocalteau. Se tomaron 0,2 ml del sobrenadante y se colocaron
en un tubo de ensayo conteniendo 2ml de Na,COs; 2% (p/v), se
dejo en reposo durante 2 min y a continuacion se agregaron 0,2
ml del reactivo de Folin-Ciocalteau (1:1). Se agitdé mediante
vortex y, luego de un tiempo de reacciéon de 30 min, se procedio
a la medida de absorbancia a 725 nm. Todas las medidas se
efectuaron por triplicado.

Para determinar la EE porcentual se utilizo la siguiente ecuacion:

EE%=(mAGI-mAGsob)/mAG)*100 (1)
donde: mAGi es la masa inicial de AG pesada para encapsular y
mAGsob es la masa de AG monitoreada en el sobrenadante.

Potencial Zeta (P2)

El potencial zeta (PZ) de las suspensiones de particulas
obtenidas se determiné mediante un equipo Malvern Zetasizer.
Previo al analisis, en cada suspensién se evalu6 el indice de
refraccion y el valor de conductividad.

Distribucion del tamano de particulas

La distribucion y el tamafio de particulas de las suspensiones se
determinaron mediante el uso de un equipo de dispersién
estatica de luz Master Sizer 2000E (Malvern). Se tomaron
alicuotas de cada suspensién y se colocaron en un recipiente
con agua destilada con agitacion a 2000 rpm. Un haz de
radiacién laser incide sobre una celda interna transparente,
donde recircula la suspension diluida. Un software incorporado
en el equipo permite traducir este patron con la
correspondiente distribucién de tamafo de particulas.

Formulacion de peliculas activas

Las peliculas a base de quitosano se prepararon por
solubilizacion del Q al 1,5% (p/p) en una solucion de acido
acético al 1,5 % (v/v).

Se formularon dos tipos de matrices dependiendo de la forma
de inclusion del compuesto activo en la matriz soporte de
quitosano. Por un lado se prepararon peliculas de Q con la
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incorporacion directa del compuesto activo en la solucidon
filmogeénica, las cuales se llamaran peliculas control Q+AG. Por
otro lado, se formularon peliculas conteniendo una suspensién
de particulas (A o B) que encapsulan el compuesto activo. En
todos los casos las peliculas se obtuvieron por moldeo en placas
de acrilico y secado en estufa a 37°C de las soluciones
filmogénicas.

Caracterizacion de las peliculas formadas

Espesor
Las medidas de los espesores de las peliculas se realizaron
utilizando un micrometro digital (Microprocessor digital meter.
CM - 8822) para materiales no conductores y sustratos no
ferrosos.

Propiedades mecanicas

Los ensayos fueron realizados en un equipo de analisis
dindmico-mecanico Q800 (TA Instruments, New Castle, EEUU)
usando pinzas de tension con un sistema de enfriamiento con
N, liquido. Las peliculas se cortaron con una geometria
rectangular (30 mm de largo, 6 mm de ancho y espesores entre
90 y 150 um). Los graficos obtenidos de esfuerzo-deformacion
fueron analizados utilizando el software Universal Analisis 2000.

Propiedades térmicas

Se empled la técnica de analisis dinamico mecanico (DMA) para
determinar las temperaturas de relajacidbn asociadas a la
transicion vitrea (Tg) de los materiales. Se llevaron a cabo
ensayos de barrido de frecuencias a 1, 3, 5, 10 y 15 Hz dentro
del rango de viscoelasticidad lineal. La temperatura se varid
desde -90 a 200°C a una velocidad de calentamiento de 5°C

min™". Las peliculas se cortaron con una geometria rectangular
(30 mm de largo, 6 mm de ancho y espesores entre 90 y 150 pym
de espesor).

Tanto los parametros evaluados por MDSC como por DMA se

analizaron con el universal Analysis V1.7F software (TA
Instrument).
Las muestras también fueron analizadas por calorimetria

diferencial de barrido modulada (MDSC Q100, TA Instruments,
EEUU). Para el ensayo, se cortaron muestras de las peliculas
formadas y se colocaron en capsulas de aluminio
herméticamente cerradas. Los parametros vinculados al proceso
se determinaron con el Universal Analysis V1.7F software (TA
Instruments).

Los analisis de MDSC se realizaron a una velocidad de
calentamiento de 10°C min™' en un intervalo de temperaturas de
-80 a 200°C. Luego de que el primer barrido fue completado, se
procedid al enfriamiento de la muestra hasta alcanzar una
temperatura de -100°C donde se programd una isoterma
durante 5 min para estabilizar el sistema. Posteriormente se
registro una segunda corrida en el rango de temperaturas de -
100° hasta 350°C con el objeto de alcanzar la temperatura de
descomposicion del polimero.

Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) se determino de
acuerdo una modificacion de la norma ASTM E96 (Mali et al,
2002). Previo al ensayo las muestras se almacenaron durante 48
h a 75% de HR. Para realizar las determinaciones, las peliculas se
colocaron en celdas de acrilico, las que se dispusieron en
contenedores herméticos. El gradiente de 75% de HR a través de
las peliculas se obtuvo colocando silica gel anhidra en la celda
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(0% HR) y una solucion saturada de NaCl en el contenedor (75%
HR). La diferencia de presidn parcial de vapor de agua existente
a ambos lados del film proporciona la fuerza impulsora para el
flujo de vapor a través de la pelicula. Este gradiente corresponde
a 1753,55 Pa, expresado como presidn parcial de vapor de agua
a 20°C. Se registré el cambio en el peso de la celda en funcion
del tiempo (h). Los datos se regresionaron linealmente vy,
considerando el espesor, se calculd la PVA (g sTm’' Pa’)a20
°C.

Medidas colorimétricas

El color de las peliculas se midi6 usando un colorimetro Minolta
Serie CR 300 (Osaka, Japon) calibrado con un estandar (Y = 93.2,
x = 0.3133, y = 0.3192). Se utilizo la escala CIELab, y se midio L,
que describe la luminosidad (100 para el blanco y 0 para el
negro) y los parametros a* (rojo — verde) y b* (amarillo — azul)
que describen las coordenadas de cromaticidad. Los ensayos se
realizaron colocando las peliculas sobre el estandar. Se
registraron 5 medidas para cada pelicula medida.

Humedad

El contenido de humedad se determind registrando el peso de
la matriz a tiempo inicial y luego de ser secada en estufa a
105°C hasta peso constante.

Solubilidad

Se cortaron muestras de 4 x 4 cm?® de cada pelicula, se pesaron
con precision de 00001 g y se colocaron en vasos de
precipitados con 100 ml de agua destilada. Las muestras se
mantuvieron bajo agitacién constante durante una hora a
temperatura ambiente. Las piezas remanentes de las peliculas se

secaron en estufa a 105 + 1°C hasta peso constante. El
porcentaje de solubilidad de las muestras se calculo a partir de
la siguiente ecuacion:

Solubilidad%=((Peso seco inicial-Peso seco final)/Peso seco
tnictal)*700 (2)

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

Hinchamiento

Las medidas de esta propiedad se realizaron cortando muestras
de 3 x 3 cm? las que fueron introducidas en un recipiente a
humedad controlada (HR 100%). Este recipiente se acondicioné
en una camara a una temperatura controlada (20°C). El peso de
las peliculas se registrd (precision 0,0001 g) a intervalos
regulares de tiempo y se graficé el % de hinchamiento de las
matrices en funcion del tiempo. Todas las muestras fueron
analizadas por triplicado.

Analisis por SEM

Los estudios de la morfologia de las peliculas se realizaron por
microscoptia electrénica de barrido con un SEM FEI QUANTA 200
(Japon), sobre muestras criofracturadas por inmersion en N,
liquido.

Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

Los espectros de FTIR de las peliculas de Q se registraron en la
regién 4000 a 400 cm™' con una resolucién de 4 cm™ realizando
60 escaneos por ensayo, con un espectrofotometro FTIR Nicolet,
iS10 Thermo Scientific, (USA). Los datos se analizaron utilizando
el software Omnic 8 (Thermo Scientific).
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Ensayos de liberacion del compuesto activo

Para evaluar la liberacion del compuesto activo incorporado
(acido galico) en las peliculas previamente formadas, se peso
una masa aproximada de 1 g de cada matriz, para luego
introducirlas en una malla para protegerlas de pérdidas por
solubilidad. Las muestras se sumergieron en 75 ml de agua
destilada y se comenzé a registrar el tiempo de la liberacion. Se
tomaron 200 pl de solucidén a intervalos de tiempo
programados. El contenido de AG de las muestra se cuantifico
por el método de Folin-Ciocalteau.

Analisis estadistico

Para seleccionar las formulaciones que se utilizaron para
sintetizar las particulas se uso un Disefio Central compuesto a
través del manejo de el programa Design Expert 9% Para el
analisis de los resultados obtenidos se empled el test de
comparacion de medias de Fisher (LSD) y analisis de varianza
(ANOVA), utilizando el paquete estadistico Systat (version 10,
USA), con un nivel de significacién de 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de las particulas formadas

Segun la teoria DLVO la agregacion de particulas puede ser
prevenida por repulsiones electrostaticas (Derjaguin y Landau,
1993; Verwey Overbeek, 1948). El valor de potencial zeta
depende de la repulsion electrostatica entre particulas; cuanto
mas alto es el valor, mas fuerte la repulsion, obteniéndose un
sistema mas estable.

El valor de PZ para la solucion de Q fue de +58 mV, este valor se

correlaciona con las caracteristicas estructurales del polimero, es

decir, con la presencia de grupos amino cargados positivamente
(NH3+) al pH en el cual se solubiliza el mismo (pH=4).

Las particulas formuladas presentaron menores valores de PZ,
los cuales disminuyeron con el aumento de la concentracién de
TPP, producto de la neutralizacion de las cargas positivas del Q
(Tabla 2). Lorevicel et al (2012) explicaron que valores de PZ
positivos sobre la superficie de las particulas se atribuyen a las
caracteristicas catidénicas de las cadenas de quitosano. En el
mismo sentido, Dudhani y Kosaraju (2010) y Liwu et al (2011),
también informaron resultados similares para particulas de Q
preparadas con TPP. Lorevicel et al (2012) destacaron que el
potencial zeta de las nanoparticulas de quitosano puede variar
entre 14,5y 37,6.

Por otra parte, no se evidencié un efecto significativo del AG
sobre los valores de PZ, hecho que puede explicarse teniendo en
cuenta que el AG tiene un pKa de 4,33 (Losada Barreiro et al
2005), indicando que en el intervalo de pH de trabajo (3,88-4,21)
el compuesto activo no se encuentra en su forma ionizada. A
partir de estos resultados, se puede inferir que a este pH,no es
capazde neutralizar las cargas positivas del Q ni presentar cargas
superficiales sobre las particulas.

La EE se vio significativamente afectada por el contenido de Q y
la relacién Q:TPP, debido a que el proceso de encapsulaciéon
aumenta al aumentar las cargas positivas del material
encapsulante.

Las medidas de tamafio de particula evidenciaron distribuciones
centradas en valores cercanos a los 180 nm, como puede
observarse en la Figura 1.

La muestra con menor concentracion de TPP exhibio una
distribucidon mas “aguda” (esta magnitud puede cuantificarse a
través del registro de la intensidad de pico de la distribucion) lo
cual da un claro indicio de que al aumentar el concentracion de
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TPP la cantidad de particulas se redujo considerablemente. Esta
disminucidn de la intensidad del pico centrado alrededor de 180
nm esta relacionada con el menor grado de encapsulacién
obtenido (Tabla 2). Considerando el valor de PZ de la
suspension B podria inferirse que si bien el contenido de TPP es
mayor sélo una parte esta disponible para encapsular y es resto
s6lo neutraliza las cargas positivas del Q dando valores de PZ
menores.

20

—
()]

10

Intensidad (%)

0,01 0,1 1 10
Tamafio de particula (um)

Figura 1. Distribucion de tamafio de particula de las muestras

QAyQB.

Tabla 2: Caracterizacion de las particulas formadas

Suspensiéon PZ(mV) EE (%) Intensidad
(%)
QA 43,5 66,64 17,80
QB 25,5 42,2 11,07

Caracterizacion de las peliculas formadas

Propiedades fisicoquimicas de las peliculas

Se examinaron distintas propiedades de las peliculas
formuladas, como la solubilidad (en medio acuoso a 20°C),
porcentaje de humedad e hinchamiento. En la Tabla 3 se
muestran los datos obtenidos de las propiedades mencionadas.

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos de las peliculas formuladas

Muestra Solubilidad Hinchamiento Humedad Luminosidad

(%) (%) (%) L*
Q 53,5 (1,5) n.d. 17,1 (0,8) 87,81
Q+AG 294 (2,2) 100 (10) 19,6 (0,2) 39,53
QA 32,3 (0,5) 92 (10) 21,60 37,60
(0,01)
Q:B 39,4 (1,4) 95(14) 21,6 (0,7) 4429

“Los valores de hinchamiento corresponden a muestras almacenadas
en una atmoésfera al 100% HR durante 72 h.

La solubilidad es una propiedad fundamental en los casos en
que las matrices desarrolladas van a ser usadas para la
liberacion controlada de principios activos. Esta propiedad fue
significativamente menor (p<0,05) para las muestra con
incorporacion de AG que el valor obtenido para el control Q. El
valor no presento diferencias significativas (p>0,05) entre las
matrices formuladas con particulas y las peliculas preparadas
por inclusion directa del compuesto activo Q+AG.La
disminucion de la solubilidad puede ser atribuida a la formacion
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de fuertes puentes de hidrégeno entre las nanoparticulas y la
matriz de Q (Tabla 3). Los valores de hinchamiento de la matriz
no presentaron diferencias significativas (p>0,05) entre las
distintas muestras, en tanto que el contenido de humedad
aumento con el agregado de AG y con la incorporacion de la
suspensién coloidal dentro de la matriz polimérica.

Color de las peliculas

Las peliculas de Q conteniendolas nanoparticulas y las peliculas
control Q+AG resultaron ser intensamente coloreadas. Esta
coloracién podria atribuirse a las interacciones establecidas
entre el Q y el compuesto activo (AG) incorporado en la matriz.
Como puede observarse en la Figura 2a y b la pelicula QA
presenta una coloracién mayor que Q:B. Esto podria explicarse
teniendo en cuenta que la matriz Q:A posee una mayor relacion
Q/TPP, evidenciando que a menor concentracion de TPP hay
mas grupos amino libres capaces de interactuar con el AG. Los
resultados de los valores de luminosidad (L*)se resumen en la
Tabla 3, siendo esteparametro el mas afectado.

Figura 2.Fotografias de: a) pelicula Q:A y b) pelicula Q:B.

Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas estudiadas se
evaluaron a través de ensayos de esfuerzo-deformacion. Los
resultados obtenidos pueden visualizarse en la Figura 3.

El patron de comportamiento de Q correspondié al de un
material rigido. Como se puede ver en la Figura 3 tanto el
agregado de particulas como de AG produjo un aumento en la
elongacion de las peliculas, manteniendo constante los valores
de esfuerzo.

Este efecto fue observado en trabajos previos por otros autores
(de Moura et al2008, 2009), quienes hallaron que nanoparticulas
de Q favorecieron fuertemente la elongacion de peliculas de
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).
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Figura 3: Ensayo de esfuerzo-deformacion de peliculas a base
de quitosano.
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Permeabilidad al valor de agua (PVA)

Los resultados obtenidos concuerdan con lo encontrado por de
Moura et al (2008) quienes afirman que el agregado de
nanoparticulas a un film de HPMC disminuyé la PVA ya que la
difusion del agua dentro de la matriz polimérica depende de los
espacios libres que hay en la misma, viéndose reducidos por la
presencia de estas particulas. De acuerdo a Chang et al (2010),
la inclusion de nanoparticulas produce un camino tortuoso que
dificulta el pasaje de las moléculas de agua a través de la matriz.
Por otra parte Hossemi et al (2015) explica que durante la
evaporacion del solvente se produce la difusion de las
nanoparticulas de Q y el llenado de los espacios libres de la
matriz.

1.2E-10
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Q:AG QA QB

Figura 4. PVA de distintas peliculas a base de quitosano.

Solubilidad

La solubilidad es una propiedad fundamental en los casos en
que las matrices desarrolladas van a ser usadas para la
liberacién controlada de principios activos.

La disminucién de la solubilidad puede ser atribuida a la
formacion de fuertes puentes de hidrogeno entre las
nanoparticulas y la matriz de Q (Tabla 3).

Propiedades térmicas

La temperatura de transicion vitrea fue analizada por dos
técnicas, una de ellas es el analisis dindmico mecanico (DMA). En
la Figura 5 se observan el barrido de tan & en funcion de la

temperatura.

0.6
——Q:AG
—=—QB
——Q:A
04 1 Q

tand

02 r =

-100 -50 0 50 100 150 200

Temperatura(°C)

Figura 5: Patrones mecanico-dinamico de peliculas formuladas
a base dequitosano.
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A partir de las curvas de tan d se pueden obtener los valores de
las T4 de las peliculas, encontrandose los valores de T, de Q y
Q+AG cercanos a 100°C, en tanto que las peliculasconteniendo
particulas evidenciaron una ligera disminucion de la misma
(Figura 5).

Las curvas obtenidas por MDSC evidenciaron la aparicién de un
evento endotérmico asociado a la remocion de agua presente
en la matriz. Como se puede ver en la Figura 6 los valores de la
temperatura del pico (Tp) de Q, Q:A y Q:B no presentaron
diferencias significativas (p>0,05). Mientras tanto la temperatura
Tp de las matrices Q:AG se observé a valores mas altos.

La Tabla inserta en la Figura 6,muestra los parametros obtenidos
a partir de los termogramas. Los picos endotérmicos de las
muestras que contienen AG presentaron una mayor area
evidenciada en los valores de AH. De los resultados obtenidos,
se observé una correlacion entre los valores de humedad de las
peliculas y la entalpia asociada a la transicién térmica observada
por MDSC (Tabla 3), indicando que un mayor valor de AHimplica
una cantidad de energia mayor para vaporizar el agua contenida
en la matriz.

Flujo de calor (W/g)

L L L L L
-50 0 50 100 150 200 250

Temperatura (°C)

Muestra i BH(/g)
Q 123 376,2
QA 1156 47,1
a8 1271 463,5
QAG 1952 42,3

Figura 6: Termogramas obtenidos mediante ensayos de MDSC
de las distintas peliculas a base de Q.

Microestructura de las peliculas

SEM

Las micrografias obtenidas evidenciaron superficies lisas vy
homogéneas, sin poros y con buena la integridad estructural
(Figura 7 a y b). Sin embargo la morfologia del corte transversal
de las peliculas de Q y de las matrices conteniendo las
nanoparticulas fue diferente. Es claro que la incorporacion de
nanoparticulas produjo cambios en la microestructura de las
peliculas, ya que condujo a la formacién de rugosidades (Figura
7 b) y a la falta de homogeneidad en la matriz. Esta estructura
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podria explicar la disminucion en los valores de permeabilidad
al vapor de agua obtenidos. Chang et al (2010) trabajando con
materiales nanocompuestos a base de almidon-chitosan
observo efectos similares.

Figura 7. Micrografias obtenidas por SEM de a) Q y b) Q:B

Analisis por FTIR

Los picos caracteristicos del quitosano se pueden observar en la
Figura 9, donde la vibracion de tension del grupo carbonilo (-
C=0, amida ) aparece a 1650 cm™' y la vibracién de torsion para
el enlace —CH3- se observa a 1380 cm™. Los espectros de las
peliculas con la adiciéon de TPP o TPP y AG revelaron un
corrimiento de la primera banda a 1640 cm™ y la atenuacion de
la segunda.

Los analisis de FTIR también indicaron una menor definicion del
pico a 1328 cm™’, el cual es producto de la amida terciaria del Q
(Escobar Sierra et al 2013). Este fendmeno fue observado en
todas las muestras que fueron modificadas con TPP, indicando
una posible interaccion entre este anién y el grupo funcional del
polisacarido (Figura 8) Este efecto también pudo observarse en

muestras conteniendo sélo AG (Q+G), indicando que la amida
terciaria interactia con el componente activo de una manera
similar.

Figura 8. Espectro de FTIR de las peliculas () Q+A&) (Q:TPP), )
Q

Ensayos de liberacion

Los ensayos de liberacion fueron realizados bajo agitacion en
medio acuoso. Se extrajeron muestras a tiempos
preestablecidos, que se cuantificaron por Folin-Ciocalteau
obteniéndose los porcentajes de liberacién del compuesto
activo. Como puede verse en la Figura 9 la liberacién desde la
pelicula Q+AG se produjo en los primeros 30 min del
experimento, en tanto que los materiales que contienen el
compuesto activo encapsulado en las particulas mostraron una
liberacion considerablemente mas lenta, lo cual podria deberse
a un entrecruzamiento efectivo que no permite la liberacion de
AG a la solucién incluso después deun tiempo de 72 h. El
maximoporcentaje de liberacién delcompuesto activo para la
muestra Q:A fue del 25% en tanto que para la muestra Q:B el
porcentaje fue solo de un 10%.
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Se observé que al aumentar el contenido de nanoparticulas
aumentd el valor de PZ, en concordancia con un posible
aumento en la estabilidad de las suspensiones. El contenido de
AG en las soluciones filmogénicas produjo una disminucion
clara en la luminosidad de las mismas, expresado mediante el
parametro L*. La inclusion de las suspensiones de nanoparticulas
en las matrices de Q generé una disminucién de la
permeabilidad al agua, lo que implica que estos materiales
podrian  presentar una ventaja en aplicaciones de
conservacién.La liberacién de AG se vio retardada en las
peliculas que incluyeron nanoparticulas, evidenciando una
posible aplicacion de estos materiales para sistemas de
liberacidn controlada.

Figura 9. Cinética de liberacion de AG de las muestras
conteniendo el principio activo encapsulado y sin encapsular.
Los ensayos fueron realizados en medio acuoso.
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Resumen: El objetivo de este trabajo fue evaluar las
caracteristicas fisicas y quimicas de café sometido a diferentes
procedimientos postcosecha para relacionarlos con analisis
sensorial hasta un afo de almacenamiento. Los frutos de café
fueron cosechados y parte fue descascarada y llevada a la
Universidad Federal de Vicosa. Muestras de café descascarados
fueran secadas a temperaturas de 40, 50 y 60 °C. Muestras de
café cereza fueran secadas a las mismas temperaturas, todavia
cuando sometida a 40 °C, se agregaran 0, 10, 20 y 30 % de
granos de café crudo. Después, las muestras fueran analizadas
por color, conductividad eléctrica, densidad aparente, mil masa
de granos, cromatografia gaseosa y analisis sensorial. Fue
concluido que las caracteristicas fisicas y quimicas de café
sometidos a diferentes procedimientos postcosecha tienden a
diferenciarse entre si, y la clasificacion de la muestra por el PCA
es posible. Hasta doce meses de almacenamiento, muestras que
contenian diferentes porcentajes de grano crudo podrian

diferenciarse por este método. Se puede concluir que la
variacion de las propiedades fisicas y quimicas de café sometido
a diferentes procedimientos postcosecha puede estar
relacionado con el analisis sensorial por su PCA y que después
de doce meses de almacenamiento, esta diferenciacion es
explicita.

PCA,

Palabras clave: analisis sensorial, calidad de taza,

postcosecha, las propiedades fisicas.

Abstract: The aim of this work was to evaluate the physical and
chemical characteristics of coffee submitted to different post-
harvest procedures in order to relate them with sensorial
analysis, previously and after one year of storage. To do so,
coffee fruits were harvested and part was dehulled and led to
the Federal University of Vigosa. Dehulled coffee samples were
dried at temperatures of 40, 50 and 60 °C. Cherry coffee samples
were dried at the same temperatures, however when submitted
to 40 °C, they were added by 0, 10, 20 and 30 % of crude coffee
grain. After drying, samples were analyzed by color, electrical
conductivity, bulk density, one thousand grain mass, gaseous
chromatography and sensorial analysis. It could be concluded
that, physical and chemical characteristics of coffee submitted to
different post-harvest procedures tended to differentiate among
themselves, and sample classification by PCA is possible. After
twelve months of storage, even samples containing different
percentages of crude grain could be differentiated. Thus, it can
be concluded that variation of physical and chemical properties
of coffee submitted to different post-harvest procedures may be
related to sensorial analysis by its PCAs and that after twelve
months of storage, this differentiation becomes explicit.
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The marketing of coffee in the domestic and mainly in the
external markets depends upon the physical and chemical
characteristics of the product. According to Silva et al (2005),
the characteristic flavor of coffee comes from the beans and is
related to the post-harvest system that the coffee is submitted
to. Drying, for example, may alter the color, the aspect, the
aroma, and taste of the beverage. These changes are evidenced
when the product is stored for long periods, reducing the quality
of the beverage (Afonso Junior 2001). The current classification
of coffee for sensorial analysis is based in empirical and
subjective variables. To assist the cup testing with more
objective tests, few studies have been developed attempting to
relate physical and chemical components of the grain and the
quality of coffee (Pimenta 2001, Silva 2003). However, a study
evolving both characterizations (color, mass loss, cell membrane
permeability,  and chemical  composition by  gas
chromatography) has not been performed. This fact may be
related to the complexity of a few tests or the high number of
response variables, making it difficult to interpret the results
using conventional statistics. Thus, this work aimed to assess the
possibility to implement procedures for classifying coffee beans
subjected to different postharvest procedures, with scientific
bases, covering both physical and chemical analyses of coffee
beans using principal component analysis (PCA), to assist the
traditional sensory analysis.

MATERIALS AND METHODS

Green coffee beans and coffee fruits in the cherry stage were
used (Coffee arabica L.), cv. Catucai, harvested in Brauna farm,
located in the municipality of Araponga, MG, Brazil. After
harvest, a portion of the cherry product (mature) was dehulled
and remaining coffee were added with different percentages of
green beans (0, 10, 20, and 30 %). Then, samples were brought
to the Laboratory of Physical Properties and Quality Evaluation,
located in CENTREINAR (National Training and Storage Center),
at the Federal University of Vicosa, where they were prepared for
testing and quality analyses. Cherry coffee beans and parchment
coffee without addition of green coffee beans were immediately
dried at temperatures of 40, 50, and 60 °C in ovens with forced
air circulation until they reached the moisture content of about
11 % w.b. These originated samples C40, C50, C60, P40, P50, and
P60. The mixtures of cherry and green coffee were dried at 40
°C, originating samples C10, C20, and C30. By observing the
desired moisture content, samples were homogenized and
stored at room temperature in jute bags and, after processing,
were forwarded for physical and chemical characterizations
every three months during one year.

Moisture Content

Measurements of the coffee moisture content were performed
using the oven method at 105 + 3 °C for 24 h, as recommended
by Brasil (1992), using an analytical balance with a resolution of
0.001 g. Samples were homogenized, and a portion of 100 g was
removed in triplicate for this determination.
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Bulk Density

Bulk density (pap), In kilogram per cubic meter, was determined,
using a hectoliter weight balance with resolution of 0.01 g, in
five repetitions.

Integrity of Cell Membranes

Damage level in the coffee cell walls was evaluated by
extravasation of cellular solutes. Five samples of 50 dehulled
coffee beans had their mass determined and then immersed in
75 mL of deionized water for 24 h at a temperature of 25 + 1 °C
in a BOD chamber. After this period, the electrical conductivity
of the imbibition solution was measured by a conductivity meter
(Digimed DM3) after calibration with KCl solution (potassium

chloride) standard conductivity 1.412 yS cm™".

Color Index Determination

The quantification of coffee bean color was performed using a
tristimulus colorimeter with direct reading of coordinates L
(lightness) and a (red/green shades) and b (yellow/blue shades)
reflectance, using the HunterLab scale and employing the
illuminating 10°/D60 (Afonso Junior 2001).

Volatile Constituents Analysis

All samples were ground in a mortar with the aid of liquid
nitrogen. Then, 2 g of each sample was placed in a flask with a
capacity of 5 mL, hermetically closed. For the extraction of
volatile compounds of coffee, a technique of solid-phase
microextraction (SPME) for “headspace” was used and

performed with the aid of a fiber of type
Carboxen/poly(dimethylsiloxane) (CAR/PDMS) of 75 mm in the
oven at 40 °C for 15 min (Gonzales-Rios et al 2007). Analyses of
the volatile constituents were carried out in triplicate.
Quantitative analysis of coffee volatile compounds was
performed by GC/flame ionization detector (FID). Desorption of
the fibber was carried out during 4 min in a chromatograph
SIMADZU GC-17 equipped with a capillary column DBWAX (J&W
Scientificc, 30 mx0.332 mmx0.25 pm). The injection was
performed in splitless mode with injector at 250 °C. Nitrogen
was used as carrier gas at a flow rate of 1.5 mL min~". The
column temperature was programmed from 44 to 170 °C at a
heating rate of 3 °C min™' and, then, from 170 to 250 °C at 8 °C
min~". The detector temperature (FID) was kept at 250 °C
(Gonzales-Rios et al. 2007).

The analysis of coffee volatile compounds was performed by
GC/MS. For fibber desorption, in this case, a Shimadzu GC-174
gas chromatograph coupled to a mass spectrometer QP-5050A
GC with a DB-WAX column (J&W Scientific, 30 m x 0.32 mm x
0.25 pm) has been used. Temperature in the column and in the
injector was the same as described in the GC/FID analysis.
Heliumwas used as carrier gas at a flow rate of 1.5 mL min™". The
ionization energy was 70 eV (Gonzales- Rios et al 2007). Volatile
compounds were identified by Kovats index calculation and
compared with the literature (Amstalden et al 2001, Nebesny et
al 2007, Gonzales-Rios et al 2007). Quantification was obtained
in proportional percentage concentration by determining the
area under each peak in the chromatogram.
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Sensorial Analysis

Tasters associated with Illy Cafe in Trieste, Italy, conducted
sensorial analyses, by cup testing. Each sample was classified
accordingly to the body, aroma, acidity, sweetness, overall
aroma, astringency, and characteristic taste and rancidity and
received grades 0-9 for each sensorial attribute.

Statistical Analysis

Given the high number of variables to be evaluated in order to
cluster samples of the same physical, chemical, and sensorial
characteristics, the PCA technique was used. For the analysis of
physical and chemical features, a 27x12 (nine samples with
three replicates and 12 variables) matrix was used, and for
sensorial analysis, a 9x13 (nine samples and 13 variables) matrix
was used.

RESULTS AND DISCUSSIONS

The results obtained by physical and chemical analyses
(proportional concentration of volatile constituents), as well as
the sensorial attributes, were analyzed by PCA, and part of the
samples had significant differences after being represented in
the new coordinate axes, being classified in groups or
individually. After the auto-scaling of the original data sets,
curves (Figures 1 e 2) of results described in three principal
components (PC1, PC2, and PC3) were drawn, for the variables in
each storage time.

(al (b)

Figure 1: Analysis of principal components generated from the
following: a physical and chemical characteristics of coffee bean
samples and b sensorial analysis of coffee samples at the
beginning of storage

It is possible to observe, in Figure 1a, that the behavior of the
variables is explained by 78.19 % of data variance, and the
principal component 1 (PC1) explained 45.67 %, the principal
component 2 (PC2) explained 21.60 %, and the principal
component 3 (PC3) explained 10.92 % of this variance. Thus, as
in Figure 1b, the principal components explained 73.09 % of the
data variance. PC1 explained 40.15 %, PC2 explained 19.91 %,
and PC3 explained 13.03 % of the data variance.

It can be seen, in Figure 1a, that a distinction was possible by
projecting components of the new coordinate axes in four
groups of coffee grains (A, B, C, and D) at the beginning of
storage. It is possible to note that the interaction between PC1
and PC3 was responsible for separating the sample dried in
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coconut at a temperature of 50 °C (group D). The distinction of
this sample characteristic with regard to others is related to the
drying temperature and the processing that the sample was
submitted to. It is known that the persistence of the bean peel
accompanied by an increase in drying temperature causes
further damage to the grains (Reinato 2003; Coradi et al. 2008).
The remaining samples were grouped into A, B, and C by the
interaction between the PC1 and PC2. Group A is characterized
by samples dried in parchment at 40 and 50 °C. This distinction
shows, as well as group D, the influence of the interaction
between the drying temperature and the type of processing on
the physical and chemical characteristics of the sample. By
peeling the coffee fruit, a higher quality is reached, by
decreasing the fermentation process and preventing further
cellular disorganization in the grain. Oliveira et al (2001)
concluded that the temperature of 45 °C had the best results in
all treatments in sensorial analysis. Vilela et al (2002) observed
superior characteristics of the beverage made of coffees that are
peeled and pulped and with their mucilage removed over
natural coffee. Group B is composed by samples dried at 60 °C.
In this case, the high drying temperature used was the
determining factor for the physical and chemical characteristics
of the coffee, independently of the process at which the coffee
was submitted. According to Amorim et al (1977), the high
drying temperatures are related with the disruption of cell
membranes, whose structural modification enhances oxidation
reactions affecting the coffee quality.

Similarly to the groups A and D, the physical and chemical
characteristics of group C in the beginning of storage had
influence from the interaction between the processing and
drying temperatures at which the samples were submitted.
Samples dried in coconut at a temperature of 40 °C had similar

characteristics. It is noteworthy that, in this group, samples of
cherry coffee dried at 40 °C with percentages of 10, 20, and 30%
of green grains were included, showing that the addition of
green beans did not influence the coffees’ physical and chemical
characteristics, when compared with the coffee dried in coconut
near the temperature considered to be ideal. According to
Borém et al (2006), the addition of green beans provides
progressive loss of quality; however, the addition of 30 % green
beans was not significant to perceive physical or chemical
differences, regarding the analyzed parameters, among the
samples in the beginning of the storage.

It can be seen, in Figure 1b, that the samples were distinguished
into five groups: A, B, C, D, and E. The PC1 versus the PC3 is
responsible for grouping C, in which the samples dried at 60 °C
are separated from the other ones. Compared to Figure 1b,
there is compatibility between sensorial evaluation and physical
and the chemical characteristics evaluated, since the same
separation was noticed. It can be seen that the PC1 versus the
PC2 is responsible for groupings A, B, and D, in Figure 1b.

When making a parallel between the principal components of
physical and chemical characteristics and the principal
components of sensorial analysis, it appears that there is a
similarity between the group A of Figure 1b and groups A and B
of Figure 1b, in which the samples dried in parchment, at 40
and 50 °C, remained distinct from the other ones despite
showing to be distinct among them in the sensorial analysis.
Samples grouped in D in Figure 1b appear in two separated
groups D and E (explained by the interaction between PC2 and
PC3) in Figure 1b. In this case, the sensorial analysis is more
detailed and distinguishes cherry coffee dried at 40 °C and
coffee with 10 % of green from the other samples. The use of
techniques for determining the tannins, which are responsible
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for the astringent characteristic of green coffee, would be one
more chemical characteristic to be added to the analysis, in
order to have a differentiation between these samples. Thus,
compatibility among physical and chemical analyses and
sensorial analysis could be improved.

Figure 2 represents the analysis of the principal components
physical, chemical, and sensorial characteristics of coffee grains
after 12 months of storage. The principal components observed
in Figure 2a explain 73.30 % of the total data variance. The PCT1
explains 35.16 %, PC2 explains 25.57 %, and PC3 explains 14.57
% of the data variance. These distinguished the coffee into eight
groups (A, B, C, D, E, F, G, and H). The principal components in
Figure 2b explain 78.98 % of the total data variance. PC1
explained 47.30 %, PC2 explained 19.16 %, and PC3 explained
12.52 % of the data variance. These distinguished the samples
into eight groups (A to H). It has been noted that the interaction
between PC1 and PC3 explains the separation of groups A, B, G,
and H from the others.

(b)

(]

Figure 2: Analysis of principal components generated after 12
months of storage from the following: a physical and chemical
characterizations and b sensorial analysis of coffee beans

After 12 months of storage, it is possible to observe, in Figure
2a, the differentiation between the samples in which green
grains have been added, in groups G and H. This fact can be
related to the presence of immature grains that influence
physical and chemical characteristics of the coffee, being
evidenced in storage (Afonso Junior 2001).

It is verified that the interaction between PC2 and PC3 was
responsible for the separation of groups E and F. In group E, the
sample of coffee dried in coconut at 50 °C that had already been
presented is separated from the others. Group F (cherry coffee
samples dried in coconut at 40 °C and coffee with 10 % of green
fruits) shows a similarity between physical and chemical
characteristics of these samples after 12 months of storage,
showing that, possibly, the presence of a small amount of green
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fruit does not influence the quality of the coffee. It is observed in
Figure 2b that the interaction between PC1 and PC3 was
responsible for the separation of samples A, B, C, and D from the
others. As well as, the PC1 versus PC2 was responsible for the
separation of groups C, D, E, G, and H. It can be noted in Figure
2b, as well as in Figure 2a, that only the coffee dried in coconut
at 40 °C and the one in which 10 % of green fruits has been
added remained in the same group, being possible to
emphasize that their physical and chemical characteristics as
well as the sensorial analysis did not differentiate these samples,
which suggests that when in small proportions, the immature
fruits do not interfere in their quality. It is possible to verify that,
after 12 months of storage, all existing groups in PCA of physical
and chemical analyses can also be found in the PCA of sensorial
analysis, showing consistency between the two analyses. It is
seen that, in the course of storage time, the samples dried and
stored in distinct conditions tend to differentiate themselves,
thereby facilitating the separation into groups when performing
PCA.
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The drying temperature, the process, and the storage time at
which these coffees were subjected were determinants to
physical, chemical, and sensorial characteristics. In the course of
storage time, samples subjected to several post-harvest
processing tend to differ, thus facilitating the separation into
groups when the analysis of principal components is performed.
The samples containing high percentage of green grains
differed from the others by principal components analysis, in the
final months of storage. It appears that after 12 months of
storage, all existing groups in PCA of physical and chemical
analyses can also be found in the PCA sensorial analysis,
showing compatibility between the two analyses.
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Resumen: Este trabajo objetivo evaluar el color y contenido de
solidos solubles de lima persa sometido a diferentes
condiciones de almacenamiento. Las frutas de lima persa fueron
adquiridas en el comercio local. Posteriormente, se analizaron el
color, el contenido de humedad y el azUcar. Evaluacién del color
fue ejecutada con el uso de un colorimetro de color delta.
Determinacién del contenido de humedad se hizo por el
método delaestufa (24 horas a 105 °C) hasta masa constante.
Contenido de soélidos solubles se realizdé por medio de ©Brix.
Después de la evaluacion inicial, las frutas fueron divididas en
cuatro lotes, sometidas a diferentes condiciones de
almacenamiento (10/25 ° C y 95/60%). Segun los resultados
obtenidos, frutos almacenados a 10 °C y 60% de humedad
relativa obtuvieron la menor variacion de coordenadas “b". El
menor incremento de color amarillo de las limas esta
relacionada con su proceso de senescencia. Comportamiento
contradictorio se observd a 25 °C/95%. Se puede observar que
el contenido de solidos solubles, detectado por los valores °Brix,
sufrid una disminucion para las frutas almacenadas a 10 °C/95%.
Es importante sefalar que la variacidn de contenido sélido

soluble sometido a 10 °C y 60% permanecié practicamente
inalterada.

Palabras clave: vida util, cromo, contenido de sélidos solubles,
almacenamiento.

Abstract: The aim of this work was to evaluate color and soluble
solids content alterations of persian lime submitted to different
storage condition. To do so, persian lime fruits were acquired at
the local commerce. Afterwards, color and moisture content and
sugar were analyzed. Color evaluation were accomplished with
the aid of a delta color colorimeter. Moisture content
determination was made by the oven method during 24 hours at
105 °C until constant mass. Soluble solids content was realized
by means of °Brix. After initial evaluation, limes were divided
into four lots, submitted to the different storage conditions (10
and 25 °C e 95 and 60 % of RH). According to the obtained
results, fruits that remained under 10 °C and 60 % of RH
obtained the lower variation of “b" coordinate. The lower yellow
color increment of persian lime is related to its senescence
process. Contradictory behavior was observed at 25 °C and 95
%. It can be noticed that soluble solids content, detected by
°Brix values, suffered a decrease under 10 °C and 95 %. It is
important to point out that soluble solid content variation
submitted to 10 °C and 60 % remained practically unaltered.

Keywords: shelf life, chrome, soluble solids content, storage
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Citrus fruits are widely consumed and appreciatedworldwide,
which in 2012 about 131 million tons were produced. Brazil is
the number one of citrus producers, generatingabout 21 million
tons of citrus annually, being oranges (around 90.2 %) the main
product produced (FAO 2012). Lemons and limes trade
represents a small amount of this share, about 5.7 % (FAO 2012).
Even though this small market share, according to data from
IBGE — Brazilian Institute of Statistics Family Budget Surveys
(IBGE 2010), the citrus purchase accounted for 25% of total fruits
acquired by households.

Oranges, lemons, tangerines and limes are from the botanical
genus Citrus and Rutaceaefamily. Citrus fruits are widely
consumed and appreciated, not only due to its pleasant taste
but also to the nutritional value of them. Brazil is the largest
producer and exporter of oranges, frozen orange juice and
pasteurized orange juice (NFC - Not From Concentrated), being
the state of Sdo Paulo the largest producer. Other citrus fruits,
such as Sicilianolemon, Grapefruit and Persian Lime, has a small
national production and most part of the internal consumption
is imported (Medina 2010). Because it is little known in Brazil,
studies on the quality and storability of persian Lime (Citrus
limettioides) are scarce.

Among the physical characteristics evaluated on the quality of
citrus fruits, it can be highlighted the color and total soluble
solids. According to CEAGESP (2011), the color test ensures
visual consistency, determines the maturity stage of citrus
products and classify the fruit into three different quality classes.
In extra category solely one color subclass may exist; in category

/ it is allowed the occurrence of up to 30% of fruits from
subclasses immediately superior or inferior; and the category /s
permitted the mixture of subclasses.

The fruit coloris one of the main physical property which
interferes at the consumer choice and market value of the
product. It can also indicate the ripening and estimate
postharvest life, which can be objectively analyzed by different
systems. The CIE (Commission Internationale de lEclairage)
system, manufactured in 1931 and perfected in 1976, which uses
the coordinates L*, a* and b*, is the most widespread in scientific
work, being measured by means of a colorimeter. The color
degree can also be assessed visually, though this method is
controversial because of its subjectivity and direct dependence
of the evaluatorcriteria, as well as different grading standards
between states and countries.

The soluble solids content, measured by °Brix performs an
essential role for its quality, due to the influence on the
thermophysical, chemical and biological properties of the fruit.
High amounts of soluble solids leads to a larger acceptability of
the product in natura or lower will be the amount of sugar to be
added to fruits, when industrially processed (Aradjo 2001).
Regarding to the storability of these products, several studies
and trials have been conducted in order to optimize and extend
the shelf life of fresh fruit. Storage temperature and air relative
humidity are considered of great importance in preserving
factors, not only because of the influence on the respiratory
activity and/ortranspiration, but also because of its influence on
the rate of microbial growth and deteriorating biota
determination (Rosa et al 2000). One of the processes that bring
benefits in fruits conservation, in general, is cooling and in the
case of Brazil, which has a tropical climate, the benefits are even
higher. Storage effect at low temperatures is beneficial for,
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among others, maintain respiratory rate of fruits at low levels,
assuring the fruit quality (Rodrigues et al 2009).

Thus, the aim of this work was to evaluate the colorand soluble
solids content alterations of persian lime in different storage
conditions, in order to verify the condition that provides lower
losses in the fruitquality.

MATERIALS AND METHODS

This work was developed in the Laboratory of Physical
Properties and Quality of Agricultural Products sited at the
National Training Center of Storage (CENTREINAR), located at
the Universidade Federal de Vigosa (UFV),Vicosa, Minas Gerais,
Brazil.

Persian lime fruits, at same maturation stage, were acquired at
the local commerce located at Vicosa, state of Minas Gerais,
Brazil. Afterwards, persian lime fruits were transported to the
laboratory, which took 5 minutes without any mechanical
damage due to transport. The fruits were subjected to a rigorous
selection procedure regarding the maturity level, size and shape,
eliminating those with mechanical damage or pest infestation, in
order to prevent these influences over the obtained data.
Initially part of the fruits were used in order to obtain its initial
moisture content. The oven method of 105 = 3 °C for 24 h, in
triplicate, as recommended by Brasil (1992) was used. The results
stated that initial moisture content pf persian limes was 8.09 %
d.b.

At the same day that moisture content procedure started, color
and soluble solids content analysis was accomplished, acquiring
data from day 0. After this initial evaluation, limes were divided
into four lots of four fruits each, submitted to the different
storage conditions (10 °C of temperature and 95 % of relative

humidity; 10 °C of temperature and 60 % of relative humidity; 25
°C of temperature and 95 % of relative humidity; 25 °C of
temperature and 60 % of relative humidity).

These lots were stored in a climate chamber unit with automatic
control of relative humidity and temperature. In order to assess
the storage conditions influence over the studied characteristics,
tests were accomplished after 24 hours (day 1). Prior to the tests,
persian limes retrieved from the lots were left at room
temperature for 2 hours in order to prevent the temperature
effect on the parameters response.

Color Index Determination

The quantification of lime fruit color was performed using a
tristimulus colorimeter with direct reading of coordinates L
(lightness) and a (red/green shades) and b (yellow/blue shades)
reflectance, using the HunterLab scale and employing the
illuminating 10°/D60 (Afonso Junior 2001). Determinations were
performed daily in three equidistant points at the equatorial
zone of each fruit. Graphical representation of color coordinates
is shown at Figure 1.
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L'=0
Figure 1: CIE L*a*b system, hue angle (h*) and chrome index
()

By means of a* and b* values, colorimetric index were
calculated: chrome (C*) (Equation 1), which defines the intensity
and purity of a color; hue angle (h*) (Equation 2), which defines
color tonality: 0° (red), 90° (yellow), 180° (green) and 270° (blue).

CH:[:a”:—bH:}-;:, .

h =tan™"—
a” e

In order to obtain a better color analysis of the product, the
differences at each storage period (Equations 3, 4 and 5) in each
storage condition, were calculated.

AL'=L;-L; ..

Total color difference (AE) was calculated by means of Equation
6.

AE=(AL"+Aa+Ab) 2

Sub-indexes t and 0 of each equation refers to values of each
variable at time t and time 0, respectively.

Soluble solids content determination

Determination of total soluble solids content (TSS), before and
after storage of persian limes, expressed in %, was accomplished
using a portable digital refractometer (Nova brand, model 113)
with 0.2 of resolution, at constant temperature of 20 °C,
according to procedure indicated by Zenebon et al (2008). Five
repetitions were accomplished.

RESULTS AND DISCUSSIONS
Table 1 represents the color coordinates, hue angle and total

color alterations after 24 hours of storage as a function of
temperature and relative humidity conditions.
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Table 1: Variation of color coordinates L, a and b, chrome (C*),
hue angle (h*) and total color (AE) in function of temperature (T)
and relative humidity (RH) during 24 hours of storage

Storage
condition AL Aa Ab C* h* AE
T(°C) RH (%)
10 60 0.220 0.450 0.060 0018 0408 0.504
10 95 0.860 0.153 0.353 0.356 0.151 1.121
25 60 0.058 0.747 0.672 0.707 0 7_1 1 1.592
25 95 0.073 0.943 1.243 1312 0.770 2.246

According to the obtained results, fruits that remained under 10
°C and relative humidity of 60 % obtained the lower variation of
b coordinate (-0.060) in comparison to the remaining analyzed
conditions (0.353; 0.672; 1.243). According to Oliveira (2010),
fruit color is characterized by the carotenoid pigment content
and this property may be related to the presence of certain
pigment or constituent, and linked, respectively, to the ripening
stage and flavor. Thus, lower variation of coordinate b, at this
storage condition, may indicate a lower ripening stage of limes
stored, due to the negative variation of this coordinate point to
a yellow color decrease. The values of coordinate b* ranged
from 58.27 to 63.89.

Along with the same scope, it is possible to highlight a lower
total color variation (0.504) of the fruits stored at lower
temperatures and relative humidity in comparison to others.
These results indicate that among the storage conditions

studied, the temperature of 10 °C and 60% relative humidity was
the condition that better conserved the persian lime color,
during 24 hours. The same observation can be made when
observed the values of chroma and hue angle.

Contradictory behavior was observed at 25 °C and 95 %. At this
condition (high values of coordinate b and AE), in comparison to
the remaining lots, elevated respiration and transpiration rates
are encountered for persian lime fruits, which accelerates their
senescence process.This result confirms to the values of total
difference color and chrome, which means that storage at
elevated temperature and relative humidity enabled higher total
color variation, becoming more intense and pure, respectively.
However, it is noteworthy that these observations are valid for
the first 24 hours of storage, and if storage is prolonged, there
may be an alteration in the ideal conditions of temperature and
relative humidity. Campos et al (2011) cited this trend in
research with guavas. The authors reported that after 24 hours
of storage, when the fruits were kept in a condition of relative
humidity around 60%, shriveling of the fruit was noticed,
causing changes, especially at the product color, compromising
their visual aspects.

Values of coordinates a* and L* ranged from 1.54 to 6.37 and
72.80 to 76.46, respectively. Furthermore, chroma ranged from
58.29 to 64.17 and hue angle from 84.70 to 88.48.

Table 2 reports the total soluble solids variation in function of
temperature and relative humidity during 24 hours of storage.

Table 2:Soluble solids content variation (A °Brix) in function of
temperature (T) and relative humidity (RH) during 24 hours of
storage
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Storage condition

oo
T (°C) UR (%) A °Brix
10 60 0.35
10 95 117
25 60 1.50
25 95 0.13

It can be noticed from Table 2 that the storage at 25 °C and
relative humidity of 95%, between the remaining conditions, was
the only one in which there was a decrease of°Brix. This
decrease may reflect the fruit senescence, which is not desirable.
On the other hand, persian limes stored under the condition of
10 °C and 60% of relative humidity, reported the lower
increment in °Brix (0.35), indicating a deceleration of the
ripening process and consequently a greater maintenanceof
quality in persian limes after 24 hours.

This increase at the remaining storage conditions may be due to
the transformation of the starch present at the persian limes
fruits into sugars (Beaulieu and Lea 2003), arising from the
ripening process of the product (Getinet et al 2008). This
behavior was found in different researches, with different fruits,
including guava (Oliveira et al 2010), kiwt (Burdon et al 2007)
and papaya (Reis Neto, 2006).

According to Ditchfield and Tadint (2002), values of ©°Brix
increases rapidly according to the stage of bananas ripeness.
Thus, according to the data presented in Tables 1 and 2, it can
be verified that the storage of persian limes under the
temperature of 10 °C and 60% of relative humidityis more
effictent compared to the remaining conditions, during the
period of 24 hours. Its effectiveness is based mainly on the low
values of total color and °Brix variation, which represented lower
initial loss of fruit quality.
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Variations of color coordinates and soluble solids content of
Persian limes, in function of temperature and relative humidity
after 24 hours of storage was determined. It was able to
conclude that Persian limes stored under low temperatures and
relative humidity presented lower variation of color and soluble
solids content. Thus, this condition is more adequate in order to
store Persian limes during the studied period. On the other
hand, lime fruits stored at high levels of temperature and
relative humidity presented higher quality loss reported by the
variablesanalyzed.
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Resumen: Las peliculas comestibles constituyen un medio para
soportar antimicrobianos naturales, permitiendo una liberacion
controlada y aumentando su concentracion en superficie,
contribuyendo de esta forma a la proteccion microbiolégica de
alimentos. El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de
natamicina y nisina soportadas en peliculas a base de almidén
de mandioca, frente a Saccharomyces cerevisiaey Listeria
(nnocua presentes en un cultivo mixto. El estudio se realizod
sobre la superficie de un queso Por Salut, almacenado a
distintas temperaturas. Se observé que los antimicrobianos

naturales se encontraban biodisponibles, pudiendo controlar la
poblacidon de ambos microorganismos evaluados

Abstract: Edible films are able to support natural antimicrobials,
contributing to its surface concentration and/or controlled
release being useful for microbiological food protection. The
aim of this study was to evaluate the efficacy of natamycin and
nisin supported on cassava starch based films faced to
Saccharomyces cerevisiae and Listeria innocua present in a
mixed culture. The study was performed on the surface of Por
Salut cheese, stored at different temperatures. It was observed
that natural antimicrobials were bioavailable, controlling the
population of both tested microorganisms.
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El queso es un alimento listo para el consumo, susceptible al
deterioro fisico, quimico y microbiolégico durante el
almacenamiento y la distribucién (Cha y Chinnan 2004). Durante
el procesamiento, se reduce el riesgo de contaminacién con
bacterias patdgenas aplicando buenas practicas de manufactura.
A su vez, la pasteurizacion de la leche cruda, el control de las
condiciones de maduraciobn 'y la temperatura de
almacenamiento del queso contribuyen a su control. Estas
estrategias junto con algunas propiedades intrinsecas y la
presencia de compuestos antimicrobianos producidos por los
cultivos iniciadores, constituyen un sistema de "barrera”. Sin
embargo, la colonizacion de la superficie del queso por
microorganismos constituye un riesgo significativo (Kousta et al.
2010) debido al alto contenido de agua de algunos quesos y el
pH favorable para el crecimiento microbiano (Conte et al 2013).
Varios autores han informado que Saccharomyces cerevisiae es
una de las levaduras de deterioro aisladas mas frecuentemente
de quesos. Su presencia produce una apariencia visual
indeseable y disminucién de la vida util de los alimentos(Deak y
Beuchat 1996, Welthagen y Viljoen 1998).

Listeria monocytogenes es una bacteria patéogena y se ha
asociado con la listeriosis producida por el consumo de queso
(Mc Lauchlin et al 2004). Listeria innocua se ha utilizado como
microorganismo subrogante de L. monocytogenes , debido a
que es fisiologicamente cercana a ella y carece de patogenicidad
(Soares Pinto et al 2009). Ademas, ambos microorganismos
pueden aislarse de quesos.

La adicion de agentes antimicrobianos puede prevenir o reducir
el crecimiento de microorganismos patdgenos y de deterioro

(Franssen et al 2004). En los ultimos afios , se ha incrementado
la demanda del consumidor de ingredientes naturales y, como
consecuencia, se comenzo a explotar el uso de antimicrobianos
a partir de una amplia variedad de fuentes naturales (Gould
1997, Tiwart et al 2009). La natamicina (piramicina), es un
antifingico producido por Streptomyces natalensis. Es aceptado
como aditivo alimentario (FAO/WHO, 1968, 1976, 2001),
autorizado como conservante por la Unién Europea (E235) y
calificado como GRAS por la Administracion de Alimentos y
Drogas de los Estados Unidos(Koontz et al 2003). Este
antimicrobiano natural es habitualmente utilizado en distintos
tipos de alimentos como jugos, embutidos y lacteos con el
objetivo de prevenir, retardar y controlar el crecimiento de
hongos y levaduras y, por lo tanto, evitar la produccién de
micotoxinas (Gallo yJagus 2006, Hondrodimou et al 2011). No
migra dentro del alimento cuando se lo aplica en superficie y no
afecta a las bacterias presentes (te Welscher et al 2008);
adicionalmente, no modifica las propiedades organolépticas del
alimento (El-Diasty et al 2008). La nisina es un péptido
antimicrobiano producido por cepas de Lactococus lactis sub sp.
Lactis, calificado como GRAS para su aplicacidn en alimentos por
el Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios de la Food
Agriculture Organization y la Organizacion Mundial de la Salud
(FAO/OMS). La nisina es activa contra un amplio rango de
bacterias Gram positivas (Hill, 1998), y esporas resistentes a altas
temperaturas (Delves-Broughton et al 1996). Varios autores han
demostrado su actividad en productos lacteos, como quesos
untables, ricota, leche y suero liquido (Gallo y Jagus 2006,
Sobrino-Lopez y Martin-Belloso 2008, Arques et al 2008,
Fernandez et al 2014) e incluso ha sido incorporada en
recubrimientos y peliculas comestibles (Cao-Hoang et al 2010,
Martins et al 2010, Ollé Resa et al 2014).
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Para controlar el crecimiento microbiano sobre la superficie
solida de los alimentos se pueden aplicar antimicrobianos por
diferentes técnicas: pulverizacién, inmersion o rastrillado. Sin
embargo , estas técnicas de aplicacién directa tienen beneficios
limitados (Ture et al 2011) y los antimicrobianos generalmente
exhiben una rapida pérdida de actividad. Recientemente, la
comunidad cientifica y la industria de alimentos mostraron un
creciente interés en las peliculas comestibles portadoras de
antimicrobianos con el fin de mejorar la seguridad alimentaria y
aumentar la vida util de los alimentos debido a su potencialidad
para liberar lentamente los antimicrobianos soportados,
ayudando de esta forma a mantener altas concentraciones del
ingrediente activo en el lugar que se requiere (Kristo et al
2008).Dentro de las propiedades funcionales que desempefan
las peliculas comestibles aplicadas a los alimentos se pueden
mencionar algunas como el control de migracion de gases como
CO; y O,, grasas y aceites, y solutos. También pueden mejorar
las propiedades mecanicas y el manejo de los alimentos, proveer
integridad estructural a los mismos, retener los componentes
volatiles y contener aditivos (Minet al 2005). Las peliculas
comestibles no pretenden reemplazar al material de
empaquetamiento tradicional, sino proveer un factor adicional
de estrés a favor de la preservacion de los alimentos. Dichas
peliculas podrian reducir la cantidad de material tradicional
utilizado y por lo tanto el costo (Camposet al 2011). Ello,
ademas, contribuiria a la proteccion del ambiente. Debido a que
las peliculas comestibles son una parte integral del alimento
deben cumplir algunos requisitos tales como ser neutras
respecto al alimento, es decir, no afectar sus caracteristicas
sensoriales, poseer estabilidad bioquimica, fisico-quimica y
microbiana, estar libres de sustancias toxicas y ser seguras para
la salud (Debeaufortet al 1998). La seguridad en relacion a la

salud es una caracteristica diferencial relevante de estas
peliculas frente a las biodegradables no comestibles y a los
materiales de empaquetamiento tradicionales.

A nuestro entender, no se han reportado investigacionesprevias
que informen sobre la actividad denatamicina y nisina
incorporados juntos en peliculas comestibles de almidon de
mandioca para controlar un cultivo mixto sobre queso a
distintas temperatura de almacenamiento.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de
natamicina y nisina soportadas conjuntamente en una pelicula a
base de almidon de mandioca, frente a Saccharomyces
cerevisiaey Listeria innocua presentes en un cultivo mixto sobre
la superficie de un queso Por Salut.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Para la fabricacién de las peliculas se utilizo almidon de
mandioca (Industrias del Maiz S.A, Argentina), glicerol
(Mallickrodt, Argentina), natamicina comercial (Delvocid®
Salt,DSM, Paises Bajos) conteniendo 50% p/p de NaCly 50% p/p
de natamicina y nisina comercial (DelvoPlus®, DSM, Paises
Bajos) conteniendo 97,5% p/p de NaCly 2,5% p/p de nisina.

Se utilizd una pelicula comercial constituida por copolimero de
cloruro de polivinilo/cloruro de polivinilideno (Cryovac ®,
Sealed Air Argentina S.A)) y denominada "COMERCIAL" en este
trabajo.

Los estudios se desarrollaron sobre queso Por Salut (La
Serenisima, Argentina).
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Preparacion de las peliculas

Las peliculas fueron constituidas mediante la técnica de casteo,
conteniendo almidén de mandioca, glicerol, agua, natamicina y
nisina (NANI) y, almidon de mandioca, glicerol y agua (CNANI).
La formulacién para la preparacion de CNANI presentd una
relacion almidoén:glicerolagua de 5:2:93 (p/p). La formulacién
para la preparaciéon de NANI fue similar a la usada para CNANI
pero sobre un volumen de mezcla de 300 ml, se sustituyeron 20
ml de agua, por 10 ml de una solucién de natamicinay 10 ml de
una solucion de nisina de concentracién adecuada para obtener
en la pelicula 9,25mg de natamicina/dm? y 2,31mg de
nisina/dm?.

La gelatinizacidn del almidon se realizd a velocidad constante de
1,5°C/min, aproximadamente, hasta alcanzar una temperatura
final de 82°C. Se centrifugdé a 2000 rpm durante 20 min para
eliminar el aire ocluido en el gel. La suspensién se dispensé en
alicuotas de 12 g en placas de 7cm de diametro. El secado de las
peliculas se realizd a 37°C durante 24 horas en una camara con
conveccion. Una vez constituidas, las peliculas se separaron de
las placas y se equilibraron a 28°C sobre solucion saturada de
NaBr (actividad de agua, a,=0.575) durante aproximadamente 7
dias.

Cepas y condiciones de crecimiento

Saccharomyces cerevisiae (CBS 1171, coleccién de cepas SC) se
cultivd en 150 ml de caldo Sabouraud (Biokar diagnostico,
Francia) en agitacion constante a temperatura controlada de
28°C hasta alcanzar la fase estacionaria temprana determinada
por densidad optica.

Listeria innocua (CIP 80.11) se cultivd en 150 ml de caldo
triptona de soja con extracto de levadura (caldo TSYE, Biokar
Diagnostics, Francia) en agitacion constante a temperatura
controlada de 28°C durante 18 horas. Luego, se afiadieron 2 ml
del cultivo en caldo TSYE fresco y se agitd hasta alcanzar la
concentracion celular deseada determinada por densidad 6ptica.
Para la preparacidon del cultivo mixto, cada uno de los
microorganismos se cultivd en su caldo correspondiente hasta
lograr la concentracién celular deseada. A partir de entonces,
alicuotas de 30 ml de cada uno de los cultivos se centrifugaron a
10000 rpm; luego, cada pellet se resuspendié en 15 ml de caldo
TSYE y ambas suspensiones se mezclaron entre si.

Humedad de queso Por Salut

El porcentaje inicial de la materia seca se determiné mediante el
secado de piezas de queso (2 gramos, aproximadamente) a
100°C durante 24 horas y al vacio (Bradley y Vanderwarn 2001).
Las determinaciones se realizaron por duplicado.

Actividad acuosa de queso Por Salut

Se evalud la actividad acuosa (ay) de queso Por Salututilizando
un Aqualab Serie 3 (Decagon Devices, Inc., Pullman, WA,
EE.UU.). Se colocé una muestra de queso (1,5 gramos
aproximadamente) en el interior de una capsula de Aqualab y se
cerréinmediatamente con la tapa de la misma. Se almacend a
20°C durante no mas de 2 horas. A continuacién, se midio la
awcon una precisién de 0,010.
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Método de difusion en queso Por Salut

Se aplicoé la prueba de difusién en queso para determinar el
efecto antimicrobiano de las peliculas en un sistema alimentario
real (queso Por Salut). Brevemente, piezas de queso
(2,5x2,5x0,5cm; 5 £ 0,3g) se cortaron con un cuchillo estéril y se
colocaron en placas de Petri estériles. A continuacién, 20ul del
cultivo mixto de S. cerevisiae y L. innocua conteniendo ~
1x10°UFC/ml de cada uno, se extendieron sobre la superficie del
queso.

Se colocaron sobre el queso previamente inoculado cuadrados
de pelicula de 5 cm de lado (CNANI, NANI y COMERCIAL), se
mantuvieron muestras de queso sin pelicula (SP) y otras
muestras de queso se cubrieron con pulverizacion de una
solucion de natamicina y nisina (PNANI), en concentracién
similar al de la pelicula NANI. Todas las muestras fueron
incubadas a 7°C durante 10 dias y a 25°C durante 8 diasy,
periddicamente, se tomaron muestras para evaluar la viabilidad
de los microorganismos inoculados. Para esto, las muestras de
queso se homogeneizaron en agua peptona (1:10) y gotas de las
distintas diluciones fueron sembradas usando la técnica de la
gota en agar YGC para la levadura y en agar Oxford con vial
selectivo para la bacteria; luego las placas se incubaron a 28°C,
durante 72 horas y a 37°C, durante 24 horas, respectivamente.
Los resultados se expresaron como log UFC/ml. La experiencia
se realizé en dos corridas independientes y en cada una se
evalué cada muestra por duplicado.

Analisis estadistico de los datos

Los datos fueron analizados a través de analisis de varianza de
dos factores (nivel de confianza,a: 0,05) y se aplico la prueba

post-hoc de Tukey. Los resultados se expresan en funcion de la
media y la desviacion estandar (Sokal y Rohlf 2000). Se utilizo el
software GraphPad Prism®, versidon 5.01 (GraphPad Software,
Inc., una corporacion privada de California) para el tratamiento y
analisis de datos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas del medio donde se encuentran los
microorganismos tienen mucha influencia sobre su desarrollo y
prevalencia. Uno de los factores mas importantes que limitan y
que influyen fuertemente en su crecimiento es la presencia y
disponibilidad de agua, que se expresan por la humedad relativa
(HR) y la actividad de agua (aw). Un bajo nivel de ay
caracterizado por un bajo contenido de agua y un aumento de
la concentracion de sustancias osmoticamente activas, limita el
crecimiento de los microorganismos(Gunde-Cimerman et al
2003).

Se estudié el contenido de humedad y la a, a 25°C y 7°C en
queso Por Salut. En la Tabla 1se informan los valores iniciales de
dichos parametros.

Tabla 1: Contenido de humedad (%) y actividad de agua (aw)
iniciales de queso Por Salut, almacenado a distintas

temperaturas.
25°C 7°C
Humedad | 4976 £ 102 | o4 5 | 1 ¢g,
inicial a
awinicial | 9217 : 00101 918 + 0.010a

Distintas letras en una misma fila indican diferencias significativas (a: 0.05).
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Adicionalmente, se evaluaron estos parametros en los quesos
cubiertos con distintas peliculas (CNANI, NANI y COMERCIAL) y
quesos sin cubrir (SP), luego de 8 dias de almacenamiento a 7°C
y 25°C (Tabla 2). En todos los sistemas estudiados se observo
una reduccion en la humedad de los quesos al final del
almacenamiento, presentando una mayor pérdida a mayor
temperatura. Los sistemas conteniendo peliculas comestibles
(CNANI y NANI) generaron mayores reducciones de la humedad
mostrando diferencias significativas con los quesos cubiertos
con pelicula comercial y sin cubrir (Tabla 2). Se han reportado
en la literatura numerosos articulos informando que distintas
coberturas comestibles generaron una menor pérdida de
humedaden comparacién con quesos sin recubrir, como es el
caso de peliculas a base de alginato, k-carragenina o
galactomanano(Cerqueira et al 2009, Fajardo et al 2010, Metl et
al 2013, Ramos et al 2012). En la presente investigacion se
observé el fendémeno contrario, verificandose una mayor
pérdida de humedad en los quesos cubiertos con peliculas
comestibles (CNANI y NANI). Las peliculas elaboradas fueron
estabilizadas en un desecador en presencia de una solucion
saturada de NaBr (ay= 0,579). Dado que los quesos presentan
una alta actividad acuosa (ay = 0.918), al colocar esta pelicula
sobre el queso se generaria una gran fuerza impulsora, que
favoreceria la migracién del agua desde el queso hacia la
pelicula comestible, determinando de esta forma una mayor
pérdida de humedad en el tiempo

Tabla 2:Pérdida de humedad (%) de queso Por Salut a 8 dias de
almacenamiento a 7°Cy 25°C, cubiertos con distintas peliculas y

sin cubrir.
25°C 7°C
CNANI | 31,16 £3,02a 13'72;’ 1,02
NANI 3441 £+ 1,68a| 1568 £ 1,72 a
COMERCIAL 17'71; 215 1 4154 £ 1,52 b
SP 21'55; 326 | 1231+ 182D
Distintas letras en una misma columna indican diferencias significativas (a:
0.05).

La Tabla 3 muestra la actividad acuosa (ay) del queso con las
distintas coberturas y sin cubrir al finalizar el almacenamiento y
a cada una de las temperaturas evaluadas. A 25°C la actividad
acuosa disminuyd respecto a los valores iniciales de los quesos
cubiertos con peliculas comestibles (CNANI y NANI). Por el
contrario, no se observaron diferencias significativas en el caso
de los quesos cubiertos con pelicula comercial o sin cubrir.

A 7°C no se observd modificacion en los valores de actividad de
agua con la variacion del tipo de cobertura, dado que la
reduccién en el contenido de humedad de los quesos a esta
temperatura de refrigeracion no fue suficiente para provocar
una disminucion en la actividad de agua.
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Tabla 3: Actividad de agua(ay) de queso Por Salut a 8 dias de
almacenamiento a 7°C y 25°C, cubiertos con distintas peliculas y

sin cubrir.
25°C 7oC
CNANI | 0869 £0010a| 7" z 0,010
NANI | 0,886 +0,010a| 2918 : 0,010
COMERCIAL 0,915 + 0,010 b| %922 : 0,010
SP 0,914 + 0,010 b | %7 j 0,010

Distintas letras en una misma columna indican diferencias significativas (a:
0.05)

Con el objetivo de evaluar adecuadamente la influencia de la
pérdida de humedad de los quesos sobre su calidad
organoléptica, es importante considerar futuros estudios que
involucren ensayos organolépticos de los quesos con las
distintas coberturas y en porciones de mayor tamano.

Para determinar el comportamiento antimicrobiano de la
pelicula conteniendo natamicina y nisina (NANI), se estudio la
liberacion de los antimicrobianos desde la pelicula hacia queso
Por Salut almacenado a 7°C y 25°C durante 8 dias.

En la Figura 1 se puede observar el comportamiento de S.
cerevisiae presente en un cultivo mixto sobre la superficie de
queso Por Salut, evaluado sin cobertura y cubierto con distintas
peliculas.En el almacenamiento a 25°C (Figura 1, Panel a) la
pelicula NANI y la pulverizacion PNANI produjeron una
disminucién en el recuento de la levadura de 2 ciclos log en las
primeras 24 horas, reasumiendo posteriormente su crecimiento.

Al final del almacenamiento (8 dias) la presencia de natamicina
(NANI y PNANI) mantuvo el recuento de S. cereviseae 2 ciclos
log por debajo de los sistemas COMERCIAL, CNANI y SP.

Al disminuir la temperatura a 7°C (Figura 1, Panel b),los
sistemas conteniendo natamicina(NANI y PNANI)presentaron un
efecto antimicrobiano menor que a 25°C. En este caso, se
observa un efecto fungistatico en los primeros 3 dias de
almacenamiento. Luego, S. cerevisiae reasumid su crecimiento,
presentando a los 8 dias, un recuento 1,5 ciclos log inferior al
obtenido en los sistemas CNANI, COMERCIAL y SP.

St se compara la respuesta microbioldégica del queso cubierto
con la pelicula conteniendo natamicina y nisina (NANI) respecto
ala del queso pulverizado con natamicina y nisina (PNANI), se
observa que no presentan diferencias entre ellas. Por lo tanto,
es posible concluir que la natamicina incorporada en la pelicula
NANI esta totalmente biodisponible.

Cuando se evalud el crecimiento de L. innocua a 25°C, se pudo
observar que la pelicula NANI y la pulverizacién PNANI
produjeron una disminucidon instantanea del recuento de la
bacteria, presentando un valor inferior a 10 CFU/ml a las
primeras 24 horas, manteniendo este recuento hasta el final del
almacenamiento (Figura 2, Panel a). Por lo tanto estos sistemas
(pelicula y pulverizacion conteniendo natamicina y nisina)
representan una buena alternativa para el control de L. innocua
presente en un cultivo mixto sobre la superficie de queso Por
Salut almacenado a 25°C.
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Figura 1: Comportamiento de Saccharomyces cerevisiae
presente en un cultivo mixto sobre queso Por Salut sin cobertura
y cubierto con distintas peliculas, Panel a: 25°C y Panel b: 7°C.

Sin embargo, al realizar el ensayo a 7°C (Figura 2, Panelb) L
innocua presentd una respuesta diferente frente a la pelicula y la
pulverizacion con antimicrobianos. La pelicula NANI provocé un
efecto bactericida hasta los primeros 6 dias, reasumiendo
posteriormente el crecimiento de la bacteria y llegando a 4
ciclos log aproximadamente inferior alos sistemas CNANI,
COMERCIAL y SP. La pulverizacion (PNANI) tuvo un efecto
bacteriostatico a lo largo de todo el ensayo manteniendo el
valor inicial de 4 ciclos log.Resulta interesante comparar a esta
temperatura la diferencia de comportamiento entre la pelicula
NANI y la pulverizaciéon (PNANI). En este ultimo caso, el
antimicrobiano pudo entrar en contacto inmediato con la matriz
alimentaria. Las proteinas y lipidos presentes en el queso

podrian interactuar con la nisina disminuyendo su efectividad.
Por el contrario, la pelicula estaria liberando lentamente a la
nisina, reduciendo esta interaccién y estando mas biodisponible.
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Figura 2: Comportamiento de Listeria innocua presente en un
cultivo mixto sobre queso Por Salut sin cobertura y cubierto con
distintas peliculas, Panel a: 25°C y Panel b: 7°C.

La bacteria L. innocua presente en el cultivo mixto evaluado,
mostré diferencias de comportamiento frente a la variacién de
temperatura de almacenamiento y disponibilidad de agua. Es
sabido que S. cereviseae responde al incremento de
osmolaridad externa aumentandola sintesis de glicerol
intracelular, contrarrestando de esta manera el estrés generado
por la falta de agua (Blomberg y Adler 1992, Mager y Varela
1993). Como metabolito secundario de la sintesis de glicerol se
produce etanol (Michnick et al 1997), que podria actuar como
barrera adicional al desarrollo microbiolégico en los quesos
tratados con nisina (NANI y PNANI) inhibiendo de esta manera
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el crecimiento de L. innocua presente en el cultivo mixto
estudiado. Otros autores también demostraron la sensibilidad
de bacteria del género Listeria al etanol (Oh y Marshall 1993).A
25°C el metabolismo de la levadura se encuentra mas activo que
a 7°C, generando una concentracidén superior de etanol en la
superficle del queso, condicionando en mayor medida el
comportamiento de la bacteria a esta temperatura.

La temperatura de almacenamiento del queso inoculado con un
cultivo mixto cubierto con pelicula o pulverizado, influye de
distintas formas en su desarrollo. Probablemente, la velocidad
de difusidn del antimicrobiano desde la pelicula hacia el queso
disminuya con la disminucién de la temperatura, permitiendo un
mayor crecimiento a 7°C. Como contrapartida, la temperatura
de refrigeracion se encuentra muy lejos de las temperaturas
Optimas de crecimiento de cada microorganismo evaluado
(28°Cy 37°C para levaduras y bacterias respectivamente), por lo
que estos creceran mejor a 25°C. Finalmente, atemperatura
reducida (7°C) el queso presenta una menor pérdida de
humedad y mayor a,, lo que permitiria alos microorganismos
desarrollarse con menor dificultad. La combinacién de estos
factores determinaria la respuesta observada.
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Se puede concluir que la natamicina y la nisina soportados
conjuntamente en la pelicula a base de almidén de mandioca, se
encuentran biodisponibles para controlar el crecimiento de
Saccharomyces cereviseae y Listeria innocua presentes en un
cultivo mixto sobre la superficie de queso.

La efectividad de la pelicula conteniendo ambos
antimicrobianos (NANI) fue mayor que la presentada por la
pulverizacion (PNANI), con relacién a la actividad de L. innocua a
7°C, temperatura a la que habitualmente se almacena el queso
Por Salut.
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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron las caracteristicas fisico-quimicas
del piidn y los cambios que se producen durante los procesos
de coccidén y deshidratacion de las semillas. Se evaluaron
cambios de peso, volumen y color. Las muestras analizadas
fueron semillas enteras, peladas, escaldadas y deshidratadas de
tres formas diferentes (enteras, trozadas y aplastadas). Las
muestras se deshidrataron en una estufa de secado convectivo a
una temperatura de 70°C, midiendo pérdida de peso. De los
resultados obtenidos se observd que el piiidn crudo y pelado
tuvo una pérdida de peso del 15% y una disminucion del 26%
en su volumen. El color de la cascara presentd diferencias
significativas (a = 0,05) de los parametros Hunter L y a. El

escaldado aumento un 10% el volumen del pifién pelado y
disminuyeron los parametros Hunter L y b, aumentando el
Hunter a, pero hacia los tonos pardos. En el secado, el pifidn
entero mostré mayor encogimiento volumétrico (18,3%) que el
pifdn aplastado y el cortado, 12,4 y 12,6% respectivamente. Los
cambios de color tuvieron la misma tendencia que en el
escaldado.

ABSTRACT

In this paper, were studied the physicochemical characteristics of
pifion seeds and changes that occur during the cooking process
and dehydration. Changes in weight, volume and color were
evaluated. The samples analyzed were whole, peeled, blanched
and dehydrated seeds in three different forms (whole, crushed
and pieces). The samples were dehydrated in a convection
drying oven at a temperature of 70 °C by measuring weight loss.
From the results obtained it was observed that the raw and
peeled pifion seeds had a loss of 15% of its total weight and a
26% decrease in volume. The shell color had significant
differences (a = 0.05) of the L and a values (Hunter system). In
the blanching, the stripped pifion increased 10% the volume and
decreased L and b values, increasing the a value, but to the
brown tones. In drying, the entire pifion showed higher
volumetric shrinkage (18.3%) than the crushed and piece pifon,
12.4 and 12.6% respectively. Color changes had the same
tendency than blanching.
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La Araucaria araucana, también llamada Pehuén, es un pino
endémico de una zona muy restringida del sur de Argentina y
Chile. Esta especie esta protegida en Parques Nacionales de la
Cordillera de los Andes y la Cordillera de la Costa, en Chile y en
el Parque Nacional Lanin en Argentina, provincia de Neuquén,
entre los paralelos 37° S y 40° S. El fruto es la semilla que se
denomina piidn y su formacion completa demora 16 a 18
meses, desde la fertilizacidon. Debido a este largo periodo de
crecimiento del cono frutal, al momento de cosecha se pueden
observar en el mismo arbol, conos maduros y conos en
desarrollo. Un arbol puede producir entre 20 a 40 conos y cada
cono frutal puede contener un promedio de 100 a 200 pifiones
(Taha, 2010). Las semillas de esta conifera, son un elemento
trascendental de la cultura indigena, no solo por la utilidad que
tienen, sino también por el significado religioso. Los pueblos
originarios han utilizado el pifién de la Araucaria araucana
desde tiempos remotos pero la informacion sobre los usos y
beneficios de la misma ha sido transmitida oralmente de
generacion en generacion hasta la actualidad, por esta razén, no
se cuenta con documentacion concreta, certera y escrita. Esta
semilla es muy ductil, porque permite diferentes formas de uso
y procesamiento, ademas del consumo en fresco, que aun no
han sido aprovechadas ni explotadas. Comunmente se la utiliza
pelada en crudo o previamente hervida, tostada y procesada
para obtener la harina de pindn muy utilizada en sopas, masas o
relleno de empanadas, masas para alfajores, café y licores. Por
otro lado, la tendencia actual hacia una gastronomia étnica o
natural con alto valor nutricional hace que el desarrollo de
nuevos productos a base de esta materia prima originaria de

zonas turisticas, como la Patagonia, tengan mucha importancia.
Por ello, este trabajo tiene como objetivo estudiar los cambios
fisicos que se producen en las semillas frente a diferentes
tratamientos, con el proposito de aportar nuevos productos a
las canastas regionales.

MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Se trabajé con pifones de Araucaria Araucana provenientes
de la localidad de Villa Pehuenia, provincia de Neuquén,
Patagonia Argentina.

Caracterizacion del pifidon de Araucaria araucana:
Propiedades quimicas: se caracterizd la materia prima de
acuerdo con las técnicas de AOAC (1990) determinando
humedad, proteinas, lipidos, hidratos de carbono, cenizas y
fibras.

Propiedades fisicas: se determinaron las medidas geométricas del
pindn (didmetro mayor, didmetro menor y longitud) utilizando un
calibre vernier de doble escala. Para la determinacion del peso
se utilizd una balanza analitica marca Ohaus Analitycal Standard
AS200. La determinacién de volumen se realiz6 por picnometria.
Para el color superficial se midi6 los parametros Hunter Lab,
siendo L la luminosidad (0: negro; 100: blanco); a la proporcion
de componente rojo-verde en el color medido, para valores
positivo y negativo respectivamente y b la proporcién de
componente amarillo-azul. Las lecturas se realizaron en un
equipo Minolta CR 400 estandarizado con una placa ceramica
blanca (L= 9555 a= - 0,10 y b = + 2,69). Se hicieron
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determinaciones en 20 pifiones con dos lecturas en la zona
ecuatorial y esos valores numéricos fueron convertidos en

RESULTADOS Y DISCUSION

diferencia de color (AE,p,), “chroma” (Cap) y “angulo hue” (haw) Caracterizacion del pifion de Araucaria Araucana

usando las ecuaciones (Hunter, 1987)

AE,, = [(Aa® + Ab® +AL?)

Donde Aa =a-a,. Ab=b—-by; AL = L - L, El subindice "o"
indica color inicial

Cap = (a° + b%)"?
hap = arctg (b/a)
Pretratamientos
Los pifiones utilizados fueron pretratados mediante escaldado

(Th a 100°C) y pelado en caliente. Se procesaron enteros,
aplastados y trozados en cubos.

Deshidratacion

Los pifiones escaldados, pelados, enteros, aplastados y trozados
en cubos fueron secados a 70°C en estufa de conveccion
forzada con una velocidad de aire de 0,02m/s y una humedad
relativa de 10%, hasta humedades residuales de 15%.

Analisis estadistico

Se aplicé un analisis de la varianza (ANOVA) y un test de
comparaciones multiples para analizar las diferencias entre los
distintos tratamientos, usando el software Statgraphics® Plus 5.1.

En la Tabla 1 se presenta la composicion quimica del pifidn en
base humeda (bh). Se puede observar que presenta alto
contenido de humedad (47,5 + 0,1%), valores coincidentes con
los encontrados por Conforti (2009).

Tabla 1. Composicion quimica del pinon de
Araucaria Araucana

Parametros (%bh)
Humedad 47,50
Lipidos 0,36
Proteinas 3,71
4
5
Carbohidratos Totales 6
. iz 7
Almidon 4
Azucares 3
simples
7
9
1,88
Fibra Cruda 1,09
Cenizas Totales 1,25
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Los principales componentes de los pifiones, exceptuando el
agua, fueron los carbohidratos, lo que indica que los pifones
son una importante fuente de calorias. De los carbohidratos
totales obtenidos, un alto porcentaje son almidones (43,79%),
de los cuales un 93% son almidones resistentes. Por estudios
previos realizados (Henriquez, 2008) en pifién de Araucaria
Araucana se comprobd que el almidén es el compuesto
principal de esta semilla representando un 65 a 87% del peso
seco total, dependiendo de las condiciones ambientales. El
almidon resistente se define como la suma de almidén y
productos de degradacién del almidon que no se absorben en
el intestino delgado de individuos sanos. Conforti (2009) expresa
que el almidon resistente actia como prebidtico sobra la flora
intestinal y puede alterar el metabolismo de los lipidos y el
colesterol, reduciendo el riesgo de colitis ulcerosas y de cancer
de colon. Se puede dividir en cuatro tipos, de acuerdo al
mecanismo que previene su digestidbn enzimatica: almidoén
fisicamente inaccesible, atrapado en la matriz celular, como el
presente en las legumbres (tipo 1); almidon nativo o sin
gelatinizar, que al estar en forma cristalina es inaccesible a la
hidrélisis, como por ejemplo en papas crudas o bananas verdes
(tipo 2); almidon retrogradado, que se forma al dejar alimentos

condiciones de crecimiento, etapa de madurez o condicidon
post-cosecha de A. araucana (Henriquez, 2008). Del contenido
de cenizas totales, un alto porcentaje (84,2%), son solubles en
agua.

Influencia del escaldado en las propiedades fisicas del pifion de
Araucaria araucana

En la Tabla 2 se presentan los parametros fisicos del pifidn
fresco entero, pelado y escaldado.

Teniendo en cuenta que los pifiones de Araucaria araucana son
semillas cuneiformes que presentan una cobertura lefiosa, se
puede observar que, en el caso de las muestras analizadas, la
cascara del pifidn representd un 16% del peso total, valor que
concuerda con el hallado por Conforti y col. (2009). Por otro
lado, las dimensiones del piiidn con cascara y el piidn pelado,
presentaron diferencias significativas (a: 0,05) siendo el diametro
mayor de la semilla un 25% superior al diametro menor.

Tabla 2. Propiedades fisicas del pifion

cocidos a bajas temperaturas o temperatura ambiente (tipo 3) yMuestra Peso Diametro Diametro Largo Volumen
almidon quimicamente modificado (tipo 4). El término mayor menor

retrogradacion se refiere a los cambios que sufre el almiggavn entero 43 + 1,6 + 0,1 12 +0,1°