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El término innovacidn refiere a aquel cambio que introduce
alguna novedad o varias. Cuando alguien innova aplica nuevas
ideas, productos, conceptos, servicios y practicas a una
determinada cuestion, actividad o negocio, con la intencion de
ser Utiles para el incremento de la productividad. La
innovacion en la industria de alimentos esta dirigida a
acrecentar la eficiencia de los métodos de produccion, ampliar
y asegurar las fuentes de materias primas e ingredientes,
mejorar las propiedades nutricionales de los alimentos
procesados y hacerlos mas apetecibles, extender el periodo en
que los alimentos permanecen sin cambios perceptibles en
sus propiedades, incrementar la variedad de alimentos y con
ello las posibilidades de dietas equilibradas nutricitonalmente,
desarrollar nuevos ingredientes y nuevos materiales para
envases, incrementar la sustentabilidad de los procesos de
produccién y de los materiales que se utilizan. La vinculcion
del sector productivo y los grupos de investigacion que
ueden aportar en estas areas fue uno de los principales
objetivos de la V edicion de Congreso Internacional Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos. Con la intencion de promover
esta vinculacién, resulta trascendente reunir en forma
sistematizada parte de las ponencias que se presentaron en
este evento cientifico. El presente volumen condensa los
trabajos de los investigadores que aceptaron la invitacidn para
publicar sus avances cientificos en las areas de ingenieria y
tecnologia de los alimentos. Esperamos que este libro
constituya una referencia actual y sea util para aquellas
personas involucradas en el estudio y en la aplicacion de
conocimientos para atender las nuevas demandas en la
produccién de alimentos.
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EGG WHITE NANOCARRIERS FOR FOLIC ACID:
STRUCTURAL CHARACTERIZATION AND PROFILE
OF IN VITRO GASTROINTESTINAL DIGESTION
PRODUCTS

Arzeni C., Pérez O. E., Pilosof A. M. R.

CONICET - Universidad de Buenos Aires
carzeni@di.fcen.uba.ar

Resumen: El objetivo de este trabajo fue evaluar los
productos de la digestion de los nanocarriers y las
consecuencias del complejamiento de la vitamina con las
nanoparticulas de EW. La topografia de las nanoparticulas (US)
y de los nanocarriers de AF (USF) se caracterizé por
microscopia de fuerza atomica (AFM). Luego, se procedié a
realizar la digestion gastrointestinal in vitro de las muestras.
Las soluciones finales de las muestras digeridas fueron
liofilizadas. Finalmente, se empled cromatografia de alta
resolucion en fase reversa para determinar el patron de
digestién de las distintas muestras resuspendidas en agua
bidestilada y filtradas. La topografia observada de los
nanocarriers no arrojo diferencias notorias respecto a la de las
nanoparticulas de EW sin AF unido. El protocolo de digestion
seqguido fue adecuado para emular el grado de protedlisis
gastrointestinal. El perfil de péptidos obtenidos de la
digestion in vitro manifestd diferencias aparentes entre las
muestras de nanocarriers de AF y las nanoparticulas. El AF no
se verla negativamente influenciado por la asociacion con
nanoparticulas de EW. Los nanocarriers constituirian un

sistema adecuado para la preservacion, transporte y delivery
sitio dirigido de este bioactivo.

Palabras Clave: nanoparticulas, clara de huevo, acido félico,
digestién, péptidos

Abstract: The objective of this work was to evaluate the
nanocarriers digestion products and the consequences of the
formation of complexes between the vitamin and EW
nanoparticles. The topography of the nanoparticles (US) and
the nanocarriers of FA (USF) were characterized by atomic
force microscopy (AFM). Then, an in vitro gastrointestinal
digestion of the samples was performed. The final solutions of
the digested samples were freeze-dried. Finally, the pattern of
digestion of the samples, resuspended in double distilled
water and filtered, was determined by high performance liquid
chromatography. The topography of the nanocarriers did not
show any differences in comparison to the EW nanoparticles
without FA. The digestion protocol was adequate to emulate
the degree of gastrointestinal proteolysis. The obtained
peptides profile showed apparent differences between FA
nanocarriers and nanoparticles samples. FA would not be
negatively influenced by its association with EW nanoparticles.
These nanocarriers would constitute an adequate system for
the preservation, transport and target delivery of this
bioactive.

Keywords: nanoparticles, egg white, folic acid, digestion,
peptides
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The design of food grade nanocarriers for the delivery of
bioactives must be done so that they are able to deliver
bioactive components to specific sites within the consumer’s
body. Food proteins can be used to prepare a wide range of
matrices and multicomponent matrices in the form of
hydrogel, micro- or nanoparticles, all of which can be tailored
for specific applications in the development of innovative
functional food products. The ability to control the particle
size of proteinaceous materials is of primary importance not
only for determining food product properties such as taste,
aroma, texture, and appearance, but also for determining the
release rates of the carried bioactive compounds and
ultimately how much is absorbed into the body and hence the
overall efficacy of the compounds (Chen et al 2006). High
intensity ultrasound (HIUS) technology has been proved to be
effective in controlling particle size of different biopolymers
(Ashokkumar et al 2009; Chen et al 1997; Gordon y Pilosof
2010; Tang et al 2009). By controlling the conditions used for
the sonication treatment, ie. temperature and time of
processing, as well as pH conditions, it is possible to control
particle size of egg white (EW). On the other hand, folic acid
(FA), an important B-group vitamin, participates in many
metabolic pathways such as DNA and RNA biosynthesis and
amino acid interconversions. It is involved in essential
functions of cell metabolism such as DNA replication, repair
and methylation and synthesis of nucleotides, amino acids,
and some vitamins. Mammalian cells cannot synthesize folate;
therefore, an exogenous supply of this vitamin is necessary to

prevent nutritional deficiency (lyer y Tomar 2009). However,
FA is unstable to heating and light exposure, especially at acid
pH. Therefore, the formation of complexes with proteins might
enhance its stability during food manufacturing processes
where the vitamin is incorporated or during its passage
through the gastrointestinal tract (de Jong et al 2005; Liang et
al 2013; Swiatlo et al 1990; Verwel et al 2003). In this regard,
the careful analysis of the interaction between FA and proteins
before and after digestion and the pattern of digestion of the
complexes could be a great aid in understanding potential
differences in bioaccesibility and bioavailability of FA ingested
in the form of a protein-vitamin complex. For that purpose,
the characterization of the peptides profile and the verification
of FA integrity after digestion are necessary.

The objective of this work was to evaluate the nanocarriers
digestion products and the consequences of the formation of
complexes between the vitamin and EW nanoparticles.

MATERIALS AND METHODS
Preparation of EW and FA solutions

EW powder gently provided by Ovoprot International S.A.
(Buenos Aires, Argentina) was used as starting material.
Solutions at 5% w/w were prepared with double distilled
water. Solutions were centrifuged for 1 h at 12,857 x g and 20
°C (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg, Germany). The
supernatant was used for the determinations and the pH was
adjusted to 3 with TN HCL
FA powder (DSM Nutritional Products Argentina S.A., purity:
99.5%, dry basis) was kindly provided by Laboratorios Bagd
S.A. (La Plata, Argentina). FA solutions at 1% w/w were
prepared daily for the experiments. The pH was adjusted to 7
4
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with TN NaOH (for mixtures) or to 3 with TN HCl (control). The
solutions were covered with aluminum foil to prevent from
light exposure.

Design of EW nanoparticles

EW solutions were sonicated for 20 min using an ultrasonic
processor Vibra Cell Sonics, model VCX 750 (Newtown,
Connecticut, USA) at a frequency of 20 kHz and an amplitude
of 20% (maximum amplitude 40%, 228 um). A cooling bath at
0.5 °C was used to remove the heat released during the
sonication process. The acoustic power dissipated in the liquid
was 4.27 + 0.71 W, determined by a calorimetric method
according to a previous work (Arzent et al. 2012).

Generation of EW nanocarriers for FA

An aliquot of 100 ul of FA solution was added to 4 ml of EW
nanoparticles with continuous stirring for 5 min. The ratio of
FA:EW nanoparticles was 1:200. The mixtures were covered
with aluminum foil and prepared daily for each experiment.

Atomic force microscopy (AFM)

An aliquot of 5 ul of sample, diluted at 1/10° in double
distilled water, was adsorbed to a freshly cleaved mica surface
(glued to steel disks), allowed to incubate at ambient
temperature, then gently washed with Milli-Q water, and dried
under a gentle stream of filtered dry nitrogen. AFM imaging
was performed in tapping mode on a Vecco-Digital
Instruments  microscope, model Multimode (MMAFM)
NanoScope llla-Quadrex. Images were processed with

NanoScope software (Horcas et al 2007) by applying
flattening to remove background slope. The dimensions of the
nanoparticles structures were quantified, using section
analysis in terms of the vertical height and horizontal
diameter. The vertical height corresponds to the maximum
vertical distance measured from the top of the protein surface
to the neighboring mica. The horizontal diameter corresponds
to the measured diameter of the protein structure at half the
vertical height. This measurement has been used to describe
the lateral dimension of the protein structure, rather than the
horizontal diameter at zero vertical height, to minimize the
influence of tip induced broadening (Najbar et al 2003;
Villarrubia 1997).

In vitro gastrointestinal digestion protocol

This was performed according to Moreno et al (2005) with
some modifications. An aliquot of 5 ml of samples was
dissolved in 4 ml of a simulated gastric fluid (SGF, 0.15M NaCl,
pH 2.5). The pH was adjusted to 2.5 with 1M HC|, if necessary.
A solution of pepsin (P7000, 182 U/mg of protein) dissolved in
1 ml of SGF was added. The mixture was incubated at 37 °C for
2 h with continuous stirring. At the end of this stage, pH was
adjusted to 7.0 with TM NaHCOs; to inactivate pepsin
(maximum volume = 1 ml). If less volume was required,
double distilled water was added until 1 ml was reached. Then,
3 ml of a simulated intestinal fluid (SIF, 39 mM K,HPQO,4, 150
mM NaCl y 30 mM CaCl,, pH 7.0) was added. Next, 80 mg of
bile salts (B3883) dissolved in 1 ml of SIF, trypsin (T8003, 34.5
U/mg of protein) and a-chymotrypsin (C4129, 0.44 U/mg of
protein), each one dissolved in 0.5 ml double distilled water
were incorporated. Samples were incubated at 37 °C for 2 h.

5



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

At the end of this stage, trypsin and a-chymotrypsin were
inactivated in a water bath at 80 °C during 5 min. The digested
solutions were then freeze-dried.

Reverse phase — High performance liquid chromatography
(RP-HPLC)

FA, EW, nanocarriers and their corresponding hydrolysates
were re-hydrated in double distilled water, filtered by a 0.45
pum membrane and analyzed in a Waters 1525 HPLC system
(Waters, Milford, MA, USA) using a BioSuite™ pC18 500, 7 pym
column (150 x 4.6 mm, Waters, Milford, MA, USA), with a flow
rate of 1 ml/min, an injection volume of 20 pl and the
following mobile phase: solvent A, 0.37 ml/l TFA in double
distilled water; solvent B, 0.27 ml/l TFA in HPLC grade ACN. A
linear gradient of solvent B in A, from 0 to 65% in 50 min was
used. Absorbance was recorded at 220 and 280 nm with a
2998 Photodiode Array detector (Waters, Milford, MA, USA).
The software Breeze Waters was used.

RESULTS AND DISCUSSION

First, AFM was used with the purpose of characterizing the
structure of the designed nanocarriers. EW nanoparticles (US)
were found to be rounded and regular in shape and had
approximately 14 nm of diameter (Figure 1.A), as well as the
nanocarriers of FA (USF) (Figure 1.B). It is worth noting that, for
AFM technique, the samples were measured in air after
washing and drying them. Thus, not all the particles present in
the solution might remain adsorbed to the mica surface, as
upon washing a large fraction of protein is removed from the
surface (Younes-Metzler et al 2011).

20mm
SR

Figure 1: Images of atomic force microscopy of US (A) and
USF (B) shown in 2D and 3D views.

Then, an in vitro digestion protocol was followed and the
digested samples were separated by RP-HPLC. Figure 2 and 3
show the chromatograms for the samples before and after the
digestion process, respectively, at 220 nm, in order to visualize
proteins and peptides, and at 280 nm, for better appreciation
of the FA peak, avoiding the interference of peptides that
elute at the same time zone.

The three main peaks that were present in US sample
recorded at 220 nm (Figure 2.A), identified as OM, LZ and
OVA, correspond to ovomucoid, lysozyme and ovalbumin, in

accordance with the peaks identified for EW in a previous
6
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research (Martos et al 2013). OVA peak in USF sample was 0.80f
slightly lower than in US one. The intensity of the peak oeof A 220 nm
corresponding to FA was lower in USF samples, in comparison <o
with FA alone, as can be better visualized in the Zzz FA
chromatograms obtained at 280 nm (Figure 2.B). This could 080} ovo
indicate an interaction between FA and EW nanoparticles in 003
such a way that cannot be separated in the chromatographic <o oM Lz
conditions used in the present work. Other authors have Zzz Ys
reported the formation of complexes between FA and 0301
different proteins. For example, Liang y Subirade (2002) found, 050}
by fluorescence spectroscopy, that FA could be bound to B- ZZZZ H
lactoglobulin and that the complexation reduced FA o
phOtOdegradation. In another Work, Jha y Kishore (201 1) 000 200 400 600 800 10,00 12,00 1400 16,00 18,00 zd,o;;i.:: 2400 2600 2800 30,00 32,00 3400 3600 3800 40,00 42,00
found, by isothermal titration calorimetry in combination with 0050
fluorescence and circular dichroism spectroscopies, that 0,040 280 nm
bovine serum albumin could effectively bind FA and that the -, 00301
binding was dominated by electrostatic interactions with a <0020,
contribution of hydrogen bonding and hydrophobic ZE;Z B
interactions. 00501 FA
0,040
30,030’
< 0,020

0'0107 US A//\M—M\__i

0,000

0,050

0,040
- 00307
< 0,020

0,010 USF n “
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Figure 2: RP-HPLC chromatograms of FA, US and USF samples
recorded at 220 nm (A) and 280 nm (B).
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Eig " 220 nm
Figure 3.A shows the chromatograms of digested samples <§;3‘; "
recorded at 220 nm. Intact OVA was found in US samples, oant—
indicating that this protein was only partially digested in vitro. il | us peptides ove
Regarding this, there are examples in the literature which 2008
report resistance of OVA to digestive enzymes (Martos, et al. 3133JMW
2013; Suslick 1990; Tatsumi y Hirose 1997). On the other hand, :?: A
the intensity of OVA peak in USF digested sample was lower o | USF
than the corresponding to US sample, at 220 nm, which could 2000 WW
indicate that FA enhances OVA degradation by the digestive oo2) |
enzymes. This change in OVA digestibility might be related to o5 SR 405 5 950 100 10T 150 1800 9 5050 2100 4 5580 20 8w 5300 30 300 0 4688 5
a different conformation that the protein would adopt when 0050
interacting with FA. Other studies reported that the stability of oo 280 nm
proteins to digestion may be altered in the presence of oo A f\
various components of the food matrix, such as soluble 0000
polysaccharides (Lepoint y Lepoint-Mullie 1998), lipids o FA
(Henglein 1993) or protease inhibitors (Riesz 1991). The peaks 000
corresponding to OM and LZ were not observed in the ol
digested samples, suggesting that their proteolysis was 0000
complete and no differences were found between digested US o
and USF samples. On the other hand, at 280 nm, it can be 20:030
clearly observed that the intensity of FA was the same for USF ool USF
and FA samples (Figure 3.B). This could indicate that the T e Y T T T T
vitamin was released from the nanocarriers at the end of the o e
gastrointestinal digestion, leaving FA bioaccessible for Figure 3: RP-HPLC chromatograms of digested FA, US and
enterocytes cells. USF samples recorded at 220 nm (A) and 280 nm (B).
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The interaction of FA with EW nanoparticles was proved to
occur at pH 3. The release of FA from the nanocarriers after
the in vitro gastrointestinal digestion of the samples is an
indication that FA would be bioaccessible in the site of
absorption. Binding of FA to EW nanoparticles also proved to
be beneficial for the degradation of digestion-resistant EW
proteins. EW nanocarriers would constitute an adequate
system for the preservation, transport and target delivery of
FA.

Arzeni, C, Martinez, K, Zema, P., Arias, A, Pérez, O. E, &
Pilosof, A. M. R. (2012). Comparative study of high intensity
ultrasound effects on food proteins functionality. Journal of
Food Engineering, 108: 463-472.
Ashokkumar, M, Lee, J., Zisu, B., Bhaskarcharya, R., Palmer, M.,
& Kentish, S. (2009). Hot topic: sonication increases the heat
stability of whey proteins. Journal of Dairy Science, 92: 5353-
5356.
Chen, L, Remondetto, G. E, & Subirade, M. (2006). Food
protein-based materials as nutraceutical delivery systems.
Trends in Food Science & Technology, 17: 272-283.
Chen, R. H, Chang, J. R, & Shyur, J. S. (1997). Effects of
ultrasonic conditions and storage in acidic solutions on
changes in molecular weight and polydispersity of treated
chitosan. Carbohydrate Research, 299: 287-294.
de Jong, R. J,, Verwei, M., West, C. E., van Vliet, T., Siebelink, E.,
van den Berg, H., & Castenmiller, J. J. M. (2005). Bioavailability
of folic acid from fortified pasteurised and UHT-treated milk in
humans. European Journal of Clinical Nutrition, 59: 906-913.
Gordon, L., & Pilosof, A. (2010). Application of high intensity
ultrasounds to control the size of whey proteins particles.
Food Biophysics, 5: 203-210.
Henglein, A. (1993). Contribution to various aspects of
cavitation chemistry. En: T. J. Mason. Advances in
Sonochemistry. London, UK and Greenwich, CT: JAI Press. 17-
83.
Horcas, I, Fernandez, R, Gbmez-Rodriguez, J. M., Colchero, J.,
Gomez-Herrero, J., & Baro, A. M. (2007). WSXM: A software for
9



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

scanning probe microscopy and a tool for nanotechnology.
Review of Scientific Instruments, 78: -.

lyer, R, & Tomar, S. K. (2009). Folate: A functional food
constituent. Journal of Food Science, 74: R114-R122.

Jha, N. S., & Kishore, N. (2011). Thermodynamic studies on the
interaction of folic acid with bovine serum albumin. The
Journal of Chemical Thermodynamics, 43: 814-821.

Lepoint, T., & Lepoint-Mullie, F. (1998). Theoretical bases. En: J.
L. Luche. Synthetic Organic Sonochemistry. New York: Plenum.
1-49.

Liang, L., & Subirade, M. (2002). Study of the acid and thermal
stability of DO-lactoglobulin-ligand  complexes  using
fluorescence quenching. Food Chemistry, 132: 2023-2029.
Liang, L, Zhang, J., Zhou, P., & Subirade, M. (2013). Protective
effect of ligand-binding proteins against folic acid loss due to
photodecomposition. Food Chemistry.

Martos, G. Lopez-Fandifo, R, & Molina, E. (2013).
Immunoreactivity of hen egg allergens: Influence on in vitro
gastrointestinal digestion of the presence of other egg white
proteins and of egg yolk. Food Chemistry, 136: 775-781.
Moreno, F. J., Mellon, F. A, Wickham, M. S. J,, Bottrill, A. R, &
Mills, E. N. C. (2005). Stability of the major allergen Brazil nut
2S albumin (Ber e 1) to physiologically relevant in vitro
gastrointestinal digestion. FEBS Journal, 272: 341-352.

Najbar, L. V., Considine, R. F., & Drummond, C. J. (2003). Heat-
induced aggregation of a globular egg-white protein in
aqueous solution: Investigation by atomic force microscope
imaging and surface force mapping modalities. Langmuir, 19:
2880-2887.

Riesz, P. (1991). Free radical generation by ultrasound in
aqueous solutions of volatile and non-volatile solutes. En: T. J.

Mason. Advances in Sonochemistry. London, UK and
Greenwich, CT: JAI Press. 23-64.

Suslick, K. S. (1990). Sonochemistry. Science, 247: 1439-1445.
Swiatlo, N., O'Connor, D. L, Andrews, J., & Picciano, M. F.
(1990). Relative folate bioavailability from diets containing
human, bovine and goat milk. Journal of Nutrition, 120: 172-
177.

Tang, C.-H., Wang, X.-Y., Yang, X.-Q., & L, L. (2009). Formation
of soluble aggregates from insoluble commercial soy protein
isolate by means of ultrasonic treatment and their gelling
properties. Journal of Food Engineering, 92: 432-437.

Tatsumi, E, & Hirose, M. (1997). Highly Ordered Molten
Globule—Like State of Ovalbumin at Acidic pH: Native-Like
Fragmentation by Protease and Selective Modification of
Cys367 with Dithiodipyridine. Journal of Biochemistry, 122:
300-308.

Verwei, M., Arkbage, K, Havenaar, R, van den Berg, H,
Witthoft, C, & Schaafsma, G. (2003). Folic acid and 5-
methyltetrahydrofolate in fortified milk are bioaccessible as
determined in a dynamic in vitro gastrointestinal model. The
Journal of nutrition, 133: 2377-2383.

Villarrubia, J. S. (1997). Algorithms for scanned probe
microscope image simulation, surface reconstruction, and tip
estimations. Journal of Research of the National Institute of
Standards and Technology, 102: 425-454.

Younes-Metzler, O., Ben, R. N, & Giorgi, J. B. (2011). The
adsorption of antifreeze glycoprotein fraction 8 on dry and
wet mica. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 82: 134-140.

10



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

SECADO DE FRUTAS DE DYOSPIROS KAKIVAR. FUYU

Borsini, A.A.1; Albani, O.A.Z; Ramallo L.A.?

1: IMAM-CONICET-UNaM, Félix de Azara 1552, Posadas,
Misiones, Argentina.

2: Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales-UNaM,
Félix de Azara 1552, Posadas, Misiones, Argentina
arielborsini@gmail.com

Resumen: El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
diferentes condiciones de deshidratacion sobre la cinética de
pérdida de agua y los cambios de color de frutas de Dyospiros
kaki var Fuyu. Las condiciones de operacion fueron: i) Secado
con flujo de aire caliente a velocidad y temperatura (45, 60 y
75 °C) constantes (SAC), ii) Secado intermitente alternando
periodos de 45 min SAC/ 45 min reposo (SAC INT), a 45, 60 y
75 °C y, u) SAC a 60 °C luego de un proceso de
deshidratacién osmética en solucidn de sacarosa a 50 y 60
°Brix (DO+SAC). La ecuacion de Page fue utilizado para
describir la pérdida de agua durante el secado. Los valores del
parametro n no presentaron diferencias significativas (p>0,05)
entre los diferentes procesos a 45°Cy a 60 °C. Los valores de
k se incrementaron con la temperatura para los ensayos SAC y
SAC INT y no se observaron diferencias significativas (p>0,05)
entre los valores de k de SAC y de DO+SAC. Los parametros
del color L*y b* disminuyeron durante el secado, mientras
que a* se mantuvo constante. La diferencia de color 4F fue
mayor a 75°C y no fue afectada por la aplicacion de
intermitencia (SAC INT).

Palabras claves: Secado, kaki, cinetica

Abstract: The aim of this study was to evaluate the effect of
different drying conditions on water loss kinetics and color
changes of Dyospiros kaki var Fuyu fruits. Operating
conditions were: i) drying with air flow at constant velocity and
temperature (45, 60 and 75 °C) (SAQ), i) Intermittent Drying
with alternating periods of 45 min SAC / 45 min rest (SAC INT),
at 45, 60 and 75 ° C, iit) SAC at 60 °C after osmotic dehydration
process in sucrose solution of 50 and 60 °Brix (DO + SAC). To
describe the water loss during drying fruit the Page equation
was used. Values of n parameter were not significantly
different (p> 0.05) for drying processes at 45 and 60 °C, nor
for SAC INT and DO+SAC. kvalues increased with temperature
for SAC and SAC INT and no significant difference (p> 0.05)
between k values of SAC and DO+SAC. Color parameters L *
and b * decreased during drying, while a * remained constant.
The color difference AE was highest at 75 °C and was not
affected by the application of rest periods (INT SAC).

Keywords: Drying, Persimmon, Kinetic
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El Diospyros kaki L. tiene un contenido relativamente alto de
flbora alimentaria, compuestos fendlicos, minerales vy
oligoelementos (Gorinstein et a/2001). En general, existen dos
tipos de fruta de caqui astringente y no astringente; las
astringentes no pueden ser ingeridas cuando estan firmes
debido a su alto contenido en taninos solubles. Las no
astringentes no son libres en taninos, pero son mucho menos
astringentes antes de la maduracién; éstos pueden ser
consumidos cuando estan firmes (Jang et al/ 2011). En los
ultimos afios ha habido una expansion de la produccion de
caqui en Australia, Nueva Zelanda y América del Sur (Collins y
Tisdell 1995)

El secado en corriente de aire es un método tecnolégicamente
sencillo y relativamente econdmico cuyo principio basico es
el de reducir el contenido de agua del alimento por
evaporacion superficial, aumentando asi el tiempo de
conservacion y la vida de anaquel del producto, facilitando su
transporte y almacenamiento (Park et al 2001). La
deshidrataciéon osmotica, es una técnica Uutil para la
concentracién de solidos solubles en frutas y verduras, y
consiste en la inmersion del alimento, entero o en trozos, en
soluciones acuosas de azlcares o sales con alta presion
osmotica. Esto da lugar a dos flujos en contra-corriente que
fluyen simultaneamente: un flujo de agua importante del
alimento a la solucion y una transferencia simultanea de
soluto de la solucidon al alimento (Rault-Wack 1994,
Torreggiant 1993).

El secado intermitente es un proceso en el cual el calor es
aplicado de manera discontinua con periodos o ciclos de
reposo (Islam et al 2003, Jumah et al 2007), que ha sido
ampliamente estudiado en la preservacion diversos productos
como arroz, banana, guayaba, papa, soja y trigo (Aquerreta et
al 2007, Chua et a/ 2000, 2003, Cnossen et al 2003; Nishiyama
et al 2006, Shei y Chen 2002, Thomkapanich et a/ 2007, Tuyen
et al2009).

Estudios en torno al secado de frutos y vegetales han
determinado que es un proceso dificil de describir, debido a la
complejidad de los fendmenos internos y externos que
ocurren durante él. No obstante, en la literatura se encuentran
varios métodos propuestos para analizar el secado en capa
fina de productos alimenticios: modelos tedricos, semitedricos
y empiricos. El modelado de los procesos de secado es
fundamental para la seleccién y optimizacién de los mismos.
Sin embargo, las ecuaciones la transferencia de calor y masa
requieren considerable conocimiento de calculo numérico
para su solucién analitica (Simal et a/ 1997, Doymaz 2004,
Simal et al 2005). Asi, el modelo de Page (Ecuacion 1) ha sido
ampliamente utilizado para simular las curvas de secado peras
(Park et al 2002), Papaya (El-Aouar et al 2003), Zanahoria
(Doymaz 2004) y Kiwt (Simal et a/2005). En el presente trabajo
se pretende evaluar el efecto de la aplicacidon de periodos de
reposo o intermitencia durante el secado con aire a diferentes
temperaturas, como ast también el proceso combinado
deshidratacion osmética-secado sobre la cinética de pérdida
de agua y los cambios de color de frutas de Dyospiros kakivar
Fuyu.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales

Se utilizaron frutas de Diospyros kaki var. Fuyu cultivadas en la
provincia de Misiones, seleccionando frutos de tamafo y
forma homogéneos (diametro =71 mm). Ademas, se tomé
como parametro de seleccién el estado de maduracion de las
frutas la concentracion de solidos solubles y el color de las
frutas (15+1.5°Brix, hue=56+4°). Estas frutas fueron extraidas
de un lote de 60 muestras, pre-seleccionadas de un cultivo
experimental del INTA Montecarlo (Montecarlo, Misiones); los
ensayos fueron realizados por duplicado.

Para la deshidratacion osmoética se utilizdé sacarosa comercial
(Alto Uruguay, San Javier, Misiones)

Deshidratacion y Secado

Las frutas seleccionadas fueron lavadas con agua clorada,
escurridas y cortadas transversalmente a su eje en placas
semicirculares de 6 + 0.5 mm de espesor y 70+t4 mm de
diametro medido con calibre digital.

La deshidrataciéon osmoética de kaki se efectu6 empleando
solucion de sacarosa de 50 °Brix y 60 °Brix, en un bafio
termostatico (Dubnoff, Vicking, Argentina) a 40 °C, con
agitacion continua (60 ciclos/minuto) durante 4 h, la relacién
masa del solido/masa solucion hipertonica fue mayor de 1:10
(p/p) para garantizar constancia en la concentracion del jarabe
durante el tratamiento. Estas muestras parcialmente
deshidratadas/impregnadas posteriormente fueron sometidas
a un secado continuo a 60 °C (DO+SAC), durante 5 horas.

Las muestras fueron pesadas y secadas en las siguientes
condiciones:

e Secado con flujo de aire caliente a velocidad constante
a 45,60y 75 °C (SAQ).

e Secado intermitente alternando periodos de 45 min
SAC/ 45 min reposo a 45, 60 y 75 °C (SAC INT).

e Secado con flujo de aire caliente (60 °C) a velocidad
constante de muestras pre-tratadas osméticamente con
solucion de sacarosa a 50 y 60 °Brix-40°C (DO +SAC).

El proceso de secado (SAC) se efectud colocando las muestras
de fruta, ubicadas sobre una bandeja perforada, en estufa con
circulacion forzada de aire (Dalvo, modelo Si343, Argentina), a
velocidad (1.1 m/s) y temperaturas constantes (45 °C, 60 °Cy
75°C). Durante el periodo de reposo las muestras se
conservaron en un recipiente cerrado, de poliestireno
expandido de 5 cm de espesor de pared, para minimizar las
variaciones de temperatura.

Para cada experiencia de secado intermitente se realizd en
paralelo y de manera simultadnea, a partir de muestras de la
misma fruta, una experiencia de secado continuo.

Para comparar las curvas de secado continuo e intermitente se
utilizé el tiempo efectivo de secado o tiempo de aplicacién de
calor, suprimiendo el tiempo de reposo. Se cuantifico la
humedad de la fruta al inicio (fruta fresca) y al finalizar el
proceso de secado por el método gravimétrico (48 h en estufa
a 75 °C, hasta pesada constante). Los resultados se registraron
en g de agua por 100 g de materia seca (g/100 g ms). Se
determind la humedad de equilibrio de las frutas a cada
temperatura (72 h de SAC a temperatura constante). Para
determinar las diferencias. Los resultados fueron analizados a
partir de ANOVA, utilizando el método LSD (minimas
diferencias significativas) como método de comparaciones

13
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multiples, con un nivel de confianza del 95% (a=0.05). El
analisis de varianza fue realizado con el paquete estadistico
STATGRAPHICS Centurién XVI.

Modelos Matematicos

Las curvas de secado obtenidas experimentalmente fueron
modeladas utilizandose el modelo de Page, desarrollado por
Page (1949), este modelo fue desarrollado para explicar la
perdida de agua durante el secado de un material en capa fina
(Ecuacion 1):

MR=1""F=exp(-kt") (1)

Vp— ke

Donde W es el contenido de humedad al tiempo t, Wy el
contenido de humedad al tiempo t=0 y W, el contenido de
humedad de equilibrio. Los valores de k& y n fueron
determinados por la técnica de regresién lineal.

Color

Las coordenadas cromaticas fueron medidas con un
colorimetro MiniScan EZ Hunterlab (Hunter Associates
Laboratory, Inc.) determinandose el color tanto de muestras
frescas como secas, utilizdandose el sistema CIEL*a*b*
(Mendoza et al2006), las medidas se realizaron por duplicado.
Para cuantificar los cambios globales de color se utilizé el AE
(Ecuacion 2), que indica cuanta diferencia hay entre los colores
de dos muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas de secado

El valor medio de humedad de la fruta fresca fue de 434156 g
/ 100 g ms, los valores de humedad para las muestras después
del SAC a 45, 60 y 75°C fueron: 65,1 £10; 49,8+27,2y 11,8+3,2
g / 100 g ms, respectivamente. Aquellas deshidratadas
mediante SAC INT no mostraron diferencias significativas con
las anteriores, siendo los valores de humedad registrados al
final de 5 h de secado efectivo: 88,4+21,1; 68+34,1y 9,7+1,3
g / 100 g ms a las mismas temperaturas. Los valores de
humedad de muestras tratadas con DO+SAC a 60°C
alcanzaron una humedad final de 21,7 +2,3y 19,7+7,6 g / 100
g ms a 50 y 60 °Brix respectivamente.

La Figura 1 muestra las curvas de secado de kaki durante el
secado continuo y el secado intermitente en la condicion
45/45 a 45 °C. En esta figura se observa que, a 45°C, la
aplicacién de periodos de intermitencia tiene efecto favorable
sobre la velocidad de secado, en el periodo de 50 a 230 min, y
consecuentemente disminuye el tiempo necesario para
alcanzar un determinado valor de humedad.

14



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

Fi2 5 |

-

A

100 150 200 250 300 350
A Tiempo (min) Yy

=
ol
[

Figura 1 Curvas de secado continuo SAC e intermitente SAC
INT 45/45 a 45 °C

En los ensayos a 60°C y 75°C no se observaron diferencias en
la aplicacion de periodos de intermitencia en relacion al
secado continuo (figuras 2 y 3),

Se puede observar que la cinética de pérdida de agua del SAC
INT presenta poco beneficio como alternativa al secado
continuo para frutas de Diospyros kaki var. Fuyu, aunque
numerosas publicaciones indican resultados diferentes para
otros productos. Ramallo et a/ 2010 encontraron que la
aplicacion de periodos de intermitencia tiene efecto favorable
sobre la velocidad de secado en Yerba Mate. Aquerreta et al
2007 estudiaron el efecto de la intermitencia en arroz.

La figura 4 muestra las curvas de secado de kaki durante el
secado continuo de muestras previamente deshidratadas
osmoticamente a dos concentraciones de sacarosa (50 y 60
°Brix), no se observaron diferencias significativas entre éstos
tratamientos.
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Figura 2 Curvas de secado continuo SAC e intermitente SAC
INT 45/45 a 60 °C

Figura 3 Curvas de secado continuo SAC e intermitente SAC
INT 45/45 a 75 °C
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Figura 4 Curvas de secado continuo de muestras previamente
deshidratadas osmoéticamente (DO+SACQ)

En la Tabla 1 se muestran los valores de humedad de
equilibrio para SAC, SAC INT y DO+SAC a 45°C, 60°Cy 75°C.
No se observaron diferencias significativas en los valores de
humedad de equilibrio para fruta con diferentes procesos de
secado a la misma temperatura , excepto en las muestras
previamente impregnadas con solucion de sacarosa de 60°Brix
. Como era de esperar, la temperatura del proceso afectd
significativamente (p<0,05) los valores de humedad de
equilibrio

Tabla 1 Humedades de Equilibrio a distintas tratamientos y
distintas temperaturas

T(°C) Tratamiento
45 SAC

Xeq (9/100g ms)**
8,73+0,21 a

SAC INT 8,25+0,63 a

SAC 4,01+049 b

60 SAC INT 3,62+0,88 b
DO50°BRIX +SAC 3,95+0,25 b
DO60°BRIX +SAC 5,07+0,54 ¢

75 SAC 1,99+0,20 d
SAC INT 2,23+0,29d

*Letras diferentes en los valores de X.q sefialan diferencia significativa a un
nivel de significancia del 95% (p<0.05). ** Cada valor es el promedio * la
Desviacién Standard de los resultados obtenidos

Modelo Matematico

Se utilizé el modelo de Page para describir la pérdida de agua
de laminas de fruta de kaki en funcién del tiempo de secado.
En la Tabla 2 se muestran los valores de los parametros del
modelo de Page, resultantes del ajuste de los datos
experimentales de secado a la Ec 1. En todos los casos se
obtuvieron valores de R? superiores a 96%. En las figuras 1, 2,
3y 4 se presentan los datos experimentales y los calculados
mediante la Ecuacion 1, en concordancia con el estudio de
Doymaz (2012), donde el modelo de Page presenta un buen
ajuste para muestras de kaki sometidas a secado por
conveccion.

Los valores del parametro n de la ecuacién de Page no
presentaron diferencias significativas (p>0,05) para las
condiciones SAC de 45 y 60 °C con un valor medio de
1,0710,03; por otra parte para el SAC a 75°C el valor resultante
de n fue 1,1+£0,02. Como se puede apreciar en la Tabla 2, la
aplicacion de tiempos de reposo o intermitencia no afecta
significativamente los valores del parametro n. Igual
comportamiento se observa en las muestras de kaki con

16



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

deshidratacién/impregnacién en solucién de sacarosa previo
al secado con aire.

El parametro k puede ser considerado como una medida de la
velocidad de pérdida de humedad cuando se comparan
experiencias con idénticos valores de n. Asi, los valores del
parametro k se incrementaron con la temperatura para los
ensayos SAC y SAC INT. En cuanto a ensayos de DO+SAC no
se encontraron diferencias significativas (p>0,05) en los
valores de k durante el SAC a 60°C de muestras pre-
deshidratadas a 50 y 60°Brix. Los valores del Error Promedio
Porcentual (EPP) de la estimacion variaron desde 3,5 hasta
14,5%. Pese a que el ajuste del modelo de Page es
satisfactorio, se observa una aparente disminucién del
grado de ajuste conforme se incrementa la temperatura

de operacion (disminucién de R? y aumento del EPP), este
resultado concuerda con el estudio de Puente et a/ (2010) en
el secado de manzana con previo tratamiento osmético.

Tabla 2 Parametros de la ecuacion de Page y parametros
estadistico

T (°Q) Tratamiento k* n EPP

45 SAC 0,004+0,0006 1,07 3,5
SAC INT 0,005+0,001 1,07 7,6
SAC 0,006+0,001 1,07 7.2
SAC INT 0,0055+0,001 1,07 8,7

DO50°BRIX 0,006+0,0004 1,07 6,2
60
+SAC
DO60°BRIX 0,006+0,0001 1,07 7.9
+SAC
75 SAC 0,008+0,0006 1,1 14,5

SAC INT 0,007+0,0007 11 11,5

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

Al aplicar el modelo de Page se observé una dependencia de
k con la temperatura, mientras que n se mantuvo constante
con valores de medio de 1,07+0,03 para tratamientos a 45°C y
60°C; y de 1,1+0,02 para tratamientos a 75 °C.

Color

Los parametros del color L[* y b* disminuyeron
significativamente durante el secado, mientras que a* se
mantuvo practicamente constante, excepto en los procesos a
75°C . Hubo mayores cambios en el parametro b* para
tratamientos a 75°C y ensayos de DO+SAC a 60°C; respecto a
los resultados de los procesos combinados DO+SAC puede
observarse en la Tabla 3 que los cambios mas importantes del
parametro b*se produjeron en la etapa de DO. La diferencia
de color 4F se incrementé con la temperatura de secado y no
fue afectada por la aplicacion de intermitencia (SAC INT). En la
Tabla 3 se muestran los valores medios de los cambios de los
parametros instrumentales del color para cada condicién de
secado.
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Tabla 3 Valores medios de los cambios en los parametros
instrumentales del color por efecto de los diferentes procesos
de deshidratacion de fruta de kaki

Tratamiento T(C) AL* Aa* Ab* AE
SAC 45 9,9 04 1,5 10,09
SAC INT 9 0,1 2,2 9,33
SAC 8,9 0,5 3,2 9,40
SAC INT 7.3 0,6 39 8,31
DO50°BRIX 60 8 0,9 28,3 10,98
+SAC

DO60°BRIX 8,2 0,4 13,5 10,81
+SAC

SAC 75 3,6 55 15,1 16,5
SAC INT 4,1 3 19,6 20,29
DO 50°BRIX 2,4 0,1 19 9,61

DO 60 °BRIX 1,4 0,1 18,1 8,35
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La aplicacidon de periodos de intermitencia o reposo durante el
secado a 45 °C de laminas de frutas de Diospyros kaki var.
Fuyu tiene efecto favorable sobre la velocidad de secado en el
periodo de 50 a 230 min, pero no afectd la cinética de pérdida
de agua 60°C y 75° C. El modelo de Page describio
satisfactorlamente la cinética de secado de frutas de
Diospyros kaki, no hubo diferencias significativas en los
valores de n para SAC a 45° C y 60° C; los valores de n se
incrementaron en el secado a 75°C. Los valores de k se
incrementaron con la temperatura del proceso.

Los parametros del color L[* y b* disminuyeron
significativamente durante el secado. La diferencia de color
AF mostrdé un marcado incremento a 75°C y no fue afectada
por la aplicacion de intermitencia (SAC INT).
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Resumen: El acido clorogénico (ACG) es un quimico fino
utilizado en diferentes industrias. Actualmente, no hay
produccion local de ACG por lo que debe ser importado. Sin
embargo, la yerba mate, con cantidades significativas de ACG,
constituye una fuente novedosa para la produccién del
compuesto. El procesamiento industrial involucra diferentes
etapas durante las cuales se podrian producir cambios en la
concentracién del ACG. El objetivo del trabajo fue evaluar la
variaciéon de ACG, en la hoja y en el palo, durante las
diferentes etapas del procesamiento. El contenido de ACG en
la hoja y en el palo varié desde 8,08 + 0,10 a 6,35 + 0,10 g
ACG/100 g materia seca, y de 7,89 + 0,53 a 3,56 + 0,08 g
ACG/100 g materia seca, respectivamente, a lo largo de las
diferentes etapas. El analisis indicé que el mayor contenido de
ACG fue encontrado en las muestras de yerba mate recién
cosechada: hoja y palo verde. No hubo diferencias
significativas (p < 0,05) en el contenido de ACG entre estas
muestras. Los presentes resultados indican que el “palo

verde”, residuo actualmente poco valorado en la industria
yerbatera, podria constituir una materia prima valiosa para la
obtencion de extractos ricos en ACG.

Palabras clave: acido clorogénico, yerba mate (/llex
paraguarinesis), procesamiento industrial.

Abstract: Chlorogencic acid (CGA) is a fine chemical used in
different industries. Actually, there is no local production of
CGA, so it must be imported. However, Yerba Mate, which
contains significant amounts of CGA, could be considered as a
novel source for production of this compound. The industrial
processing involves different stages that can modify the CGA
concentration. The aim of this study was to evaluate how, the
different processing stages, affect the CGA content in yerba
mate leaves and stems. The CGA present in the extracts was
determined by an HPLC system. The CGA content ranged from
8.08 + 0.10 to 6.35 + 0.10 g CGA/100 g dried material for
leaves and 7.89 + 0.53 to 3.56 + 0.08 g CGA/100 g for stems,
along the different processing stages. The analysis indicated
that the highest CGA content was found in the samples
obtained from freshly harvested yerba mate, for both green
leaves and stems. No significant differences in the CGA
content (p < 0.05) were found in these samples. The present
results indicated that "green stems”, an undervalued residue in
yerba mate industries, could be considered as a valuable raw
material to obtain extracts rich in CGA

Keywords: chlorogenic acid, yerba mate (/llex paraguarinesis),
industrial processing.
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Estructuralmente, el acido clorogénico (ACG, CAS Number:
327-97-9) es un éster formado entre el acido cafeico y el L-
quinico. El ACG presenta importancia biolégica ya que es un
intermediario en la sintesis de ligninas en vegetales. Por otra
parte, se han reportado actividades farmacoldgicas asociadas
al ACG tales como agente contra el cancer, antioxidante,
antiviral, antibacterial y antifungico con relativa baja toxicidad
y efectos secundarios ademas de bajo potencial de desarrollo
de resistencia antimicrobiana (Jiang et al 2001, Farah y
Donangelo  2006). Otras actividades farmacoldgicas
mencionadas incluyen la disminucién de la gluconeogénesis
hepatica y la reduccién de la absorcién de glucosa, con
disminucién concomitante de picos de glucemia (Shearer et al.
2003). El ACG esta actualmente disponible en el mercado
internacional tanto en forma de producto grado analitico,
como ast también de grado alimenticio y a granel, siendo en
todos los casos considerado dentro de la categoria de Fine
Chemicals. Actualmente, en nuestro pais no hay produccion
de ACG por lo que las necesidades locales deben ser
satisfechas por importacion. El ACG se puede extraer de
diferentes fuentes naturales, siendo el género Fucommia la
principal fuente comercial, particularmente en el caso de
empresas productoras chinas (Lt et a/ 2005). Su precio FOB
China es del orden de US$ 3.500/kg para un producto solido a
granel con 95 % (p/p) de pureza (informacion obtenida de un
trader). Recientemente se ha popularizado su extraccion a
partir de granos de café verde, comercializandose como
extracto de café verde en diferentes formas farmacéuticas para

reducir el apetito. Sin embargo, resulta notable mencionar que
la yerba mate, con contenidos del orden del 10 % (p/p) en
base seca (Marques y Farah 2009; lIsolabella et al 2010,
Pagliosa et al 2010), puede constituir una fuente totalmente
novedosa, autdctona, aun no explotada y altamente
competitiva para la produccion industrial de este compuesto.
El proceso de produccion de la yerba mate implica la cosecha
de las hojas de | paraguariensis que son expuestas a fuego
directo, proceso que es seguido por su secado, molienda,
estaclonamiento y envasado para finalmente llegar a su
comercializacion. El proceso de industrializacién puede variar
entre las industrias aunque el procedimiento es basicamente
el mismo y se puede describir de la siguiente manera (Barchuk
1998, Valduga et al 2003):
7) Cosecha.: las hojas verdes y pequefos tallos se cortan
manual o mecanicamente, se colocan en sacos con una
capacidad de unos 100 kg y luego se llevan a la planta de
procesamiento.
2) Tostado o zapecado: este proceso también se conoce como
"pre-secado”. La Yerba verde es expuesta a fuego directo, a
temperaturas entre 250 y 550 °C durante 2-4 min. Aqui se
produce la inactivacion de las enzimas oxidantes lo cual
propicia a la conservaciéon del color, sabor y aroma de las
hojas. En esta etapa se elimina aproximadamente el 25 % de la
humedad original.
3) Secado: tiene por objetivo reducir el contenido de humedad
de la yerba mate desde el 24-34 % (base humeda, bh) hasta
aproximadamente 5 % (bh).
4) Molienda (canchado). El canchado es la molienda gruesa de
las ramas de yerba mate que salen del secadero. Se realiza con
un molino de martillo que posee una criba de salida. El
objetivo de esta etapa es preparar al material para la etapa de
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estacionamiento, reduciendo su volumen y aumentando la
superficie de contacto entre el material y el aire. También en
esta etapa se realiza un tamizado (en tamices rotatorios) para
eliminar los palos de mayor tamafio (1-10 % del material de
entrada). La yerba mate canchada es posteriormente colocada
en bolsas de 50 kg y guardada en depdsitos para su
estacionamiento.

5) Estacionamiento: es el periodo de tiempo necesario para
que el producto adquiera el sabor, aroma y color adecuados.
En el proceso de estacionamiento natural, el producto se
almacena en condiciones naturales de temperatura y
humedad durante 9-12 meses aproximadamente. En el
proceso de estacionamiento forzado, el producto se almacena
bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y
circulacion de aire durante un periodo que puede ir desde 30
a 60 dias, con el fin de adquirir el sabor, aroma y color
deseados.

6) Preparacion final: esta ultima etapa consiste en la molienda
fina de la yerba para obtener particulas mas pequefas y el
tamizado con el fin de eliminar el polvo y el exceso de tallos
conocidos como “palo”. A continuacion, las fracciones de
diferente granulometria que conforman el producto final
(hoja, palo y polvo) son mezcladas en proporciones adecuadas
y, finalmente, se realiza el empaquetamiento.

A lo largo de las diferentes etapas del procesamiento
industrial, especialmente en la cosecha, el zapecado, el secado
y el estacionamiento, podrian producirse algunos cambios en
el perfil y en la concentracién de los compuestos bioactivos de
la yerba mate, con la consiguiente modificacion de sus
actividades farmacologicas (Lopez et al 2006). Hasta la fecha,
s6lo unos pocos estudios se han llevado a cabo para evaluar
los cambios que se producen en el contenido de ACG de la

yerba mate durante su procesamiento. Bastos et al (2006) e
Isolabella et al (2010) han estudiado la variacion del
contenido de ACG, entre otros compuestos, Unicamente en la
fraccion correspondiente a las hojas de la yerba mate en sus
diferentes etapas del procesamiento industrial. Sin embargo,
no existe informacion actualizada a cerca de la variacién de
este compuesto en la fraccion denominada “palo” de la yerba
mate. Esta uUltima es considerada como uno de los principales
residuos de la industria yerbatera.

De acuerdo a lo antes mencionado, el propodsito de la
presente investigacion fue determinar la variacion del
contenido de ACG y sus compuestos isdbmeros en la fraccidn
"hoja” y en la fraccion “palo” de un lote de /lex paraguariensis
obtenido de un establecimiento industrial ubicado al sur de la
provincia de Misiones, Argentina, en las diferentes etapas del
procesamiento. Esta informacién es de suma importancia para
la seleccion de la materia prima mas conveniente para un
proceso industrial de obtencion de ACG.

MATERIALES Y METODOS
Productos quimicos

Para las extracciones se utilizd agua destilada mientras que
para la determinacién del contenido de ACG se utilizaron los
siguientes reactivos: acido clorogénico (ACG) (Sigma, 98 % p/p
de pureza), agua (Panreac, grado HPLC), acido férmico (Tedia,
96 % de pureza y grado HPLC) y acetonitrilo (J.T. Baker, grado
HPLQ).
Seleccién de la materia prima
En el presente estudio se utilizaron diferentes materiales
vegetales derivados de la yerba mate. Entre ellos se incluyé
una muestra de yerba mate verde manualmente recolectada al
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inicio de la época de zafra (meses de abril-mayo de 2014) sin
ningln proceso de industrializacion que provenia de un
establecimiento de yerba mate (La Cachuera S.A.) ubicado al
Sur de la Provincia de Misiones, Argentina. También se
utilizaron varias muestras de yerba mate tomadas de
diferentes etapas del procesamiento de dicho establecimiento.
Todas las muestras analizadas provinieron del mismo lote
original de yerba mate. Finalmente, se incluyeron muestras de
yerba mate elaborada. A continuacion, se detallan las
principales caracteristicas de cada una de dichas muestras.

A: Muestras sin industrializacion:

Yerba mate verde (recién cosechada) conteniendo hojas vy
palos verdes. Este material vegetal fue sometido a un
tratamiento térmico para inhibir la actividad enzimatica dentro
de las 36 h posteriores a la cosecha. Este tratamiento se
realizd en nuestro laboratorio utilizando un horno microondas
marca “Eslabén de Lujo” de 900 W, a potencia maxima durante
5 min.

B: Muestras industrializadas:

1) Zapecado: yerba mate verde que ha sido expuesta a fuego
directo a temperaturas entre 250 y 550 °C durante 2-4 min.

2) Secado: el secado se desarrolld empleando un sistema de
secado continuo y estuvo compuesto por las siguientes sub-
etapas:

2a. Pre-secado: esta etapa tiene como objetivo reducir el
contenido de humedad en las hojas, de tal forma que cuando
las mismas se dispongan en el lecho de secado, éste tenga
una porosidad alta para facilitar el flujo del gas de secado. El
pre-secado se llevd a cabo en un secadero tubular de 7 m de
largo en donde la temperatura de los gases de combustion
oscil6 alrededor de los 250 °C y el tiempo de residencia fue de
7 min.

2b. Secado a través de 2 cintas consecutivas: consistid en un
tunel de secado de 18 m de longitud en el cual las ramas se
transportan a través de 2 cintas consecutivas donde son
expuestas a una temperatura de 105-120 °C durante 1,5 h,
aproximadamente.

3) Molienda gruesa (canchado): Para cada una de las muestras
descriptas anteriormente, se realizd6 un cuarteo sucesivo y
posterior remocion manual de las fracciones de hoja y palo.
Cada fraccion (hojas y palos) de cada muestra fue molida por
separado hasta la obtencién de un polvo fino utilizando un
molino de cuchillas. Se utilizé la fraccion de hoja molida y
palo molido que atraviesa una malla de 500 ym de apertura
nominal.

4) Yerba mate elaborada: yerba mate que ha pasado por las
etapas previas de molienda y estacionamiento. El
establecimiento utiliza un proceso de estacionamiento mixto;
esto es, el producto final constituye una mezcla de yerba mate
con diferentes procesos y tiempos de estacionamiento, ya sea
natural como acelerado.

Para el caso de esta Ultima etapa, se tomaron muestras de
cada una de las fracciones de diferente granulometria (hojas,
palos y polvo) con las cuales se formula el producto final. La
muestra de polvo se tamizé directamente sin molienda previa.
Las muestras de hojas y de palos se molieron por separado en
un molino a cuchillas hasta la obtencion de un polvo fino que
también se tamizd. En los 3 casos se utilizd la fraccidn de
muestra molida que atraviesa una malla de 500 pm de
apertura nominal.
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Determinacion del contenido de humedad de las
muestras.

El contenido de humedad se determin6 secando las muestras
en una estufa convectiva, a 103 + 2 °C durante 6 h, tiempo en
el cual se alcanza peso constante (Norma IRAM 20503). Las
determinaciones se realizaron por duplicado.

Preparacion de los extractos.

Para la determinacion del tiempo de extraccion, una muestra
de yerba mate aleatoriamente elegida (aproximadamente 50
mg pesados a la décima de miligramo) se extrajo con agua
destilada (5 ml, 95-100 °C) (Heck et al 2008, Isolabella et al
2010) en un tubo (10 ml) colocado en un bafo termostatizado
(95 £ 5 °C) donde se lo mantuvo durante diferentes tiempos
(5, 10, 20 y 30 min) con agitacién periddica (cada 2 min en
agitador de tubos Percytec) para homogeneizar la mezcla de
extracciéon. Concluido el tiempo de extraccion y luego de
alcanzar la temperatura ambiente, la mezcla fue centrifugada
(15 min; 6.000 rpm), el sobrenadante fue recolectado y el
volumen del mismo fue ajustado (a 5 ml con agua destilada).
El paso de extraccidn se repitid una vez mas sobre el solido
remanente en las mismas condiciones antes descritas.
Finalmente, se determind el contenido de ACG como asi
también de sus diferentes isémeros y se calculd el contenido
total de ACG para cada uno de los extractos obtenidos
anteriormente. En base a la informacion obtenida se
selecciond un tiempo de extraccion para las demas muestras a
analizar.

La preparacion de los extractos para la cuantificacion del ACG
y sus isomeros en las diferentes muestras de yerba mate se

realizd de manera analoga a la descripta anteriormente
empleando el tiempo de extraccion seleccionado previamente.
Todos los extractos fueron preparados por duplicado y se
mantuvieron a 4 °C luego de la extraccién. El analisis de los
mismos se llevo a cabo dentro de los 4 dias posteriores a su
preparacion.

Determinacion del contenido de acido clorogénico en
diferentes muestras obtenidas durante el procesamiento
de la yerba mate.

La identificacidon y cuantificaciéon del ACG y sus compuestos
isbmeros se realiz6 utilizando un sistema de cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) y se expresé como g/100 g
muestra seca (% ms). El analisis se llevd a cabo mediante
cromatografia liquida en gradiente utilizando un equipo
Shimadzu Prominence, equipado con un autosampler
Shimadzu SIL-20 A HT y un detector de arreglo de diodos
UV/VIS Shimadzu SPD-M20A. Las muestras (20 ul) se
inyectaron en el sistema de HPLC y la separacidn se realizd en
una columna de fase reversa Ci3 Phenomenex Prodigy ODS3
(250 mm x 4,6 mm x 5 pym de tamafio de particula) protegida
con un guarda columna de fase reversa Cigde la misma marca.
La columna se mantuvo a una temperatura de 30 °C y la
velocidad del flujo varié entre 1-1,2 ml/min. El gradiente
binario estuvo compuesto por acido férmico al 1 % en agua
deionizada (solvente A) y acetonitrilo (solvente B). El gradiente
de HPLC comenzo con un 10 % de solvente B, que incremento
linealmente hasta un 17,5 % en 15 min, luego se llevo a un 30
% de solvente B en 2 min y se mantuvo ast por 8 min, vy,
finalmente, se incrementé linealmente a un 10 % de solvente
B en el dultimo minuto. El detector de arreglo de diodos fue
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ajustado a 326 nm. La identificacién del ACG vy sus
compuestos isobmeros se llevd a cabo por comparacién de los
picos con el tiempo de retencion del compuesto estandar
cuando corresponda, la absorbancia a 326 nm (maxima para el
ACG), la comparacion del espectro obtenido a 250-400 nm y
los patrones de elucién con la literatura (Carint et al 1998,
Fang et al 2002; Bravo et al 2006).

La concentracién del ACG y sus isbmeros en las muestras de
yerba mate fue calculada utilizando una curva de calibracion
del compuesto estandar disponible comercialmente (y = 6 x
10® x — 18511, R? = 1)debido a la igualdad en la estructura
quimica.

Analisis estadistico.

Para el andlisis de los datos experimentales se realizd un
analisis de varianza (ANOVA) seguido por un analisis post-hoc
mediante la prueba de Tukey. Todas las comparaciones fueron
realizadas con un nivel de confianza del 95 %. Los datos
fueron expresados como media + error estandar de la media
de dos experimentos independientes analizados por
duplicado. Se utilizo el paquete estadistico Statgraphics Plus
para Windows 3.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido de humedad de las muestras, tanto de las hojas
como del palo, vari6 de acuerdo a las diferentes etapas de
procesamiento del material vegetal como era de esperarse
(Tabla 1). Los valores promedio de humedad encontrados
para las diferentes muestras resultaron similares a los
reportados por otros autores (Bastos et al 2006).

Tabla 1: Variacion del contenido de humedad en muestras de
yerba mate obtenidas durante diferentes etapas del
procesamiento

Etapas del Contenido de Humedad (% bh)*®
Procesamiento Hoja Palo Polvo
Cosecha (yerba mate g4 75,1137 §1,:81+0,00° -

verde)

Zapecado 20,69+0,13° 47,38+0,01° -
Pre-secado 13,22+0,09¢ 34,71+0,10¢ -

Secado en 1% cinta 527+0,179 7,19+0,029 -

Secado en 2% cinta 2,00+£0,04° 2,26+0,05° -
Producto final 2,49+0,08° 2,80+0,01¢ 2,63+0,11

A Resultados expresados como g agua/100 g de muestra hiimeda (% bh). °
Resultados expresados como media * error estandar. En cada columna,
diferentes superindices indican diferencias significativas (p < 0,05).

La identificacion y cuantificacion del ACG (acido 5-O-
cafeoilquinico) y sus isémeros, el acido 3-O-cafeoilquinico
(acido neo-clorogénico) y el acido 4-O-cafeoilquinico (acido
cripto-clorogénico), fue monitoreada mediante un arreglo de
diodos. Todos los extractos preparados, a partir de la fraccion
de hojas, de palos y de polvo correspondientes a las distintas
etapas presentaron un perfil cromatografico de elucion muy
similar. En la Figura 1 se presenta un cromatograma tipico de
un extracto representativo en el cual se ven identificados los
tres compuestos de interés.
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Figura 1: Perfil cromatografico representativo de un extracto
de yerba mate empleando un sistema de HPLC con columna
de fase reversa. Sefial obtenida a 326 nm. (1): acido neo-
clorogénico; (2): acido clorogénico y (3): acido cripto-
clorogénico.

En la Tabla 2 se detallan las caracteristicas UV de los picos
cromatograficos. Los tres compuestos (picos 1, 2 y 3)
presentaron el mismo espectro UV con un maximo a 326 nmy
un hombro a 296 nm, tipico de compuestos derivados del
acido cafeico. El tiempo de retencién y el espectro UV del
compuesto 2 fueron idénticos al del ACG estandar. Teniendo
en cuenta el perfil de elucion de los isomeros del ACG
reportados en la literatura y el espectro UV de los mismos
(Fang et al 2002; Bravo et al 2006), los compuestos 1y 3 se
identificaron como acido 3-O-cafeoilquinico (acido neo-
clorogénico) y acido 4-O-cafeoilquinico (acido cripto-
clorogénico), respectivamente.

Tabla 2: Caracteristicas UV de los picos cromatograficos

. TR Amax Abreviacion
Pico : Compuesto
(min) (nm)

1 9.0 326, acido neo- neo-ACG

' 296h clorogénico

326, L -~ ACG
2 13,5 >96h acido clorogénico
3 146 326, acido cripto-  cripto-ACG
' 296h clorogénico

TR: tiempo de retencién. h: hombro.

En la Figura 2 se presentan los valores medios para el
contenido total de ACG (neo-ACG + ACG + cripto-ACG) de
una muestra de yerba mate aleatoriamente elegida obtenidos
a partir de diferentes tiempos de extraccion mediante dos
extracciones sucesivas. En este caso, la muestra seleccionada
consistio en la fraccidn de hojas correspondiente a la yerba
mate elaborada.

Los resultados de la Figura 2 indican que, en las condiciones
empleadas, el equilibrio en la extraccion acuosa del ACG se
alcanzo ya a los 5 min, con un valor experimental de equilibrio
promedio del orden de 6,2 + 0,40 g ACG/100 g de muestra
seca. De este modo, se selecciond un tiempo de extraccion de
5 min para los estudios posteriores a los efectos de asegurar
niveles de extraccion similares para el caso de las demas
muestras de yerba mate. Resultados similares han sido
obtenidos por Murakamt et al (2011) y Prudéncio et al (2012),
quienes han optimizado la extraccion acuosa de polifenoles a
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partir de muestras de yerba mate obteniendo valores para el
tiempo Optimo de extraccion de 3y 1,5 min, respectivamente.

8ACG total (1° + 2° extraccion)
BACG 1°extraccion

BACG 2° extraccion

Acido clorogénico (% p/p ms)

30

Tiempo (min)

Figura 2: Contenido de acido clorogénico (ACG) total en la
fraccion de hojas correspondiente a la yerba mate elaborada
obtenido con diferentes tiempos de extraccidn mediante dos
extracciones sucesivas. Resultados expresados como media +
error estandar de dos experimentos independientes
analizados por duplicado y expresados como porcentaje sobre
la muestra seca (% ms). Diferentes superindices indican
diferencias significativas (p < 0,05)

En las Tablas 3 y 4 se detallan la concentracion de cada
isdmero del ACG cuantificado individualmente y del total de
ACG (cuantificado como la suma de los tres isdbmeros),
respectivamente, para las fracciones de hoja, palo y polvo,
cuando corresponda, que componen la yerba mate y que han
sido obtenidas en diferentes etapas de su procesamiento.

Tabla 3: Contenido de acido clorogénico (ACG) y sus
isomeros (neo-ACG y cripto-ACG) en las diferentes fracciones
de la yerba mate y en las diferentes etapas de su
procesamiento

neo-ACG (% ms)'? ACG (% ms)™? cripto-ACG (% ms)™?

P.
hoja palo Polvo hoja palo polvo hoja palo polvo
C 359 265+ 239+ 3,18+ 211£0 2,06x
0,077 0,197 0,02° 0,217 ,007 0,137
14+ 2,04+ 190+
z g’ozb sd - 0'81‘7 sd - 0'29 ° «
E S’ggf sd - (2)’(1)5 sd - 162361710 sd
S. 289 192+ 2,00+ 216+ 1,76:0 176+
1° 0,05°  0,02° 0,07°  0,02° ,09° 0,01°
o302 1712 207+ 1,78+ 1,740 154
2° 002°  017° 0,00°  0,17° ,02° 0,14°
g" sd sd - sd sd ; sd sd -
P 273+ 1,00& 2,19+ 2,08+ 1,62+ 2,46z 1,54+0 0,93+ 1,65z
F 004> 004° 0,09 0,03 0,02 0,09 ,03° 0,02 0,04

" Resultados expresados como gACG/100 g de muestra seca (% ms).
Resultados expresados como media * error estandar. En cada columna,
diferentes superindices indican diferencias significativas (p < 0,05). Muestras
de yerba mate obtenidas de un establecimiento de yerba mate ubicado al sur
de la Provincia de Misiones-Argentina, durante los meses de abril-mayo de
2014. E.P.: etapas del procesamiento. C: Cosecha (yerba mate verde); Z:
Zapecado; PS: pre-secado; MG: molienda gruesa; S. 1°: secado en 1% cinta; S.
2: secado en 2% cinta; PF: Producto final (yerba mate elaborada); S: secado.
sd: sin datos.
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Los tres isobmeros del ACG cuantificados en los extractos
mostraron una variacién significativa (p < 0,05) a lo largo de
las diferentes etapas del procesamiento para las diferentes
fracciones de yerba mate. Asimismo, hubo diferencias
significativas (p < 0,05) en el contenido de los tres isdmeros
entre los extractos correspondientes a las muestras recién
recolectadas y los extractos preparados a partir de las
muestras obtenidas luego del zapecado, pre-secado y secado,
tanto para la fraccibn hoja como para la fraccion palo.
Finalmente, no se encontraron diferencias significativas (p <
0,05) en el contenido de los tres isobmeros entre los extractos
correspondientes a muestras obtenidas luego de las etapas de
zapecado, pre-secado y secado (Tabla 3).

Tabla 4: Contenido de acido clorogénico (ACG) total en las
diferentes fracciones de la yerba mate (hoja, palo y polvo) en
las diferentes etapas del procesamiento

ACG total (% ms)"?

Etapa del Procesamiento

hoja palo polvo

Cosecha (yerba mate 8,08+0,10 78940537 -
verde)

Zapecado 7,08+0,02° - .
Pre-secado 6,81+0,14° - -
Secado en 1% cinta 6,65+0,21° 5,84+0,05° -
Secado en 2% cinta 6,83+0,04° 5,03+0,48° -
Molienda gruesa sd sd -
Producto final 6,35+0,10° 3,56+0,08° 6,29+0,21

" Resultados expresados como gACG/100 g de muestra seca (% ms). *
Resultados expresados como media * error estandar. En cada columna,
diferentes superindices indican diferencias significativas (p<0,05). sd: sin
datos. Muestras de yerba mate obtenidas de un establecimiento de yerba

mate ubicado al sur de la Provincia de Misiones-Argentina, durante los meses
de abril-mayo de 2014.

Al comparar el contenido de ACG total en los diferentes
extractos, se observo que la yerba mate recién recolectada
(tanto la hoja como el palo verde) presentd un contenido de
ACG total significativamente superior al de las otras muestras.
Asimismo, no se hallaron diferencias significativas en el
contenido de ACG total correspondiente a las muestras
obtenidas luego del zapecado, pre-secado y secado, tanto
para la hoja como para el palo (p > 0,05) (Tabla 4). Estos
resultados difieren de los hallazgos de otros autores (Bastos et
al. 2006, Isolabella et al 2010) pero se puede deber tanto a la
incorrecta manipulacion de las muestras como a la falta de
uniformidad en la expresién de los resultados.

En general, la concentracion de neo-ACG en base seca varid
desde 3,59 + 0,07 a 2,73 + 0,04 g/100 g para la hoja, y de 2,65
+ 0,19 a 1,00 + 0,04 g/100 g para el palo; la concentracion de
ACG varié desde 2,39 + 0,02 a 2,00 + 0,07 g/100 g para la
hoja, y de 3,18 £ 0,21 a 1,62 + 0,02 g/100 g para el palo; y la
de cripto-ACG varié desde 2,11 + 0,00 a 1,54 + 0,03 g/100 g
para la hoja, y de 2,06 + 0,13 a 0,93 + 0,02 g/100 g para el
palo (Tabla 3).

Mientras que la concentracién de ACG total de la sumatoria de
los tres isomeros vari6 desde 8,08 + 0,10 a 6,35 + 0,10 g/100 g
para la hoja, y de 7,89 + 0,53 a 3,56 + 0,08 g/100 g para el
palo (Tabla 4).

A partir del analisis de los resultados obtenidos, se puede
concluir que, en general, la mayor concentracion de ACG
(considerando los tres isdbmeros sumados) se encuentra en la
muestra correspondiente a la yerba mate recién cosechada
(hoja verde y palo verde), no habiendo diferencias
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significativas en el contenido de ACG total encontrado tanto
en las hojas como en los palos (p < 0,05) (Figura 3).
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- El analisis cuantitativo-comparativo de todas las muestras
analizadas indic6 que el contenido de ACG total es
ligeramente superior en las muestras correspondientes a la
yerba mate recién cosechada (hoja verde y palo verde) y que
el mismo disminuye a lo largo del procesamiento.

- No se encontraron diferencias significativas (p<0,05) en el
contenido de ACG con la hoja verde y con el palo verde.

- Los resultados alcanzados en el presente trabajo de
investigacion podrian constituir una guia para la obtencion de
un extracto rico en ACG a partir de un residuo poco valorado
en la industria yerbatera: el “palo”.

S = N W A 1A ® O
I I I I I I I I 1

Acido clorogénico (% p/p ms)

Hojaverde Paloverde

Figura 3: Contenido de acido clorogénico total en yerba mate
recién cosechada (hoja verde y palo verde). Resultados
expresados como media + error estandar de dos

experimentos independientes analizados por duplicado vy
expresados como porcentaje sobre la muestra seca (% ms).
Diferentes superindices indican diferencias significativas (p <
0,05).
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RESUMEN

El pistacho (Pistacia vera L.) contiene entre un 50 y 60 % de
aceite constituido principalmente por acido oleico (50 a 55 %)
y linoleico (30 a 34 %). La semilla contiene ademas 21,6 % de
proteinas, 22,3 % de hidratos de carbono, 1,1 % de fibras,
minerales, vitaminas (tocoferoles), polifenoles y pigmentos. El
objetivo principal del presente trabajo fue realizar la
optimizacion del proceso de extraccion del aceite de pistacho
mediante prensa de tornillo helicoidal a escala piloto. Para
llevar a cabo el estudio se utilizd un disefio experimental de
superficie de respuesta de Box-Behnken. El punto 6ptimo de
extraccion resultd de la combinacion de las siguientes
variables de proceso: reduccion 4 mm; velocidad 20 rpm;
temperatura de prensado 40°C y humedad de la semilla 10 %
(0,111 b.s.). Se generaron las siguientes variables de respuesta:

un rendimiento de extraccién del 79,61 % (b.s.), contenido de
solidos en el extracto de 7,39 %, cantidad de aceite retenido
en el residuo de extraccion de 18,52 % (b.s.). En todos los
tratamientos se obtuvieron muestras de aceite de buena
calidad quimica y no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre si.

Palabras Claves: aceite de pistacho, extraccién, optimizacién,
calidad quimica.

ABSTRACT

Pistachio (Pistacia vera L.) seeds contains between 50 to 60 %
of oil, 21.6 % of proteins, 22.3 % of carbohydrates, 1.1 % of
fiber, minerals, vitamins (tocopherols), polyphenols and
pigments. Pistachio oil composition is dominated largely by
unsaturated fatty acids mainly oleic and linoleic acids, 50 to 55
and 30 to 34 %, respectively. The main goal of this work was
to optimize the pistachio oil extraction process by cold
pressing using a screw press pilot scale. A Box-Behnken
experimental design was used to study the optimization
process by response surface analysis. The independent
variables considered were seed moisture content, restriction
die, screw press speed and barrel temperature, while the
response variables measured were oil yield, fines content in
oil, residual oil in the extractive waste material and oil quality.
Since chemical quality data of chia seeds oil pressed at
different conditions was not affected, the response was
optimize to maximize oil yield. The results suggested that
optimum extraction point resulted from the combination of
the following variables: 10 % (0.111 g/g dry solids), 4 mm
restriction die, 20 rpm screw press speed and 40 °C barrel
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temperature were the best processing combination to
maximize oll yield (79.6 % b.s.).

Key words: pistachio oil, extraction, optimizing, chemical
quality.
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La produccion nacional de pistacho (Pistacia vera L.) se
encuentra cerca de las 250 toneladas con una superficie
cultivada de 787 hectareas. Las principales provincias
productoras son San Juan, La Rioja, Catamarca y Mendoza con
485, 200, 60 y 23 hectareas, respectivamente. En San Juan
existen cinco grandes productores que suman 450 hectareas
mas 35 hectdreas que estdn en manos de pequefios
productores; resultando esta provincia el principal polo
productivo de pistacho en el pais. No obstante el crecimiento
de estos sectores productivos, no ha sido acompafiado en
forma adecuada por un conocimiento cientifico riguroso de
importantes aspectos que hacen a la calidad de la materia
prima y, en consecuencia, de los subproductos elaborados. El
interés en este sentido, tanto desde el punto de vista cientifico
como aplicado, es enorme, puesto que a la vez que estos
conocimientos propenden a la sustentacién del cultivo, se
buscan nuevos desarrollos con la finalidad de darle mayor
valor agregado a la produccion.

El panorama agricola de San Juan cambidé notablemente a
partir de cultivos implantados por los proyectos de
diferimiento impositivo. Mediante este sistema se otorgaron
cupos fiscales a varias provincias, entre ellas San Juan, para ser
orientados a las empresas con proyectos de inversion para la
produccion agropecuaria no industrial. A partir de 1992 se
presentaron en la provincia proyectos que cubrieron gran
cantidad de hectareas antes incultas. Aunque la mayor
proporcion de estos emprendimientos se orienta a la
plantacién de vid y olivos, también le siguen en importancia

los proyectos de frutos secos incluido el pistacho.
El  valor comercial de los frutos secos radica
fundamentalmente en la utilizacién de la pulpa o semilla que
se consume fresca, tostada o salada, en confituras, pasteleria,
panaderia, u otros usos culinarios. Sin embargo, la semilla del
pistacho, ha comenzado a ser valorizada por sus cualidades
nutricionales. La semilla contiene entre un 50 y 60 % de aceite
constituido principalmente por acido oleico, omega-9 (52 a 72
%) y linoleico, omega-6 (12 a 31 %), 19 y 22 % de proteinas,
14 % de hidratos de carbono, 1,1 % de fibras, minerales
(principalmente potasio), vitaminas (B caroteno, tiamina,
riboflavina, tocoferoles y acido ascorbico) y otros compuestos
hidrosolubles como polifenoles y pigmentos (Arena et al,
2007; Bellomo vy Fallico, 2007; Tsantili et al, 2010). La
composicion acidica del aceite de pistacho ayuda a reducir el
nivel de colesterol, triglicéridos y presién arterial; lo que se
traduce en una disminucion del riesgo a sufrir enfermedades
cardiovasculares.
A nivel mundial el consumo de aceites vegetales se ha
incrementado notablemente en los Ultimos afos. La utilizacion
de aceites vegetales para preparar alimentos es una practica
milenaria, a la que st se le agregan las numerosas aplicaciones
que han tenido lugar en tiempos recientes, dan cuenta de la
elevada demanda de los mismos, sobre todo en los paises
industrializados.
En Argentina, la produccion de aceites comestibles ha
mostrado en los ultimos afios un crecimiento sostenido y en la
actualidad es una actividad econdmica de gran relevancia.
Dentro de este gran rubro de la economia, la elaboracion de
aceites no tradicionales, como los de nuez, almendra,
pistacho, avellana, entre otros ofrece una oportunidad
novedosa. Estos aceites tienen un alto valor agregado y
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pueden obtenerse por metodologias relativamente sencillas,
por lo que su produccion no exige costos demasiado
elevados. Uno de los principales obstaculos para el desarrollo
de esta actividad es la carencia de informacién relativa a los
aspectos quimicos y tecnoldgicos del proceso de obtencién
de los aceites, de las propiedades y posibilidades de uso de
los mismos.

Como se ha descrito, el pistacho, es un alimento rico en
lipidos de excelente calidad nutricional. En funcién de esta
premisa y teniendo en cuenta la carencia de informacion
cientifica relativa a la produccion, conservacién y utilizacién de
este aceite, los objetivos del presente trabajo fueron: i)
estudiar la influencia de las variables del proceso de
extraccidn mediante prensa de tornillo helicoidal sobre el
rendimiento y la calidad quimica del aceite de pistacho, ii)
optimizar el proceso de obtencidon de aceite de pistacho
mediante prensa de tornillo helicoidal, i) estudiar la
estabilidad oxidativa del aceite de pistacho bajo condiciones
de almacenamiento acelerado.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Las extracciones se llevaron a cabo con pistacho (Pistacia vera
L.) proveniente de la localidad de Rawson, provincia de San
Juan, campafa 2013. Los mismos fueron acondicionados y
almacenados en camara de frio a 10 + 2 °C hasta el momento
de su utilizacion.

Las semillas presentaron un contenido de aceite del 48,51 %
(p/p) y humedad inicial del 3,79 % (p/p). Las mismas fueron
molidas con un molino a rodillos de acero inoxidable de
apertura regulable y tamizadas en un tamizador vibratorio

hasta alcanzar un tamafo de particula comprendido entre 4 a
8 milimetros.

Para las operaciones de prensado se realizaron diferentes
tratamientos teniendo en cuenta:

Contenido de humedad: se ajusté mediante humidificacion
del material. Se trabajo con tres niveles de humedad: 3, 7 y 11
% (b.h). La humidificacion se llevd a cabo segun la
metodologia propuesta por Singh y Bargale (2000). El agua se
agregd a la muestra (200 gramos de material molido)
mediante aspersién. Luego se coloc6 en bolsas de
polipropileno cerradas herméticamente y se almacend durante
48 horas a 5°C. El recipiente fue sometido a agitacion, a
intervalos regulares de tiempo, para asegurar una distribucion
uniforme de la humedad en el material. Luego los lotes se
colocaron en recipientes tapados para evitar variaciones en el
contenido de humedad y se llevaron a estufa durante 30
minutos. Antes de ingresar a la prensa, se determino el
contenido de humedad de cada muestra segin metodologia
descripta en AOCS (2009).

Temperatura de prensado: se trabajo con tres temperaturas
25, 55 y 75 °C. Las mismas se lograron ajustando la
temperatura del material mediante calentamiento en estufa.
La temperatura del barral se ajusto a cada una de las
temperaturas de trabajo mediante una camisa termostatizada
en forma de anillo que envolvia al mismo.

Reduccion: se utilizaron distintos tamafnos de restricciones 4,
5, 6 y 8 milimetros.
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Velocidad de la prensa: se trabajo con velocidades de 20,40 y
60 rpm, para ello se reguld la misma a través del regulador
manual de velocidad que posee la prensa.

La extraccion del aceite se llevo a cabo en una sola etapa en
una prensa de tornillo helicoidal a escala piloto marca Komet
(Modelo CA 59 G). La prensa se encendi¢ 15 minutos antes de
cada extraccion para que entre en régimen. Para cada
extraccion, se calentaron los dispositivos de la prensa (tornillo,
reduccién, barral y soporte) junto con la muestra, durante 30
minutos y a la temperatura indicada. Como resultado del
prensado de cada muestra se obtuvieron dos productos el
extracto y el residuo de extraccion, los cuales fueron pesados.
También se controld la temperatura de salida de la torta o
residuo de extraccidén con un termémetro digital colocado en
el orificio de salida (reduccion) de la prensa.

Los dispositivos de la prensa fueron lavados y secados en
estufa luego de cada extraccion.

El extracto obtenido se colocé en frascos color caramelo de 50
mililitros y el residuo de extraccion en bolsas de polipropileno
selladas.

A cada frasco se le inyecto nitrogeno con la finalidad de crear
una atmoésfera inerte. Ambos productos se almacenaron a -18
°C hasta el momento de su utilizacion.

Cantidad total de aceite extraido (% AE)

Se calculd en base al contenido inicial de aceite en el material
de partida y al contenido de aceite residual en la torta. Los
mismos se determinaron segun el método oficial AOCS Ba 3-
38 (AOCS, 2009).

Cantidad de sélidos en el extracto (%SE)

Los aceites obtenidos del prensado se centrifugaron a 13000
rpm durante 15 minutos y a una temperatura de 25 °C. Luego
se procedi6 a separar el sobrenadante (aceite) vy
posteriormente se peso la cantidad de solidos obtenidos y el
porcentaje de solidos en el extracto se calculd por diferencia
de pesada.

El aceite centrifugado se almaceno en frascos color caramelo,
eliminando el oxigeno del espacio de cabeza con inyeccion de
nitrégeno, para su posterior analisis quimico.

Cantidad de aceite retenido en el residuo sélido (%)

De cada extraccion, se pesaron 10 gramos de torta, se
molieron en molino de cuchillas, se deshidrataron en estufa
(105 °C) y se sometieron a extraccidon continua sélido-liquido
en equipo Soxhlet, durante 12 horas, utilizando como
disolvente n-hexano. El contenido de aceite se cuantificd por
diferencia de pesos previo y posterior a la extraccién (AOCS,
2009). El rendimiento en aceite se expresa como %, base seca.

Calidad de los aceites obtenidos

A cada una de las muestras de aceite obtenido se les
determind los indices generales de calidad en lo relativo
grado de acidez, indice de peroxidos, coeficientes de extincion
especifica (kasz y ko) (AOCS, 2009). También fueron
analizados en su composicion acidica, contenido en sustancias
antioxidantes endogenas (tocoferoles, polifenoles, clorofilas y
carotenoides) segun metodologias empleadas anteriormente
(Torres et al, 2005; Martinez et al, 2006; Martinez y Maestri,
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2008). El tiempo de induccion (horas) de los aceites se
determind mediante el método Rancimat (caudal de aire 20
L/h, temperatura 100 °C) (Frankel, 2005).

Analisis estadistico de los resultados

En la planificacion de los ensayos experimentales se aplico el
diseno de Box- Behnken. Se utilizaron tres niveles en cada uno
de los factores del proceso: humedad de la semilla (% b.h.),
temperatura de prensado (°C), velocidad de prensado (rpm),
restriccidn de la prensa (mm), mientras que las variables
respuestas evaluadas fueron rendimiento de extraccion (%),
contenido de solidos en el extracto (%) y la calidad quimica
del aceite obtenido: indice de perdxidos (meq. de O,/Kg de
aceite), grado de acidez (% acido oleico), coeficientes de
extincidén especifica (k232 y k270), contenido de tocoferoles
totales (ug/g aceite), polifenoles (mg/kg) y estabilidad
oxidativa (h).

Los resultados fueron analizados mediante la utilizacion del
software Statgraphics Plus ver. 5.1. La calidad de los modelos
ajustados fue evaluada mediante ANOVA y para el ajuste de
los modelos de los datos experimentales se obtuvo el
coeficiente de determinacion, R% Se ajustaron polinomios de
segundo grado para expresar las respuestas (Y,) como funcidén
de las variables (Ec 1).

_ (Ec. 1)

Todos los experimentos fueron realizados por duplicado y se
realizaron réplicas del punto central para permitir la

estimacion del error puro mediante la suma de cuadrados. Se
llevaron a cabo dos disefios diferentes, el primero exploratorio
(ensayos preliminares) y el segundo para ajustar los factores
de disefio.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas del material vegetal

En la tabla 1 se muestra la composicion de la semilla. El
contenido de aceite estuvo acorde con valores previamente
informados (Arena et al, 2007; Bellomo y Fallico, 2007; Tsantili
et al,, 2010).

Tabla 1. Composicién de semillas de Pistacho

Humedad (%, b.h.) 3,79
Contenido de 48,51
Aceite(%,b.s.)

Ensayos preliminares: “Exploratorio”

En una primera etapa se aplicd un disefio experimental con 28
tratamientos (4 puntos centrales) descripto en la tabla 2. La
figura 1 muestra los efectos principales significativos sobre el
rendimiento de aceite. Los factores humedad de la semilla,
temperatura de prensado y reduccion presentaron un p-valor
menor al nivel de significancia (0=0,05), lo que implica que
estos factores afectan significativamente la variable
rendimiento de aceite. Los valores de aceite extraido
estuvieron comprendidos entre 0 % y 66,53 % del total de
aceite disponible. El contenido de solidos en el extracto fue
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afectado significativamente por la humedad de la semilla, la
temperatura de proceso y la reduccién de la prensa.

Tabla 2. Disefio Box-Benkhen. Ensayos Preliminares

26 11 50 4 40 58,86 41,14
27 11 75 5 40 55,03 44,97
28 3 50 5 60 0 100

T Factores 2 RAP SEC
X X5 X3 X4 % %
1 11 25 5 40 39,68 60,32
2 7 50 6 20 55,86 44,14
3 7 25 4 40 18,59 81,41
4 11 50 6 40 45,54 54,46
5d 7 50 5 40 49,3 50,7
6 7 50 4 20 66,53 33,47
7 7 75 4 40 61,83 38,17
8 3 25 5 40 0 100
9 7 75 6 40 40,66 59,34
10 7 25 5 60 0 100
11 3 50 6 40 0 100
12 3 50 4 40 7,09 92,91
13 3 50 5 20 14,17 85,83
14 7 50 6 60 40,64 59,36
15 7 75 5 60 48,99 51,01
16 7 50 4 60 56,07 43,93
17 11 50 5 60 55,01 44,99
18 3 75 5 40 22,94 77,06
19¢ 7 50 5 40 53,88 46,12
20 7 25 6 40 11,36 88,64
21 11 50 5 20 58,03 41,97
22 7 75 5 20 57,09 42,91
23 7 25 5 20 18,67 81,33
244 7 50 5 40 45,01 54,99
25 7 50 5 40 50,51 49,49

 X1: humedad de la semilla, X,: temperatura de prensado, Xs:
reduccién, X4 velocidad de prensado.’Rendimiento de aceite. ©
Solidos en el extracto. ¢ Punto central.

&0
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Figura 1. Efectos principales sobre el rendimiento de aceite en
el ensayo preliminar

En el grafico anterior podemos observar la variabilidad de la
cantidad de aceite extraido frente a los factores involucrados
en el disefio. Respecto al efecto individual de cada una de las
variables de proceso sobre la cantidad de aceite extraido se
observd que, a medida que se incrementa el contenido de
humedad de la semilla y la temperatura de proceso aumenta
el rendimiento de aceite extraido hasta un punto en que dicho
incremento tiene un efecto nulo o negativo. Por otro lado, la
cantidad de aceite extraido disminuye con el aumento en el
diametro de boquilla y la velocidad de prensado.
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A partir de los resultados obtenidos en los ensayos
preliminares se elaboré un nuevo disefio experimental
considerando los factores humedad de la semilla, temperatura
de prensado y reduccion de la prensa con la finalidad de
determinar su combinacién adecuada para maximizar la
cantidad de aceite extraido, minimizar el contenido de solidos
co-extraidos y preservar la calidad quimica del producto final.
El factor velocidad de prensado se mantuvo constante (20
rom) dado que los resultados del analisis de la varianza de los
ensayos preliminares no mostraron influencia significativa
sobre el rendimiento en aceite. El nuevo disefio Box-Behnken
estudio los efectos de los 3 factores en 16 tratamientos (4
puntos centrales). El disefio experimental y las variables de
respuesta consideradas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Diseio Box- Behnken - Efecto de las variables de
proceso en el rendimiento de aceite

b d

T ’1( 2‘ Z‘ R;: SE° ’(‘02) PP GAT Ko ko LY C"
. s 7 . 73 59 2 02 02 17 01 06 01
5 55 5 45 68 5 93 64 8 16

, g 5 g S8 45 4, 02 02 16 01 05 00
5 41 8 59 39 2 63 53 94 89

L g 5 , 76 58 23 02 02 17 01 06 O0f
5 78 6 2 8 6 16 58 50 03

41 5 . 6 34 3, 01 02 16 01 06 01
o5 3 9 64 75 3 45 50 38 03
5 1 5 _ 6, 43 30 01 02 16 01 06 O0f
o s 97 5 03 8 5 60 54 50 08
6 1 5 . 70 36 29 02 02 16 01 06 00
o s 90 5 10 65 2 62 47 26 97
13 . 64 34 35 01 02 17 01 05 00
2 5 0 6 00 97 7 8 52 97 9

8 1 5 . 72 48 27, 01 02 16 01 06 00
o s 02 5 98 8 7 37 48 04 94
g 1 7 75, 50 24 02 02 17 01 06 01
0 s 81 7 19 48 7 03 57 90 09
11 5 74, 45 25 02 02 17 01 06 01

0 2 5 5 7 50 65 7 40 55 81 14
1T 1 7 5 61, 4,0 38, 02 03 1,6 0,1 0,6 0,1
1 2 5 74 4 26 63 3 68 59 40 10
1T 1 7 6 67, 4,6 32, 0,2 0,2 1,6 0,1 0,6 0,1
2 0 5 18 7 82 70 7 79 57 83 17
1 1 5 6 60, 4,4 39, 02 0,2 1,7 0,1 0,6 0,1
3 2 5 51 8 49 75 6 15 62 69 16
1T 1 3 4 71, 50 28, 02 0,2 1,6 0,1 0,5 0,0
4 0 5 50 5 50 59 5 32 49 83 91
1 8 3 5 60, 4,8 39, 0,0 0,2 1,6 0,1 0,5 0,0
5 5 79 8 21 50 1 44 48 29 79
1T 1 3 6 62, 4,1 37, 0.2 0,2 1,5 0,1 0,5 0,0
6 0 5 75 2 25 79 2 95 44 62 91

? X4: humedad de la semilla (%), X.: temperatura de prensado(°C), Xs:
reduccién. ? Rendimiento de aceite (%).°Sélidos en el extracto (%). 9 Aceite
retenido en la torta(%). °IP (indice de peréxidos, meq O / g de aceite). f
Grado de acidez ( g acido oleico /g aceite). ? Absorb. 470nm Luteina. "Absorb.
670nm Clorofila. 'punto central.

De acuerdo al analisis estadistico realizado, los factores
humedad de la semilla, temperatura de prensado y reduccion
de la prensa afectaron significativamente el rendimiento de
aceite (p- valor <0,05).

La ecuacion (Ec. 2) del modelo ajustado es:

Rendimiento = -31,41 + 1,66.X, + 21,80.X1 - 14,84.X; -
0,006.X;> - 0,094.X,.X; + 0,0015.X, X3 - 0,996.X42 +
0,5475.X1 X3+ 0,30625.X52  (Ec. 2)

El coeficiente de determinacion del modelo logré explicar
92,69% de la variabilidad de los datos.
Segun el Diagrama de Pareto (Figura 2), los tres factores
ejercieron un efecto cuadratico sobre el rendimiento de aceite,
negativo para la humedad y la temperatura de prensado, y
positivo para la reduccién de la prensa.

40



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

c.oiaveTRo | I [
66 | [ =
e | I

ATEMPERATURA | |

as |

B HumeDan | [NNEG_
e |
cc| @
ac| |

o =3 4 L=} a

Efacta mslandarizado

Figura 2: Diagrama de Pareto

Estos resultados indicaron que a medida que se increment¢ la
reduccion de la prensa se produjo una disminucion del
rendimiento hasta un minimo, mientras que los factores de
humedad y temperatura de prensado maximizaron el
rendimiento de la extraccidon a valores bajos y un aumento
posterior de ambos factores provocod la reduccidon de esta
variable (Figura 3).
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Figura 3: Variabilidad de la cantidad de aceite extraido frente
a los factores involucrados en el nuevo disefio.

La siguiente superficie, esquematiza la distribucion de los
valores de aceite extraido (%, b.s.) en toda el area de trabajo
abarcada por el disefio aplicado.

Aosle extraldo % DA )

Figura 4. Superficie de respuesta estimada

El porcentaje de aceite extraildo aument6 al incrementar el
contenido de humedad de la semilla y al disminuir la
temperatura de extraccidon. La humidificacion del material,
previo al prensado, provocd una expansion y ruptura de las
estructuras celulares e incrementé la plasticidad vy
permeabilidad del material, lo que facilitd la salida del aceite
aumentando el rendimiento de extraccién y disminuyendo la
cantidad de solidos extraidos en el aceite.

Los resultados de este disefilo mostraron rendimientos en
aceite notablemente superiores (5841 - 76,78 %) a los
obtenidos en los ensayos preliminares. La cantidad maxima de
aceite extraido 76,78 % (b.s.) se obtuvo con el tratamiento 3.
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En la tabla 4, se pueden observar los parametros quimicos
evaluados para los aceites obtenidos mediante los distintos
tratamientos.

Tabla 4. Efecto de los distintos tratamientos sobre los
parametros de calidad del aceite de obtenido

T |p2 GAP K32 k270 L c

1 00499 0,21 1,644 0148 0,529 0,079
2 02797 026 1,716 0,158 0,650 0,103
30,2391 0,22 1,663 0153 0,594 0,089
4 02682 025 1,793 0164 0682 0,116
5 02633 033 1,668 0,159 0,640 0,110
6 02648 027 1,740 0,155 0,681 0,114
7 02749 026 1,715 0162 0669 0,116
8 01973 027 1,788 0,152 0,597 0,096
9 02787 022 1,595 0,144 0,562 0,091
10 02589 0,25 1,632 0149 0,583 0,091
11 01748 0,23 1,645 0150 0,638 0,103
12 02648 022 1,662 0147 0626 0,097
13 01815 0,25 1,660 0154 0,650 0,108
14 0,1834 0,27 1,637 0148 0,604 0,094
15 0,2701 0,27 1,679 0157 0683 0,117
16 02477 027 1,703 0,157 0,690 0,109

?IP (indice de peréxidos, meq O, / g de aceite). *Grado de acidez ( g acido
oleico /g aceite). ¢ Absorb. 470nm Luteina. 4Absorb. 670nm Clorofila

Se observaron incrementos en los valores de acidez (0,21 a
0,33 % acido oleico), indice de perdxido (0,0499 a 0,2797 meq

O, / g de aceite), ka7o (0,148 a 0,164), contenido de luteina
(0,529 a 0,690 abs.) y clorofila (0,079 a 0,117 abs.) con el
aumento de la humedad y de la temperatura de prensado. El
analisis de varianza permitidé confirmar que la temperatura del
proceso de extraccién y la humedad fueron las principales
fuentes de variabilidad para los pardametros mencionados. Se
detectaron diferencias menores entre los tratamientos en el
contenido de dienos.

En todos los casos se obtuvieron aceites de calidad quimica
aceptable ya que los parametros estan dentro de los valores
aceptables: GA < 1 (% éacido oleico), IP < 1 meq de O,/kg
aceite, kx3» < 2,10 y ko70 < 0,18.

Extraccion de aceite 6ptima

La combinacion de los factores, que predice un maximo en el
rendimiento de aceite en la region de trabajo proporcionada
por el software, fue de 10 % humedad de la semilla, 40°C la
temperatura de prensado y 4 mm de restriccién de salida en la
prensa.

Los resultados mostraron que no se encontrdé diferencias
significativas entre el valor estimado por el modelo (80,122 %)
y el observado experimentalmente (79,61%) para el
rendimiento de aceite, lo que sugiere un buen ajuste del
modelo a los datos experimentales.

Los parametros quimicos del aceite obtenido segun la
respuesta optimizada se muestran en la Tabla 5. En todos los
tratamientos se obtuvieron muestras de aceite de buena
calidad quimica y no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre si.
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Tabla 5. Parametros fisicos y quimicos de los puntos 6ptimos

0 61
PIGMENTOS
Clorofila (mg 22329

Clorofila/Kg A)

PUNTO OPTIMO

V=20rpm - R= 4mm - H= 10% -

Luteina ( mg luteina/Kg

A) 43,53

FENOLES No detectado

El orden de abundancia de acidos grasos fue el siguiente
(Tabla 6): acido oleico (C18:1) > acido linoleico (C18:2) > acido
palmitico (C16:0) > acido a-Linolénico (C18:3) > acido
palmitoleico (C16:1) > acido estearico (C18:0). Los valores
anteriores se corresponden con datos encontrados en
bibliografia (Chahed, 2008). La semilla presenté composicion
de acidos grasos saturados (C16:0, C18:0), monoinsaturados
(C16:1, C18:1) y acidos grasos poliinsaturados (C18:2, C18:3). El
acido oleico (C18:1) fue el principal acido graso que
representa mas del 50% del total de acidos grasos en la
semilla.

Tabla 6. Composicién de semillas de Pistacho

PARAMETROS T= 40°C
FiSICOS
% AE 79,61
% SRE 7,39
%AR 16,71
QUIMICOS
GA(%) 0,240
IP (meqg/kg) 0,260
k232 1,717
k270 0,156
Tiempo de
Induccion(hs) 30.34
ACIDOS GRASOS
Ac. Oleico (C18:1) 51,90
Ac. Linoleico (C18:2) 33,10
Ac. Palmitico (C16:0) 11,550
Ac. a-Linolénico (C18:3) 2,172
Ac. Palmitoleico (C16:1) 0,973
Ac. Estearico (C18:0) 0,372
TOCOFEROLES mg/Kg
aceite
a 115
B 54
Y 777

Composiciéon de  Acidos % relativo promedio
Grasos

C16:0 11,575

C16:1 0,943

C18:0 0,493

C18:1 53,275

C18:2 32,500

C18:3 1,561
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Por sus cualidades fisicas (tamafo, dureza) y contenido de
aceite, la semilla de pistacho constituye un material apropiado
para la extraccion del aceite por prensado.

El disefio de Box-Behnken permitié determinar la combinacion
Optima de variables para la optimizacion del proceso de
extraccién de aceite de pistacho mediante prensa de tornillo
helicoidal a escala piloto. Los resultados encontrados en este
estudio mostraron una combinacién de humedad de semilla
de 10 % (0,102 b.s.), una restriccion de salida de 4 mm, una
velocidad de prensado 20 rpm y una temperatura de prensado
de 40°C. Se generaron las siguientes variables de respuesta:
un rendimiento de extraccién del 79,61 % (b.s.), contenido de
solidos en el extracto de 7,39 %, cantidad de aceite retenido
en el residuo de extraccion de 18,4 % (b.s.).

En todos los tratamientos se obtuvieron muestras de aceite de
buena calidad quimica y no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre si. El aceite obtenido en
el punto 6ptimo del disefio respondié a los parametros: grado
de acidez del 0,24 + 0,01 % (% acido oleico); indice de
peroxidos de 0,26 + 0,03 meq. de O,/Kg de aceite;
coeficientes de extincidn especifica, K3z y Kazo, 1,717 £ 0,094 y
0,156 + 0,001, respectivamente; contenido de tocoferoles
totales de 953 mg/kg aceite. La concentracion de carotenoides

fue de 43,5 + 0,92 mg/kg aceite y una concentracion de
clorofilas de 22,3 £ 1,05 mg/kg aceite.

Las caracteristicas quimicas del aceite de pistacho obtenido y
el estudio realizado sobre la viabilidad de implementacion de
la tecnologia de prensado con prensa de tornillo helicoidal,
representan un aporte significativo a los fines de establecer
bases para la potencial elaboracion de aceite de pistacho a
nivel industrial.
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Abstract: Whey proteins have functional, nutritional and
technological properties promoting their use as ingredients
and supplements. Lactoferrin (LF) is an 80 kDa glycoprotein,
with isoelectric point at high pH values. Cryogels are
polymeric gels formed in frozen media characterized by
interconnected macropores low flow resistance and clear
diffusion of any size solutes. A cation-exchange cryogel with
sulfo-binding groups was prepared by grafting of 2-
acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid (AMPSA) on
polyacrylamide-based cryogels. The influence of graft
polymerization parameters on morphological characteristics
and flow was evaluated using a central composite design.
Adsorption isotherms for lactoferrin on the cryogel at different
pH values and NaCl concentrations were determined by batch.
Permeability and porosity were negatively influenced by the
graft polymerization parameters whereas ionic capacity was
positively affected. The Langmuir model was fitted to isotherm
experimental data and the adsorption capacity was
determined. For both pH values it was observed a decrease in
the adsorption capacity of the cationic cryogel with increasing
tonic strength, indicating that the process is driven by
electrostatic interaction. The cryogel produced showed a high

capacity of lactoferrin adsorption and good flow properties
supporting its use for lactoferrin separation from a more
complex fluid as the cheese whey.

Keywords: lactoferrin, cryogel, cation-exchange.

Resumen:
La lactoferrina es una glicoproteina presente en el suero de
queso de 80 kDa, con el punto isoeléctrico a valores altos de
pH. Los criogeles son geles poliméricos formados en medios
congelados caracterizados por baja resistencia de flujo y
difusién clara de solutos de cualquier tamafio. El criogel de
intercambio de cationes con grupos vinculantes sulfonicos fue
preparado por “grafting” de 2-acrilamido-2-metil-1-
propanosulfénico en criogeles de poliacrilamida. La influencia
de los parametros de polimerizacién de injerto sobre las
caracteristicas morfologicas y de flujo se fueron evaluadas. Las
isotermas de adsorcion para la lactoferrina sobre lo criogel a
diferentes pH y concentraciones de NaCl fueron determinadas.
La permeabilidad y la porosidad fueron influenciadas
negativamente por los parametros de polimerizacién, y la
capacidad i6nica fue afectada positivamente. El modelo de
Langmuir se ajustd a los datos experimentales de las
isotermas y se determin6 la capacidad de adsorcion. Para
ambos valores de pH, se observé una disminucion en la
capacidad de adsorcion del criogel catiénico con el aumento
de la fuerza i6nica, lo que indica que el proceso esta
impulsado por interaccidon electrostatica. El criogel producido
mostré una alta capacidad de adsorcidon de lactoferrina y
buenas propiedades de flujo que apoyan su uso para la
separacion de lactoferrina de fluidos complejos como suero
de queso.
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Lactoferrin (LF) is a whey protein presented at low
concentrations ranging from 0.02 to 04 g.L™' (Miller et al,
2007). LF is an 80 kDa glycoprotein, with isoelectric point at
high pH values. One of its functions is to transport metals, but
it is also an important defense molecule and has a wide
variety of physiological functions, such as antiviral,
antimicrobial, antioxidant and immunomodulatory activities
(Farnaud e Evanns, 2003).

Cryogels are polymeric gels formed in frozen media and were
introduced as a new separation matrix for application in
bioseparation processes (Lozinsky et al, 2001). Continuous
stationary phase supermacroporous cryogels are then
monoliths having pore sizes ranging from 10 to 100 uym, which
enable the separation of large biomolecules presented in not
clarified solutions.

Cryogel show extremely low flow resistance thus allowing the
chromatographic process at high flow and low pressures, and
allow the passage of solutions containing particulates and
viscous materials without clogging the column, overcoming
common difficulties observed in conventional
chromatographic processes (Chen et al, 2008).

The cryogels binding characteristics can be modulated by
introducing additional polymer functional groups such as
cation or anion-exchange ligands, immobilizing affinity metal
ion, or embedding adsorbent particles. Cation-exchange
functional groups can be introduced to the cryogel pore wall
surface by graft polymerization of monomers with ion-
exchange groups using suitable initiator (Yao et al,, 2007).

Several experimental parameters can change the adsorption
behavior of proteins in ion-exchange cryogels, for example,
buffer used, temperature and ionic strength (Pessoa e Kilikian,
2005). In order to optimize this process for protein purification
it is necessary to know the adsorption equilibrium. Usually the
equilibrium is presented in the form of adsorption isotherms
which relate the concentration of a compound in solution and
on the solid adsorbent surface.

A supermacroporous monolithic cryogel has been prepared by
radical cryo-copolymerization of acrylamide with functional
co-monomer, allyl glycidyl ether, and cross-linker N,N-
methylene-bis-acrylamide (PAAmM-cryogel). Graft
polymerization of 2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic
acid (AMPSA) was used to achieve a cationic adsorbent with
sulfo binding groups (PAAmM-SOs), designed for cation-
exchange.

The influence of graft polymerization parameters in
morphological (porosity and number of active sites) and
hydrodynamic properties (water permeability) of cryogels
were evaluated. Given the favorable characteristics of
monolithic columns and the possibility of post-processing of
whey for lactoferrin recovery, the lactoferrin binding
properties to PAAmM-SOs3 cryogel was also evaluated. The
relationship of pH and ionic concentration with physical
constants for the adsorptive process was studied by means of
adsorption isotherms. The proposal has the great advantage
of the possibility of using concentrated serum milk, which
would not be possible when working with fixed bed columns.
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MATERIALS AND METHODS
Materials

Acrylamide(AAm), allyl glycidyl ether (AGE), N,N-methylene-
bis-acrylamide (MBAAm), 2-acrylamido-2-methyl-1-
propanesulfonic acid (AMPSA), N,N,N,N- tetramethyl-
ethylenediamine (TEMED), ammonium persulfate (APS), all
>99% pure, were purchased from Sigma Aldrich Inc (EUA).
Lactoferrina (95 %) were purchased from Glanbia Nutritionals
(EUA). All other reagents were analytical grade and use as
received.

Methods

The polyacrylamide cryogel matrix was produced by
copolymerization of AAm and AGE monomers and MBAAm
crosslinking monomer, initiated by TEMED and APS, within 3
mL plastic syringes under freezing temperature. The
monomers were weighed on an analytical balance (Ohaus
Adventurer Pro, USA) and dissolved in ultrapure water (MilliQ,
Millipore, USA). The mixture was degassed in ultrasound bath
(Branson 1510R-MT, USA) for 5 min and cooled in an ice bath.
The final monomer concentration was 6% (4.74 g of AAm, 1.27
g of MBAAm and 1 ml of AGE). The polymerization was
initiated adding 110 mg of APS and then 95 yL TEMED (Kumar
et al.,, 2006).

The mixture was then added to a plastic syringes, sealed at
both ends and immersed in ethanol at -12 °C for 16h. After
this, the cryogel was thawed at room temperature and washed
with ultrapure water.

The cryogel activation was based on Yao et al, (2007). An
initiator solution containing 5 ml of NaOH (1.0 molL™") and 15

ml of Ks(Cu(HIOg)z) (0.031 mol.L™") was pumped through the
PAAm-cryogel at a 1 mL min"' flow rate at constant
temperature of 41 °C for 30 min. Then, AMPSA monomer
solutions (1, 2 or 3 mol.l'") were pumped through the column
for grafting. The volume pumped (3, 6.5 or 10 column volume)
and reaction time (0.5, 1.25 or 2h) were varied according to
the design, at constant temperature of 41 °C with monomer
recirculation. Finally, the column was washed with 0.1 mol L™
HCl and ultrapure water at 1 ml min™" to remove AMPSA
residues. The obtained cryogels are so labeled PAAM-SOs.
Microstructures of the obtained cryogels were examined by
scanning electron microscope (SEM). Porosity was determined
using acetone according to the tracer pulse-response method.
The water permeability of cryogel (kw) was determined by
measuring different hydrostatic pressure drops across the
cryogel column (pw) versus the corresponding water flow
rates (Qw). The number of active sites (sulfonic groups) was
estimated by 0.1 mol.L™" NaOH titration.

Adsorption isotherms were determined by the batch method.
LF solutions at increasing concentrations were added to a
known mass of cryogel at different pH and salt concentrations.
The LF concentrations on the adsorbent and in the bulk were
used to adjust the Langmuir isotherm. The maximum
adsorption capacity of the adsorbent (gm) and the equilibrium
constant of adsorption (Kq) were estimated under equilibrium
conditions.

Experimental design

The cryogel characterization was conducted completely
randomized with three replicates and values were expressed
as mean and standard deviation for the analysis of
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morphological (SEM, porosity and number of active sites) and
hydrodynamic properties (water permeability).

The significance (p <0.05) of the influence of activation
parameters of the cryogel on these properties were evaluated
employing a face centered design (FCD). The reliability of the
obtained models were assessed by checking the
determination coefficient (R?) and the statistical significance
level (p <0.05) for Fisher test (F). The level of significance of
regression coeffiients was obtained by Student's test (t).

The Langmuir model was fit to experimental data by non-
linear regression. The reliability of the model was assessed the
same way as above. The parameters of the Langmuir model
were then expressed as a function of pH and salt
concentration through polynomial regression, and the quality
of the model parameters determined.

All statistical analyzes were performed using the Statystical
Analysis System® Version 9.0 (SAS Institute Inc, Cary, NC,
USA), licensed by Universidade Federal de Vigosa.

Results and discussion

WD = 27 mm
Signal A = SE1

EHT 0.00 kV
Mag = 100 X

\
\ 2 .
20um* EHT = 10.00 kW Wi = 26 mm
Mag = 750X Signal A = SE1

Figure 1 - Structure of the PAAM-SOs-cryogel obtained by
scanning electron microscopy. Center for Microscopy and
Microanalysis (UFV).
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Table 1. Permeability (Ky), porosity (p) and number of active
sites (NAS) values obtained at different graft polymerization
parameters.

Colu Conc. Volum Kw1)2( ® ('\:1:\:1
ol (n}lol.L t (h) e 10 %) olg
) V) | (m? )

1 1 os0 30 | %% 7729 027
2 1 050 100 | >2% 8ogg O%
3 1 200 30 | %8 7285 0274
4 1 200 100 | 81 5955 0390
5 3 os0 30 | 420 7e4s 07O
6 3 050 100 | 2% 7031 O3%
7 3 200 30 | *3 ers0 0%
8 3 200 100 | 37 7048 037
9 1 125 65 | % esos 031
10 3 125 65 | *P% ea19 097
1 2 0.50 6.5 8'11 > edss 03202
12 2 200 65 3‘39 ARG 0’2562
13 2 125 30 | 7 eear 007
1“2 125 100 | 20 eser 02
15 2 125 65 | "2 g7 0%
16 2 125 6.5 7'25 7046 0'227
7 2 125 65 | 219 ee29 02
18 2 125 65 | 20 7182 O'2544

The cryogel-pAAmM-SO; exhibited uniform sponge-like
structure with interconnected supermacropores of pore size
ranging from 10 to 100 ym, as can be seen in figure 1.

The influence of graft polymerization parameters (AMPSA
concentration, volume and reaction time) in these
characteristics was evaluated using the face centered
composite design and the results are shown in table 1.

Permeability, porosity and number of active sites mean values
were 5.7x107 + 0.11x107"* m% 73 + 8.7% and 0.34 + 0.01
mmol SOs.g”" dry cryogel, respectively.

The reaction time did not show significate effects (p<0.05) in
any of the properties evaluated. The influence of AMPSA
concentration and volume on permeability (Ky,), porosity (¢)
and number of active sites (NAS) are shown graphically in
figure 2.
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Figure 2. Effects of AMPSA  grafting  parameters
(concentration and volume) on (A) Permeability (1072 m?),
(B) porosity (%) and (C) number of active sites (mmol SO3.g_1dry
cryogel)-

The experimental results indicated that the permeability of
these cryogel beds was decreased when increasing AMPSA
concentration or the volume. The reason is that the amount of
grafted polymer chains was improved diminishing decreased
the effective cross-area available to flow. The porosity was
influenced the same way once polymer chains on the cryogel
wall partially filled void spaces within pores, diminishing pore
volumes. The number of active sites was influenced positively
by the concentration and also by the volume up to a 5 CV. The
increment on monomers grafted to the surface resulted in
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more available binding sites, what was prompted by
increasing concentration.

The adsorption of lactoferrin into the cryogel followed the
Langmuir model (Figure 3). The Langmuir model was fit by
non-linear regression to the equilibrium data and adjustments
were satisfactory for all cases (R*> 0.96).

= 0 mmolL
® 50 mmollL
= A& 100 mmolL A
= L ]
+ 150 mmodlL
L]
. L]
20 - u 'Y
f-:i L] L Y
s ak L ™
- » .
s
|
»
Figure 1 - Lactoferrin adsorption isotherms obtained at

different NaCl concentration values (A) pH 8.0 and (B) pH 6.0
at 25 °C.

In order to mathematically represent the relationship of the
adjusted parameters determined by Lagmuir (K, and gm) with
NaCl concentration and pH, polynomial models were fitted
(R2>0.95). The parameters significance was evaluated by a t-

test (p <0.05). Thus equations relating Ky, and qm with pH and
salt concentration were determined (equations 1).

qm=6259.6-665.7xpH-46.2xSAL+5.1(pHXSAL)
Km=703.3-75.7xpH-5.2xSAL+0.58(pHXSAL) (1)

For both pH values there was a decrease in the adsorption
capacity of the PAAM-SOs-cryogel with increasing salt
concentration. As the concentration of salt in solution in ion
exchange chromatography, higher the salt concentration, the
lower the adsorption capacity of the resin indicating that the
main force involved in the ion exchange process is the
electrostatic attraction.

It was also observed that the maximum adsorption capacity
for lactoferrin (gqm) was higher for pH 6.0. The influence of pH
on protein ion exchange processes is associated with protein
isoelectric point (pl) and hence its net charge at different pH
values. The more distant from the isoelectric point, the greater
the net charge of the protein and its interaction with the
adsorbent is more likely to be enhanced.
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A supermacroporous monolithic cryogel has been prepared by
radical cryo-copolymerization of acrylamide with functional
co-monomer, allyl glycidyl ether, and cross-linker N,N-
methylene-bis-acrylamide. Graft polymerization of 2-
acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid was used to
achieve a cationic adsorbent with sulfo binding groups.
AMPSA grafting parameters (volume and concentration)
influenced on properties of acrylamide-based columns and
should be manipulated in order to obtain cryogel with
optimum process characteristics. The adsorption of lactoferrin
to the cation exchange cryogel adsorbent was influenced by
pH and salt concentration. Thus, PAAmM-SOs-cryogel produced
showed a high capacity of lactoferrin adsorption and good
flow properties supporting its use for lactoferrin separation.
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Resumen: La lecitina cruda de girasol, un subproducto del
proceso de desgomado del aceite, es una mezcla compleja de
fosfolipidos (PLs), aceite (triglicéridos, TGs) y otros
compuestos minoritarios, y debido a sus propiedades
emulsionantes es ampliamente utilizada en la industria
alimenticia y farmacéutica. Su modificacién enzimatica le
agrega valor, al transformar PLs en lisofosfolipidos (LPLs),
presentando ventajas tecnoldgicas para la industria. St se
utiliza una enzima con actividad lipasica, los TGs también
pueden ser hidrolizados dando di- y monoglicéridos (DGs y
MGs), compuestos con variada aplicacibon  como
emulsionantes. En este trabajo se estudia la hidrolisis
enzimatica de lecitina cruda de girasol utilizando Lecitase®
Ultra, caracterizando los productos obtenidos segun el grado
de hidrolisis. El contenido de PLs y LPLs se determind
mediante *'P-NMR y el contenido de TGs, DGs y MGs
mediante CCG-FID. Se obtuvieron muestras de lecitina
modificada con un notable incremento en su contenido de

LPLs, MGs y DGs, obteniendo una variacién en la composicion
segun el grado de hidrélisis. Cada una de estas mezclas podria
presentar propiedades emulsionantes especificas de gran
interés para diferentes aplicaciones, ya sea como mezclas o
con una previa separacion en grupos de componentes segun
sea el requerimiento especifico.

Palabras Clave: lecitina de girasol, hidrélisis enzimatica,
emulsionantes

Abstract: Sunflower lecithin, a by-product from the sunflower
oil degumming, is a complex mixture of phospholipids (PLs),
oil (triacylglycerides, TGs), and minor compounds, and it is
widely used in the food and pharmaceutical industry due to its
emulsifying properties. Enzymatic hydrolyzed lecithins may
present technological and commercial advantages over native
lecithins, converting PLs into lysophosphlipids (LPLs). Using an
enzyme with lipase activity, triacylglicerides can be also
hydrolyzed giving di- and monoacylglicerides (DGs, MGs), also
known for their wide range of applications as emulsifiers.

The aim of this contribution is to study the enzymatic
hydrolysis of sunflower lecithin by Lecitase® Ultra, analysing
the composition of the modified products with different
hydrolysis degrees. PLs and LPLs were analysed by *'P-NMR,
and CCG-FID was used to determine TGs, DGs, and MGs
composition.

The results showed a remarkable increment in the LPLs, MGs y
DGs content of modified lecithins, and a significant variation
in the composition with the hydrolysis degree was observed.
This products may have a distinguish emulsifier performance,
and it could be a very interesting product with different
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applications whether as a mixture or with a previous
separation into fractions according to the specific application.

Key Words: sunflower lecithin, enzymatic hydrolysis,
emulsifiers
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El complejo aceitero argentino es uno de los sectores de la
industria alimenticia que ha evidenciado mayor crecimiento
durante los ultimos afios. Localmente se manifiesta una
creciente necesidad de producir materiales elaborados con
mayor valor agregado, tanto para consumo interno como para
exportacion. Argentina es uno de los principales productores y
exportadores de aceite de girasol (Helianthus annuus L)) y la
industria local se destaca por su avanzada tecnologia y alta
competitividad. Los fosfolipidos (PLs) son componentes
naturales de las semillas oleaginosas que pasan al aceite
durante el proceso de extraccién. Estos compuestos deben ser
removidos, ya que pueden depositarse durante el transporte o
almacenamiento del aceite crudo como asi también afectar su
estabilidad y caracteristicas sensoriales. Las gomas, producto
del desgomado acuoso de aceites vegetales, constituidas
fundamentalmente por agua, PLs y aceite, pueden ser
modificadas para obtener productos con un mayor valor
agregado adecuados para ser wusados como aditivos
alimenticios. La modificacidon enzimatica de lecitinas, produce
cambios en la estructura de los fosfolipidos, transformandolos
en lisofosfolipidos (LPLs), por lo que le otorga un valor
agregado, presentando ventajas comerciales y tecnoldgicas
para la industria. Los LPLs contribuyen a mejorar las
propiedades funcionales y fisicoquimicas del producto,
obteniendo caracteristicas emulsionantes y dispersantes
propias, como por ejemplo una mejor accion emulsionante en
emulsiones Aceite/Agua (van Nieuwenhuyzen y Tomas 2008).

Los lipidos neutros comprenden la fraccién no polar de la
lecitina cruda, compuesta por restos de aceite que permanece
junto con las gomas en el proceso de desgomado. Esta
fraccion esta compuesta por triglicéridos (TGs), y puede
encontrarse en menor medida algo de diglicéridos (DGs) y
monoglicéridos (MGs). Si bien los TGs no presentan interés
desde el punto de vista de la utilizacién del producto como
emulsionante, sus productos de hidrolisis (DGs y MGs) son
ampliamente utilizados en la industria de alimentos vy
cosmética por sus conocidas propiedades surfactantes
(Hasenhuettl 2008).

St bien la enzima Lecitase® Ultra es una fosfolipasa, su
actividad lipasica ha sido reportada por varios autores (Mishra
et al 2009), sugiriendo que los triglicéridos presentes en la
muestra de lecitina cruda nativa pueden ser atacados por la
enzima e hidrolizados a mono y diglicéridos, obteniendo
lecitinas modificadas no sélo en su composicidon de
fosfolipidos y acidos grasos libres, sino también en la
composicion de sus lipidos neutros. En general, como las
emulsiones alimenticias son productos complejos que pueden
sufrir diferentes mecanismos de desestabilizacion, en la
industria se utilizan mezclas de emulsionantes con
caracteristicas especificas para satisfacer las distintas
necesidades de los productos.

En este trabajo se describe la modificacion de lecitina cruda
de girasol mediante hidrolisis enzimatica utilizando Lecitase®
Ultra, un preparado enzimatico con actividad fosfolipasa,
caracterizando los sustratos y productos obtenidos.

MATERIALES Y METODOS

La lecitina cruda, proveniente del desgomado acuoso del

aceite de girasol, fue provista por una empresa oleaginosa
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local. Su caracterizacion quimica general, segin normas
internacionales (AOCS-Seccion J 2003) revelé que contenia un
67% de materia insoluble en acetona (aproximadamente 45%
PLs), 32% aceite y 0,5% agua.

La hidrolisis enzimatica se llevo a cabo en medio acuoso, a pH
= 5y en un reactor batch con temperatura controlada (T = 50
°C), segun lo informado en Gofii (2014). Como catalizador
enzimatico se utilizd Lecitase® Ultra en su forma libre, un
preparado comercial gentilmente donado por Novozymes
(Bagsvaerd, Dinamarca), que presenta actividad fosfolipasa A1
(PLA4; E.C.3.1.1.32; 10000 U/ mL). La relacion lecitina
cruda:preparado enzimatico fue de 80 mg:1uL. La reaccion se
llevo a cabo por distintos intervalos de tiempo (th), entre 10 y
360 min, realizando cada ensayo por duplicado. Para detener
la reaccion enzimatica, luego de transcurrido el ty deseado, las
muestras fueron incubadas a 100 °C por 10 min para inactivar
la enzima. Todos los ensayos de hidrélisis se realizaron por
duplicado.

La determinacion cuali-cuantitativa de fosfolipidos vy
lisofosfolipidos se llevd a cabo mediante espectrometria de
resonancia magnética nuclear de fosforo (*'P-NMR) segln se
describe en Goni (2014). Se prepararon muestras de 2% (m/m)
de lecitina nativa e hidrolizada en solucién de 10% (m/m)
deoxicolato sédico (DC, Sigma, Italia), y 2 mM EDTA disddico
(p.a. Acros Organic), utilizando fosfonometilglicina (PMG,
Monsanto Europe, N. V.) como estandar interno para
cuantificacion, en una concentracion de 5 mM. Las soluciones
se prepararon con 50% (v/v) de agua destilada y 50% (v/v) de
agua deuterada (D,0, Armar, Suiza).

Todas las muestras de lecitina (nativa y modificada) en agua
fueron preparadas alternando sonicacién y agitacion a 40 °C.

La preparacién de las muestras para la determinacién de Pls y
LPLs mediante *'P-NMR se realiz6 por duplicado. Estas
determinaciones se llevaron a cabo en un equipo Bruker
Avance 500 (500 MHz, Rheinstetten, Alemania), operado a una
frecuencia de 202,46 MHz. La adquisicién de datos se efectud
con 65180 data points, pulso de exitacion de 90°, y NUmero
de escaneos: 256.
La determinacion cuali-cuantitativa de lipidos neutros se llevd
a cabo por Cromatégrafia gaseosa capilar (CCG-FID) por el
método del estandar interno, utilizando una metodologia
recomendada por Pacheco et al (2014). Para la preparaciéon y
acondicionamiento de las muestras, se elimind el agua por
liofilizacidon y se realizd una purificacion para separar la
fracciéon de PLs y LPLs, los que pueden interferir en la
determinacion por GC. La purificacion se llevd a cabo
mediante extraccion en fase soélida (SPE- cartuchos de fase
Diol, 500 mg, J.T. Baker) empleando la técnica desarrollada por
Carellt et al (1997) en la cual la fase estacionaria se
acondiciona con 2 ml de metanol, 2 ml de cloroformo y 2 ml
de hexano, luego se siembra la muestra y se extrae la fraccién
de lipidos neutros (MGs, DGs y TGs) con 2 ml de cloroformo.
Luego de la purificacién los productos fueron silanizados con
N-metil-N-(trimetilsililtrifluoro-acetamida (MSTFA), previa
adicién de tricaprina (TC) y tripalmitoleina (TPO) como
estandares internos, para su inmediata determinacion
cromatografica, resultando una solucion de 40 mg/ml de
muestra con 0,842 mg/ml de TCy 0,455 mg/ ml de TPO.
Se empled un cromatégrafo de gases 4890D (Agilent, Hewlett-
Packard) equipado con un detector de ionizacion de llama
(FID). La temperatura del inyector se mantuvo constante a 380
°C. Se utilizé una columna capilar metalica (MXT-65TG, 30m x
0,25mm x 0,1Tum; 35% dimetil-65% difenil polisiloxano; Restek,
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Bellefonte, USA). La temperatura del horno se mantuvo a 40
°C durante 4 min para luego incrementarse hasta 350 °C a una
velocidad de 25 °C/min y luego a 360 °C a 0,2 °C/min. Como
gas portador se empled hidrogeno a una velocidad lineal de
41 cm/s. El volumen inyectado fue de 1 ulL. Se utilizd6 una
relacion de split de 1:60. La cuantificacion de los compuestos
se llevd cabo mediante el método del estandar interno,
utilizando TPO como estandar para TGs y TC para DGs y MGs.
La adquisicion de datos y la integracion de los picos se llevd a
cabo con el Software HP 3398A GC Chemstation (Hewlett-
Packard, 1998). La preparacion y acondicionamiento de las
muestras y la determinacidon cromatografica fueron realizadas
por duplicado.

Todos los resultados tanto de la composicion de lipidos
neutros como de fosfolipidos y lisofosfolipidos se presentan
como un promedio de al menos dos determinaciones con su
desvio estandar. Cuando fue necesario, las diferencias
observadas entre los valores encontrados se compararon
estadisticamente utilizando el test de Student (t-test).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran los resultados para la
determinacion de PLs y LPLs en lecitina cruda de girasol nativa
y modificada enzimaticamente con distintos grados de
hidrolisis segun el tiempo de reaccion. El grado de hidrolisis
de fosfolipidos (%Hp) se calculd segun la ecuacion 1:

PLl-[PLd 60 (1)

I:.-"';.:H]JL = []:'l..:\]

Tabla 1: Contenido de fosfolipidos (PLs) y lisofosfolipidos
(LPLs) en lecitina cruda de girasol, nativa y modificada con

diferentes grados de hidrélisis (%Hp) seguin el tiempo de
reaccion (tp)

(nf{’n) %Hp PLs* LPLs*
0 40,570,556 4,40 + 0,11
10 6432 1489 + 0,13 1%11231 *
20 7637 992011 ? ﬁfgf
30 8177 7,67+017 190',0159i
40 8444 654+018 170',9211 *
60 8888 471014 1%,6;781
90 9559 1,90 + 0,05 1?8?126i
180 9950 0,20 + 0,01 1%,1236i
360 100 000000 841018

*g/ 100 g de lecitina cruda. Media aritmética * desviacion estandar. n = 2.

Puede observarse que el contenido de PLs disminuye
considerablemente a tiempos cortos de reaccién, encontrando
un %Hp. mayor al 60% luego de 10 min de hidrdlisis para
llegar a casi un 90% en la primer hora de reaccién. Por su
parte, se observa que los LPLs aumentan durante los primeros
20 min de reaccion, alcanzando un valor maximo de
aproximadamente 22 % (m/m), para luego comenzar a
disminuir a medida que avanza la hidrolisis, hasta un 8% luego
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de 360 min de reaccidon. Cabe aclarar que no se muestran
resultados para tiempos superiores a 360 min, debido a que
no se hallaron diferencias significativas en la composicién
luego de este tiempo, lo que sugiere que se ha llegado al
estado estacionario de la reaccion o que la enzima ha sido
saturada.

De los resultados obtenidos para las muestras hidrolizadas, se
desprende que en las condiciones estudiadas, ademas de la
hidrélisis de fosfolipidos para generar lisofosfolipidos
(monoalquil fosfoglicéridos) ocurre también la hidrélisis de
éstos ultimos, liberando el segundo acido graso vy
generandose el correspondiente glicerofosfolipido (la forma
mas hidrolizada de los fosfoglicéridos). MacKenzie et al (2009)
han demostrado la especificidad de Lecitase® Ultra como
PLA,, descartando la posibilidad de la que la enzima pueda
hidrolizar el acido graso en la posicion sn-2. Sin embargo,
como se ha visto, el analisis de las muestras hidrolizadas
revela la hidrolisis de LPLs. Esto puede explicarse mediante la
reaccidn no enzimatica denominada acil-migracion, en donde
ocurre la migracién del acido graso (AG) en la posicidon sn-2
de los LPLs resultantes de la hidrolisis de PLs, a la posicién sn-
1, y de esta manera la enzima vuelve a hidrolizar el LPL
obteniéndose el correspondiente GPL.

En la Figura 1 se muestra la reaccion de hidrolisis de los PLs,
utilizando Lecitase® Ultra (PLA;), mostrando el proceso de
acil-migracion, generandose el 2-LPL, el cual puede ser
atacado nuevamente por la enzima para dar un
glicerofosfolipido  (GPL), compuesto sin caracteristicas
surfactantes. Por lo tanto en este tipo de modificacion de
lecitinas se desea la maximizacién de LPLs, evitando que la
reaccion avance a GPLs.

PLA, PLA,

~ COOR, OH — COOR, — OH

| COOR. F‘i_.l'-'xl‘ | COOR. Acil migracidn. | o PLA; . LoOH

L POOOX — POOOX ~ POOOX POOOX
Pl 1-LPL 2-LPL GPL

Figura 1: Reaccion de hidrolisis de fosfolipidos en la
modificacidon enzimatica de lecitinas utilizando Lecitase® Ultra
(PLA) como catalizador.

La acil-migracion es una reaccion muy dificil de evitar debido
a que la molécula del monoalquil-fosfolipido es
termodinamicamente mas estable cuando tiene el acido graso
en la posicion sn-1, por lo que la conversidon de 1-LPL a 2-LPL
ocurre de manera espontanea. En general, esta migracién es
catalizada por acidos o bases, y altas temperaturas, y se ve
favorecida en medios con alto contenido de agua (Kietbowicz
et al 2012). Esta reaccidn no enzimatica permite la hidrolisis
de los lisofosfolipidos, por lo que genera que exista un punto
Optimo de reaccién donde se tiene el mayor contenido de
LPLs, la especie de mayor interés desde el punto de vista de
las propiedades emulsionantes. En las condiciones de reaccion
estudiadas, se encontré6 que este punto 6ptimo de mayor
contenido de LPLs, se obtiene a un tiempo de hidrolisis de 20
min.

Con respecto al analisis de lipidos neutros (LN), en la Tabla 2
se muestran los resultados obtenidos para lecitina cruda
nativa y modificada con distintos tiempos de reaccién, entre
30y 360 min.
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Puede verse que los TGs disminuyen suavemente durante los
primeros 30 min de reaccién, para luego comenzar a disminuir
mas bruscamente pasados los 60 min.

En cuanto a los MGs y DGs, que son tanto productos de
reaccion de los TGs como sustratos para la enzima, muestran
un comportamiento analogo al de los LPLs, aumentando en el
comienzo, para luego comenzar a disminuir por hidrolisis. Sin
embargo también puede verse que no existen cambios
importantes durante la primera media hora de reaccion,
teniéndose diferencias muy pequefias en la composicion de
las tres especies. Incluso para los MGs, el analisis estadistico
reveld6 que las diferencias encontradas en los valores
promedio entre th = 0 y 30 min no son significativas.

Para tiempos de reaccion mayores a los 60 min, se observa
como la hidrélisis de TGs se hace importante, obteniendo una
disminucién de TGs mayor al 90%, luego de 180 min de
reaccion. Esto sugiere que el preparado enzimatico Lecitase®
Ultra presenta actividad lipasica, hidrolizando los lipidos
neutros presentes en la lecitina cruda.

Cabe destacar que, al igual que para los fosfoglicéridos, los
resultados en la composicion de LN no mostraron diferencias
significativas para tiempos de hidrolisis mayores a 360 min.

Algunos autores han encontrado que la fosfatidilcolina inhibe
la actividad lipasa de Lecitase® Ultra, compitiendo por el sitio
activo de la enzima (Mishra et al 2009). Esto podria explicar el
aumento en la actividad lipasa de la enzima a partir de los 60
min de reaccion, cuando se ha alcanzado mas de un 90% de
hidrolisis para la PC.

Tabla 2: Contenido de monoglicéridos (MGs), diglicéridos
(DGs) y triglicéridos (TGs) en lecitina cruda de girasol nativa y
modificada, segun el tiempo de reaccion (ty)

(n:?n) MGs* DGs* TGs*

0 041 +001% 1,86 +001% 26,36+ 1,50°
30 0,45 + 0,02° 2,79 +0,14°> 21,56 + 1,64°
60 347 +0,129 6,47 +0,139 12,10 + 0,92¢
90 2,18 + 0,11 3,11 +0,09° 5,75+ 0,53°
180 0,82 + 0,04° 2,62 +£0,10° 2,20 + 0,18°
360 0,78 +0,04° 236+0,10° 2,01 +0,19°

*g/ 100 g de lecitina cruda. Media aritmética * desviacion estandar. n=4.

Letras iguales en una misma columna indican que no existen diferencias

significativas, con el 95% de confianza (“a” corresponde al menor valory “e”

al mayor).
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Los resultados obtenidos demostraron una accion lipasa de la
enzima Lecitase® Ultra, hidrolizando a los lipidos neutros
presentes en la lecitina cruda, lo que concuerda con lo
informado por varios autores en la literatura.

Se observd que todas las muestras obtenidas a diferentes
tiempos de hidrélisis presentaban diferencias en su
composicion, lo que seguramente otorgue caracteristicas
emulsionantes y dispersantes propias a cada una de ellas. Por
ejemplo, en la muestra hidrolizada a t, = 1 h el alto contenido
de MGs y DGs podria dar como resultado un producto con
caracteristicas emulsionantes mejoradas con respecto a las
lecitinas modificadas puras, que sélo contienen PLs, LPLs y
AGLs.

Puede decirse que en las condiciones de reaccion estudiadas
la hidrolisis de TGs y PLs ocurre en mayor medida durante las
dos primeras horas de reaccién.

Esto indicaria que mediante la hidrolisis de lecitina cruda de
girasol utilizando Lecitase® Ultra, es posible obtener mezclas
de TGs, DGs, MGs, PLs, LPLs, AGL e incluso glicerol,
dependiendo del avance de la reaccién. Estas mezclas podrian
presentar propiedades emulsionantes especificas de gran
interés para diferentes aplicaciones.

También podria considerarse el fraccionamiento posterior de
la lecitina modificada, obteniendo por un lado la fase de
lipidos neutros con un alto contenido de MGs y DGs, y por
otro lado, la faccion polar compuesta con un alto contenido
de LPLs. Ambas fracciones presentaran caracteristicas

emulsionantes propilas para distintas aplicaciones en la
industria farmacéutica y de alimentos.

Dependiendo de la aplicacion deseada puede elegirse el
tiempo de reaccidon que permita obtener la composicion mas
adecuada, en términos de contenido total de fosfoglicéridos
(PLs+LPLs), relacidon LPLs/PLs, relacion de fosfoglicéridos
hidrofilicos/hidrofébicos, relacion  PLs/MGs, etc. Cabe
mencionar que st bien existen algunos ejemplos concretos
que permiten sacar conclusiones sobre el tipo de
fosfoglicérido mas adecuado para una aplicacion dada, se
trata todavia de un terreno empirico, que requiere de
investigaciones mas sistematicas. Debido a ello, es posible
también encontrar informacién contradictoria en la literatura.
Por ello la caracterizacion del contenido de PLs y LPLs en
lecitina cruda de girasol presentada en este capitulo podria
permitir correlacionar su composicién con sus caracteristicas
como agente emulsionante en diferentes aplicaciones.
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Resumen: Se estudid la deshidratacion osmoética para la
obtencion de uva de bajas calorias utilizando un
pretratamiento dual (D3S) de sustitucion de los azlcares
propios de la fruta por el endulcorante natural Stevig,
evaluandose el efecto de los procesos sobre la calidad del
producto sobre un disefio factorial. El pretratamiento dual D3S
es un proceso en dos etapas asistido (o no) por ultrasonido, la
primera de remocion de azlcares naturales en agua destilada,
seguida por una etapa de incorporacidon de edulcorante
natural a distintas concentraciones (18, 20 y 22% p/p) y
tiempos (30, 60 y 90 minutos) a temperatura ambiente. Las
frutas se evaluaron a los distintos estadios del proceso en su
contenido de sélidos solubles (°Brix). El proceso dual que
permitid sustituir la maxima cantidad de azucares (57%) de
alto contenido calérico (glucosa y fructosa) propios de la fruta
por el edulcorante natural Stevia de bajo contenido calérico
(estevidsido y maltodextrina), consistid en una primera etapa
de 30 minutos de Osmosis en agua destilada asistida por
ultrasonido seguida de una posterior etapa de 30 minutos de

inmersion en solucidon de Stevia del 20% p/p sin aplicacion de
ultrasonido.

Palabras Clave: uva, deshidratacion osmotica, sustitucion de
azucares, Stevia.

Abstract: The study of the osmotic dehydration of grapes to
obtain low calories raisins applying a dual treatment (D3S)
based on the substitution of original sugars of the fruit by the
natural sweeter Stevia, was made. Effects of the process on the
product quality was evaluated. The dual D3S treatment is a
process of two stages assisted (or not) by ultrasound; the first
of elimination of the fruit sugars in distillated water, followed
by a second stage of osmosis in natural sweetener at different
concentrations (18, 20 and 22% p/p) and times (30, 60 and 90
minutes) at ambient temperature. The samples were evaluated
in soluble solids content (°Brix) at different times during the
process. The maximum substitution of high-calorie sugars
(glucose and fructose) of the fruit by low-calorie Stevia
sweetener was obtained using an initial stage of 30 minutes
osmosis assisted by ultrasound followed by a ulterior stage of
30 minutes osmosis in 20% w/w of Stevia without ultrasound
application.

Keywords: grape, osmotic dehydration, sugar substitution,
Stevia
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En la actualidad los consumidores han tomado una postura
mas exigente en sus dietas y se han concientizado en el
impacto que estas tienen sobre la salud, motivo por el cual
han modificado su compra hacia productos mas saludables.
Frente a esta situacién, las dietas se han basado en dos ejes
principales, reducir la ingesta de calorias (Brownell et a/ 2009)
y promover el consumo de frutas (Rekhy y McConchie 2014) lo
que ha provocado que los alimentos de bajo contenido
calérico se hayan convertido en una gran tendencia en la
industria alimentaria. Motivo que arribo que en este trabajo
se manipule una fruta, la uva, y se proyecte reducir el
contenido de los azlucares propios de la misma,
principalmente glucosa y fructosa (Eyeghe-Bickong et al 2012,
Ghrairt et al 2013), sustituyéndolos por el edulcorante natural
(cero calorias) proveniente de un arbusto nativo del noroeste
de Paraguay, la Stevia rebaudiana (Lemus-Mondaca et al
2012).

Esta fruta es un alimento saludable no sélo por ser rica en
fibra, calcio, magnesio y potasio (Ghrairt et al 2013), sino
también por su contenido en compuestos fendlicos con
potente accion antioxidante que hacen que su consumo
aporte diversos beneficios para la salud. Ya que se ha
demostrado que presentan efecto preventivo contra
enfermedades cardiovasculares y accidentes cerebrovasculares
(Leifert y Abeywardena 2008, Williamson y Carughi 2010),
mejora los conductas nutricionales en pacientes con diabetes
tipo Il (Kanellos et al 2014), posee la actividad de inhibir la
proliferacion de una amplia variedad de células tumorales

(células del colon, de mama, renal y cancer de tiroides)
(Sahpazidou et al 2014, Sun et al 2012).

El presente proyecto, cuya finalidad es contribuir al desarrollo
de alimentos saludables de calidad diferencial y alto valor
agregado, se enfoca al estudio de la deshidratacién de uva
basada en Osmosis para la obtencion de uva
osmodhesidratada de bajo contenido caldrico, utilizando un
pretratamiento dual (DS3) de sustitucion de los azucares
propios de la fruta por el edulcorante natural Stevia (Garcia-
Noguera et al 2010, Oliveira et al 2012), evaluandose el
efecto de la aplicacion de ultrasonido en ambas etapas del
tratamiento D3S (Fernandes y Rodrigues 2007, Fernandes et al
2008a, Fernandes et al 2008b, Fernandes et al 2009, Nowacka
et al 2014). La primera etapa corresponde a un
pretratamiento de eliminacion de azlcares propios de la uva
con y sin la aplicacion de ultrasonido, mientras que la en
segunda etapa las uvas en mitades se sumergen en
soluciones distintas concentraciones de edulcorante natural
durante diferentes tiempos de ésmosis con y sin aplicacion de
ultrasonido.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Los ensayos se efectuaron a partir de uva (Vitis vinifera L)
rosada de la variedad Red Globe seleccionada por tamano,
color y estado de maduracién, adquirida en el mercado
Central Tandil (Provincia de Buenos Aires, Argentina) vy
almacenadas en refrigeracion (2-5°C) hasta el momento de su
procesado.
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En la deshidratacion osmotica se empled edulcorante natural
de Stevia en polvo provisto por la empresa Dulsevia (Posadas,
Argentina).

Diseio experimental

Se trabajé sobre un disefio experimental factorial
considerando los siguientes factores, con tres repeticiones:
Tipo de tratamiento (TRAT) para el proceso dual: con
aplicacion de ultrasonido (con US) y sin  aplicacién de
ultrasonido (sin US) en Etapas 1 y Il

Concentracion (C) del edulcorante natural Stevia para la Etapa
I1: 18% p/p, 20% p/py 22% p/p

Tiempo (t) de 6smosis en solucion de Stevia para la Etapa Il
30, 60 y 90 minutos.

Procedimiento experimental

Preparacion de las muestras

Los ensayos se efectuaron a partir de uva rosada cv. Red
Globe seleccionadas por tamafio, color y estado de
maduracion. Tras la seleccidon las uvas se lavaron por
inmersion con agua potable a temperatura ambiente durante
10 minutos y fraccionadas por la mitad para extraerles las
semillas. Las muestras fueron caracterizadas en cuanto a su
peso promedio con/sin semilla (balanza analitica METTLER
AE240, precision £ 0,0001 g), longitudes caracteristicas (calibre
manual, precisién + 0,01 mm), contenido de humedad (AOAC,
1990) y de sélidos solubles (refractbmetro ABBE, Japdn,
precision £ 0,05 °Brix).

Etapa | del tratamiento dual D3S
La primera etapa del tratamiento D3S (eliminacion de los
azUcares propios de la uva) se definié en base a resultados

bibliograficos obtenidos para distintas frutas como banana
(Fernandes et al 2007), anana (Fernandes et al 2008a), melon
(Fernandes et al 2009), donde se ha demostrado que la mayor
pérdida de solidos solubles en esta fase se logra cuando la
fruta se trata por inmersidn en agua destilada durante 30 min
a una frecuencia de ultrasonido de 25 kHz utilizando una
relacion fruta:solvente de 1:4. También se evalud la exposicion
de las muestras bajo las mismas condiciones pero sin
aplicacion de ultrasonido. Todos los pre-tratamientos fueron
realizados por triplicado.

Etapa Il del tratamiento dual D3S

Las muestras provenientes de la Etapa | se sometieron a un
tratamiento de incorporacién de edulcorante natural Stevia
(en reemplazo de los azlcares propios de la fruta) mediante
un proceso de 6smosis empleando soluciones de edulcorante
con tres concentraciones diferentes (18, 20 y 22% p/p) durante
tres tiempos distintos de tratamiento (30, 60 y 90 minutos) y a
dos niveles de frecuencia ultrasénica (0 kHz y 25 kHz),
empleando una relacién fruta:solucion de 1:2, a temperatura
ambiente, por triplicado. Luego las muestras fueron extraidas
de las soluciones, escurridas, colocadas sobre papel
absorbente.

Variables de control
Para el seguimiento del proceso, las muestras de uva fueron
evaluadas al finalizar la primera etapa del tratamiento dual
D3Sy a los diferentes intervalos de tiempo de la segunda fase
(30, 60 y 90 minutos), en cuanto a su contenido de sélidos
solubles SS (refractometro ABBE, Japon, precision + 0,05 °Brix)
y contenido de humedad M (estufa de aire forzado a 60°C
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hasta peso constante, Garcia-Noguera et al 2010). Esta ultima
variable se utilizd para determinar la pérdida de agua (WL)
durante el proceso mediante la siguiente ecuacion:

(Wi M; —wy 'Mf)

WL(%) = x100 (1)

1

donde: Mi: humedad inicial de frutas en base hiumeda (g agua
/ 9); Mt humedad final del fruto en base himeda (g agua / g);
wi: masa de fruta inicial (g); wg. masa fruto final (g).

Analisis estadistico de resultados

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante Analisis
de la varianza (ANOVA) empleando el software SYSTAT V12 a
fin de evaluar la influencia (a=0,5) de los parametros (uso de
ultrasonido, concentracion, tiempo) sobre las caracteristicas
de calidad de los productos. También, se utilizé la
metodologia de superficie de respuesta (RSM) a fin de
determinar los polinomios predictivos del contenido de
solidos solubles en funcién de los factores significativos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de la materia prima
En la Tabla 1 se presentan resumidas las caracteristicas de la

uva fresca empleada en los tratamientos.

Tabla 1: Caracterizacion de la materia prima.

(9) (°Brix) (mg/9)
meridional ecuatorial glucosa _fructo:

10,95 + 27,46 +2490 18,37 +

3.08 239 252 792 + 1,19 0,32 39,02 39,92 .

*Laborde et al. (2015).

Analisis del proceso

En la Figura 1 se presentan los resultados de la variacion del
contenido de sélidos solubles (con sus correspondientes
barras de error) de las muestras sometidas a la Etapa | de
eliminacién de los azlcares propios de la fruta.

Solidos solubles [“Brix)
=S

Uvafresca EtapalconUs EtapalsinUS

Eigura 1: Fliminacién de azucares (solidos solubles) propios

Peso Didmetro (mm) Humedad Solidos
promedio (% b.h) solubles

Azucares de la uva en la Etapa | del tratamiento dual.
mayoritarios*
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Se observa que en la primera etapa del proceso dual se logro
la mayor remocion de los azlucares propios de la fruta
(evaluados a través del contenido de sélidos solubles, °Brix)
sometiendo a la uva a inmersion en agua destilada durante 30
minutos con aplicacion de ultrasonido (Etapa | con US). Este
tratamiento permitié remover un 23,1% de los solidos solubles
presentes en la fruta fresca, los cuales involucran a los
azucares de alto valor calérico que la componen,
principalmente glucosa y fructosa (Tabla 1).

Al final del mejor pre-tratamiento, que consiste en la
aplicacion de ultrasonido durante la désmosis en agua
destilada, se observdé un minimo cambio en el contenido de
humedad de la uva. La pérdida de agua evaluada mediante la
Ec. (1) correspondié en promedio a 2,63% +1,3. Este resultado
fue del orden del reportado por Fernandes et al (2009) para
anana (3,1% + 0,8). Se ha demostrado que el tratamiento con
ultrasonido en la primera etapa del proceso mejora la
transferencia de masa en muchas frutas (Fernandes y
Rodrigues 2007, Fernandes et al 2008a, Fernandes et al
2008b, Fernandes et al 2009, Nowacka et al 2014).
Coincidentemente, en el presente trabajo la aplicacion de
ondas de ultrasonido en agua destilada durante 30 minutos
tuvo efecto positivo en el tratamiento dual D3S, tal como se
aprecia en la Figura 1, permitiendo remover los azlcares
propios de la fruta durante esta primera etapa.

Este comportamiento podria atribuirse a la formacién de
microcanales en la estructura celular de la uva causadas por la
aplicacion de ondas ultrasonicas. En funcion de estos
resultados, se seleccion6 la metodologia del uso de
ultrasonido para la Etapa | del proceso.

Durante la Etapa Il de incorporaciéon de edulcorante natural
Stevia con y sin la asistencia de ultrasonido, se obtuvieron los
resultados para el contenido de soélidos solubles que aparecen
en la Figura 2.

En principio, en general se puede observar que se obtuvieron
distintos contenidos de solidos solubles en las muestras segun
las condiciones del proceso.

Para un mismo tiempo de proceso y una misma concentracion
de edulcorante se alcanzaron diferentes contenidos de sélidos
solubles segun se aplique o no ultrasonido. Ast por ejemplo,
un tratamiento asistido por ultrasonido de 90 minutos de DO
en solucion de Stevia al 18% p/p condujo a alcanzar
contenidos de solidos solubles de 14,38°Brix +0,71, mientras
que para el mismo tiempo y concentracién sin uso de
ultrasonido se logré conseguir 15,55°Brix +0,49.

18
17

5 z I I

15
14 m 18%p/p
13 ' = 20%p/p
12 + | 22%p/p
11

Salidos solubles {°Brix)

10
30 60 20

Tiempo (min)

Etapa Il con US
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m20%p/p

Sdlidos solubles {°Brix)
Lo
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E 22%p/p

30 &0 90
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Etapa Il sin US

Figura 2: Incorporacion de edulcorante en la segunda etapa
del tratamiento dual D3S.

Independientemente del tiempo de deshidratacion osmotica,
en la mayor parte de los casos se obtuvieron mayores
contenidos de solidos solubles como consecuencia de la
incorporacion del edulcorante cuando no se empled
ultrasonido (sin US) (Figura 2).

El analisis de la varianza (ANOVA) del efecto de los factores de
la segunda etapa del tratamiento dual D3S sobre el contenido
de solidos solubles de las uvas (Tabla 2) demostro que

que tanto la concentracion de la solucién osmética, como el
tiempo de inmersidén y la aplicacion de ultrasonido -y sus
interacciones- fueron factores influyentes en la incorporacion
de edulcorante.

Tabla 2: Analisis de la perturbacién de los factores en la
incorporacion edulcorante.

Factor grado deF p
libertad

C 2 3,35 0,04626518
TRAT 1 14,86 0,00045936
t 2 22,96 0,00000037
C x TRAT 2 11,17 0,00016842
Cxt 4 10,11 0,00001368
TRAT x t 2 13,78 0,00003602
CxTRATxt 4 5,45 0,00154043
Error 36

A su vez, dentro de cada tratamiento, también tuvieron efecto
significativo la concentracién, el tiempo y sus interacciones
sobre el cambio de sélidos solubles (Tabla 3).

Tabla 3: Analisis de la perturbacién de los factores en la
incorporacion edulcorante dentro de cada tratamiento con/sin
aplicacién de ultrasonido.

TratamientFactor grado  deF p

0 libertad

conUS C 2 2,95 0,07801179
t 2 10,99 0,00075855
Cxt 4 4,87 0,00772522
Error 18

sin US C 2 21,57 0,0000166
t 2 42,84 0,0000001
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TratamientFactor grado  deF p

0 libertad
Cxt 4 17,45 0,0000052
Error 18

La mayor incorporacion del edulcorante natural “cero calorias”
en la segunda etapa del proceso dual, se logré cuando se
sometid a la muestra proveniente de la Etapa | a un
tratamiento osmotico en  solucidn de Stevia al 20% (p/p)
durante 30 minutos sin aplicacion de ultrasonido (Figura 2).
Las uvas sometidas a estas condiciones lograron aumentar su
contenido de sélidos solubles un 1,57% respecto a la uva
proveniente de la Etapa I.
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La aplicacidon del proceso D3S dual con la primera etapa
asistida por ultrasonido y la segunda etapa sin aplicacion de
ultrasonido demostro ser un tratamiento viable para sustituir
los azlcares de alto contenido calérico propios de la uva
(glucosa y fructosa) por azlcares naturales de bajo contenido
calorico (Stevia).

La aplicacién de ultrasonido durante 30 minutos en la primera
etapa del proceso dual D3S fue el pretratamiento mas
apropiado para remover los azlcares propios de la fruta
fresca.

La solucion de edulcorante natural Stevia al 20% p/p resultod
ser la concentracion mas adecuada para conseguir la mayor
incorporacion de Stevia en la fruta (a tiempo inicial del
tratamiento, 30 min).
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Resumen: Considerando que la transicion de la ensefanza
media a la ensefianza superior es compleja, se hace necesario
acciones motivacionales para la adaptacién y permanencia de
adolescentes y jévenes adultos en la ensefianza superior. Tales
acciones deberan aumentar el interés asi como la
identificacion de los estudiantes por las actividades
desempefiadas en su profesion, contribuyendo con la
formacion de profesionales bien preparados por las
universidades. El objetivo de este trabajo fue aplicar
estrategias de ensefanza visando estimular el aprendizaje en
Microbiologia de Alimentos y el aprovechamiento del curso de
Ingenieria de Alimentos a través del desenvolvimiento de
actividades complementares en conjunto: estudiantes en sus
diversos niveles y docentes. Las actividades propuestas
estimularon el aprendizaje en microbiologia y por la profesion
elegida que deben ser continuamente incentivadas visando
una mejor enseflanza. Ademas, servira como incentivo a la
dedicacion de los estudiantes a sus tareas y a una mayor
identificacion con el curso.

Palabras clave: ensefianza, microbiologia, ingenieria.

Abstract: Considering that transition for higher education is
complex, motivational actions it is necessary for adaptation
and stay of the adolescents and young adults in the higher
education. Such actions should increase the interest and
identification of students by activities developed by the
selected occupation, contributing to the formation of well-
trained professionals by universities. Thus, the objective of
present study was to use teaching strategies aiming to
stimulate the learning in Food Microbiology discipline and the
harnessing of the Food Engineering course, through
development of the complementary activities jointly with
students, post-graduate students and teachers. The carried
activities stimulated the learning in food microbiology and the
identification by the selected profession, and they should
always be encouraged for a teaching excellence. Furthermore,
the activities served as an incentive to dedication of the
students and for a greater empathy by the selected graduate
course.

Keywords: teaching, microbiology, engineering.
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La transicion de la ensefianza media para la superior es
compleja por lo que es necesario encontrar medios para
enfrentar los desafios y las adversidades, como acciones
motivacionales para la adaptacion y permanencia en la
enseflanza superior que resulte en el suceso académico de
adolescentes e jévenes adultos.

Acciones motivacionales pueden permitir a los ingresados en
la ensefianza superior herramientas que permitan la
permanencia y el interés en las actividades desempefiadas en
la profesién elegida, y contribuir ademas con la formacién de
profesionales bien preparados por las universidades. Una
estrategia para estimular a los estudiantes a despertar el
interés por la profesidén consiste en que estos adquieran una
idea mas clara de lo que significa, en la practica, el trabajo en
su profesion. Un abordaje eficaz consiste en invitar a los
profesionales a la universidad para contar su dia a dia, y los
aspectos practicos del mercado de trabajo (Kearney 2011).
Estas practicas visan, principalmente, reducir la evasién de los
estudiantes de la ensefanza superior provocadas por la falta
de motivacion e identificacidon con o curso elegido. Esto es un
problema internacional que afecta el resultado final de los
sistemas educacionales, ya que las deserciones de estudiantes
son desperdicios sociales, académicos y economicos.

Raros son los casos de instituciones de ensefianza superior
brasilefas que tengan un programa institucional
profesionalizado de combate a los problemas expuestos
(Silva-Filho et al 2007). De esta forma, con la finalidad de

mejorar la ensefianza superior en el pals, las universidades
federales se adhieren al Programa de Apoyo a Planos de
Restructuracion y Expansion de las Universidades Federales
(REUNI) instituido por el Ministerio de Educaciéon (MEC). El
programa tiene como metas la ampliacion de la oferta de
educacién superior publica, la reestructuracién académica y
curricular, renovacion pedagogica de la educacidon superior,
flexibilidad intra e inter institucional, compromiso social de la
institucion y soporte de la pos graduacion al desenvolvimiento
e perfecclonamiento cualitativo de los cursos de graduacién
(Dias y Oliveira 2009).

De esta manera, visando disminuir los problemas citados
anteriormente, el presente trabajo tuvo por objetivos, a través
del uso de estrategias de ensefianza, estimular el interés por la
profesion elegida y contribuir en la cualificacién de los
estudiantes del curso de |Ingenierta de Alimentos,
principalmente los vinculados a la disciplina de Microbiologia
de Alimentos, a través de la efectiva accidn de las propuestas
en conjunto con estudiantes, pos graduados y docentes.

MATERIALES Y METODOS

El grupo de incentivo y acompafamiento a los alumnos del
curso de graduacién en Ingenierla de Alimentos fue
compuesto por profesores y estudiantes del Programa de Pos
Graduacién en Ingenieria y Ciencias de Alimentos (PPG-ECA) y
de la Escuela de Quimica y Alimentos (EQA) de la Universidad
Federal de Rio Grande (FURG) por un periodo de dos afos,
haciendo parte del proyecto REUNI.
Diversas metodologias fueron creadas durante el periodo
lectivo para despertar curiosidades y estimular el aprendizaje
de los alumnos del curso de Ingenieria de Alimentos, mas
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especificamente en la disciplina de Microbiologia de
Alimentos. Entre las actividades desarrolladas se destacan la
realizacion de grupos de estudios, conferencias y talleres
didacticas pedagdgicas, actividades motivacionales a través de
la evaluacion de articulos técnicos, seminarios, entre otros. Al
final de todas las actividades propuestas fue aplicado a los
estudiantes un cuestionario de evaluacidn. A continuacion la
descripcion de las actividades realizadas:

Grupos de estudios

Los grupos de acompafhamiento y estudios dentro de la
disciplina de Microbiologia de Alimentos del curso de
Ingenieria de Alimentos de la Universidad Federal de Rio
Grande fueron realizados quincenalmente en local y horarios
establecidos previamente, donde los alumnos tenian la
posibilidad de participar. Las actividades del grupo fueran
slempre acompafadas por estudiantes del Programa de Pos
graduacién en Ingenieria y Ciencias de Alimentos, y guiadas
por la docente responsable por la disciplina. La estrategia
adoptada para el desarrollo de las actividades dentro del
grupo consistié al principio en identificar los topicos de mayor
dificultad encontrados por parte de los estudiantes con base
en cuestionamientos y levantamiento directo con los alumnos
inscriptos en grupos anteriores. A partir de la identificacién de
los temas de mayor dificultad se comenzaban las discusiones
y la aplicacion de ejercicios sobre ellos.

Conferencias y talleres didacticos pedagogicos

Las conferencias ofrecidas a los estudiantes fueron
programadas y distribuidas durante los periodos lectivos
contemplados por el presente proyecto y fueron realizadas
por profesionales con conocimiento técnico en el asunto

abordado. Las conferencias realizadas fueron: Introduccion a
la Microbiologia: Conceptos y Aplicaciones; Purificacion de
Proteinas obtenidas de microrganismos; Microbiologia de
Lacteos; Aislamiento y Seleccién de microrganismos para la
Obtencién de Enzimas de Interés Industrial; Técnicas
Moleculares aplicadas a la Microbiologia de Alimentos y
Cadena Productiva de la Leche: Riesgos y Desafios. Ademas
fueron realizadas cuatro talleres didactico pedagdgicas:
Técnicas para la presentacidon de Trabajo Oral; Elaboracion de
Informes Técnicos Cientificos; Investigacion de Material
Bibliografico y Elaboracion de Curriculos: Vitae e Lattes. Todos
los talleres y conferencias ofrecidas fueron ampliamente
divulgados dentro de la universidad por medio impreso y
digital de manera de llegar al mayor numero posible de
participantes.

Actividades motivacionales
Los estudiantes de la disciplina fueron motivados a asociar los
contenidos dados en clase con la practica a través de la
utilizacion de articulos técnico-cientificos. De esta forma,
luego del abordaje de los contenidos tedricos fueron
ofrecidos a los alumnos articulos referentes a los asuntos
propuestos en clase con aplicacidon practica. Los articulos
utilizados fueron: Microrganismos indicadores de calidad de
higiene y sanidad, Factores extrinsecos e intrinsecos, Analisis
microbiologica de los alimentos que aparecen en brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos ocurridos en Rio
Grande do Sul, Brasil y un boletin epidemiologico sobre la
Vigilancia Epidemiologica de las enfermedades transmitidas
por alimentos en el Brasil durante los afios 1999 a 2004. Los
alumnos fueron instruidos a discutir los temas expuestos y
destacar los puntos pertinentes encontrados, asi como asociar
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los datos contenidos en los trabajos con los temas abordados
anteriormente en clase.

Presentacion de seminarios

Los alumnos del curso de Ingenieria de Alimentos en la
disciplina de Microbiologia de Alimentos fueron estimulados a
presentar seminarios referentes a los asuntos abordados en
las clases practicas. Como ayuda para la realizacion de los
seminarios los alumnos recibirdn material con instrucciones
relaclonadas a la estructura del seminario, tema a ser
abordado en cada topico, aspectos de las presentaciones
orales (postura, vestimenta, vocabulario y desenvoltura
adecuada) y consejos para la confeccion del material
multimedia. Los asuntos abordados en los seminarios fueron
los siguientes: Recuento de mohos y Levaduras y Camara de
Neubauer; Test de Swab; Recuento de Bacterias Meséfilas
Aerobias; Coloraciéon de Gram; Recuento de Mohos vy
Levaduras 'y Recuento de Coliformes Totales y
Termotolerantes. Los alumnos fueron distribuidos en grupos,
tenian un tempo determinado para la presentacion y
desarrollo del tema. Al final de cada presentacion los
estudiantes fueron estimulados a discutir y plantear preguntas
sobre los temas presentados por los demas grupos. La
docente responsable por la disciplina realizo la evaluacion
técnica del seminario presentado, destacando los aspectos
positivos y los puntos a tratar en las proximas actividades.

Evaluacion de las actividades desarrolladas

Las actividades desarrolladas durante la vigencia del proyecto
fueron evaluadas a través de la aplicacion de cuestionarios a
los estudiantes. Ademas, los alumnos respondieron una auto
evaluaciéon referente a su actuacion como estudiante,

abordando cuestiones sobre participacidon e interés en los
estudios. En el cuestionario fueron levantadas preguntas
relacionadas a: dedicacién de los alumnos a los estudios,
contribucién de las actividades desarrolladas en el proyecto
para la formacién académica y cualificacién profesional,
aumento del interés por el curso a través de las actividades
desarrolladas, evolucion en los estudios y estimulo al
aprendizaje, contribucion para el conocimiento del area de
trabajo a través del uso de articulos en clase, mejor
aprovechamiento de las clases practicas por el
acompafiamiento de los becarios del proyecto. Ademas, los
estudiantes fueron estimulados a evaluaren (D-deficiente, R-
regular, B-bueno, MB-muy bueno) las conferencias y talleres
realizadas en relacién al contenido, lenguaje , objetividad,
esclarecimiento de dudas, calidad del material utilizado, local
del evento, expectativas, actividad después de la taller e sobre
la divulgacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Unos ochenta estudiantes del curso de Ingenieria de
Alimentos de la Universidad Federal de Rio Grande
participaron de las actividades llevadas a cabo por el proyecto.
La actuacion de los grupos de acompafiamiento dentro de la
disciplina de Microbiologia de Alimentos contribuyeron
directamente en la formacion de los estudiantes, no solo en lo
que se refiere a un menor indice de retencién, reprobacion y
deserciones, pero también por el mayor aprovechamiento del
curso y a la formacion de profesionales mas calificados. Los
grupos actuaron como medios de mejorar la enseflanza a
través del desarrollo de las metodologias que faciliten el
aprendizaje y fortalezcan la relacion entre la teoria y la
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practica, el contacto de los alumnos con el ambiente
profesional y la integracion curricular en diferentes aspectos.
Llevando en consideracion que los alumnos del curso de
Ingenieria de Alimentos hasta el tercer afio del curso no tienen
mucho contacto con los asuntos inherentes a la disciplina de
Microbiologia de Alimentos, bien como los temas referentes a
la actuacién profesional, las conferencias ofrecidas dieron a
los alumnos del curso como aplicar los conocimientos basicos
de la disciplina en la actuacion profesional. En la conferencia
“Microbiologia: Conceptos y su Aplicaciéon en Alimentos’, se
abordaron conocimientos teoricos sobre microbiologia y su
aplicacién en la industria de alimentos, también fueron
presentados los microrganismos de interés para los alimentos,
ast como los factores que afectan el crecimiento de los
mismos.

Con la finalidad de posibilitar a los alumnos el conocimiento
de nuevas técnicas de identificacion de microrganismos vy
mostrar la importancia de las enzimas originadas de forma
biotecnoldgica en la industria de alimentos, se llevo a cabo la
conferencia “Aislamiento y Seleccidon de Microrganismos para
la Obtencién de Enzimas de Interés Industrial”. Ademas, en esa
actividad tomaron conocimiento de los medios de cultivo, las
placas de petri, fotos de microrganismos aislados, articulos
cientificos, imagenes y testes rapidos para la identificacién de
microrganismos normalmente utilizados en la industria.

La conferencia “Técnicas Moleculares aplicadas a la
microbiologia de Alimentos” permiti6 a los estudiantes
conocer los fundamentos relacionados al uso de técnicas
moleculares utilizadas como herramientas en la microbiologia
de alimentos y la potencialidad de estas técnicas para superar
las limitaciones encontradas en los métodos tradicionales.

En la conferencia "Cadena Productiva de la Leche: Riesgos e
Desafios” fueron  abordados temas inherentes al
desenvolvimiento de la produccion de la leche, avances en el
proceso de industrializacion y las dificultades encontradas por
los productores en procesar la leche dentro de las normas
sanitarias exigidas. Las fotos muestran los momentos de la
conferencia.

Figura 1: (a) Conferencia "Microbiologia: Conceptos y sus
Aplicaciones en los Alimentos”; (b) Conferencia “Aislamiento y
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Seleccion de Microrganismos para la Obtencion de Enzimas
con Interés Industrial”; (c) “Técnicas Moleculares aplicadas a la
Microbiologia de Alimentos”; (d) “Cadena Productiva de la
Leche: Riesgos y Desafios”.

Uno de los principales problemas que los alumnos
enfrentaron, fue la dificultad de presentar trabajos, tanto en la
clase, como en congresos de iniciacion cientifica, por ese
motivo se realizé un taller sobre “Técnicas de Presentacion de
Trabajos Orales”. Esa actividad permiti6 a los alumnos el
conocimiento de técnicas que van desde la postura del
conferencista presentar el tema.

Otra dificultad encontrada por los alumnos era como realizar
las notas de las informaciones que reciben en las clases.
Visando minimizar tal dificultad, se realizd el taller
“Elaboracién de Informes Técnicos Cientificos” donde se
trataron temas de como es la estructura en un informe o en
un trabajo cientifico, en concordancia con las normas de
publicaciones técnica cientificas.

Luego que finalizan la carrera, muchos estudiantes buscan
entrar al mercado de trabajo, esa busqueda siempre comienza
por la confeccion de su curriculo. El taller “"Elaboracion de
curriculo Vitae y Lattes” ensefid a los alumnos las etapas
necesarias para realizar correctamente este importante
documento profesional. Durante la presentacion de esta
actividad, y con la ayuda de computadores conectados a
internet ofrecidos por la facultad, los alumnos fueron
orientados en la realizacion de su propio curriculo Lattes.

El taller “Investigacion en Material Bibliografico” permitié el
conocimiento a los alumnos de temas que abordan la
investigacion a partir de datos ya analizados y publicados en
medios escritos y/o electrénicos (libros, articulos cientificos,

paginas en internet), ya que los alumnos encontraron
dificultades en realizar los Informes y trabajos en el momento
de la investigacion bibliografica. Con el auxilio de
computadores, os alumnos aprendieron como utilizar las
herramientas de las principales bases cientificas como
Periddicos Capes, Science Direct, Scieloy Google académico.
La Figura 2 muestra los momentos de la realizacion de estas
actividades.
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Figura 2: (a) Taller “Técnicas de Presentacién Oral”; (b)
Alumnos asistiendo al taller “Elaboracion de Informes Técnicos
Cientificos”; (c) Alumnos participando del taller “Elaboracién
de Curriculos: Vitae y Lattes”; (d) Alumnos participando del
taller “Investigacién en Material Bibliografico”.

Fuera eso, las actividades motivacionales permitieron a los
alumnos asociar los temas dados en clase con la practica,
mediante la utilizacién de articulos cientificos, ya que los
estudiantes tienen poco contacto con este tipo de material. La
presentacidén de seminarios, referentes a los temas tocados en
las clases practicas, posibilito una mayor participacion,
envolvimiento, dedicacion y aprendizaje de los alumnos en
ambas areas.

Las actividades realizadas despertaron un gran interés por
parte de los alumnos, que fueron bastante participativos e
debatieron sobre los asuntos tratados. Los estudiantes
contemplados por las actividades propuestas presentaron un
aumento en sus calificaciones, como se observa en la Figura 3.
Considerando los cuatro bimestres de 2012 en la materia
Microbiologia de Alimentos, el promedio final fue 6,9,
mientras que en el aflo 2010 y 2011 el promedio fue de 6,4 lo
cual representa un aumento de 7,1% en las calificaciones. La
realizacion de las actividades proporciono a los estudiantes
incrementos importantes en su formacidén académica y
profesional, una vez que las actividades extracurriculares son
extremamente importantes para su aprendizaje, debiendo ser
continuamente incentivados para una mejor ensefianza.

Al interrogatorio realizado a los estudiantes sobre su
dedicacién a los estudios y participacion en clase, los
resultados mostraron que 33,3% de los alumnos se dedican

mucho a los estudios, 37,5% se dedican lo suficiente, 2,5% se
dedican regularmente e 4,2% se dedican poco. Interrogados
sobre la contribucion de las actividades desarrolladas en la
formacion académica y calificacién profesional, los resultados
fueron bastante interesantes, mostrando que 95,8% de los
alumnos concordaron que las actividades desarrolladas
ayudaron y 4,2% no concordaron. Con relaciéon al mayor
interés por el curso en que estan insertadas las actividades
propuestas y desarrolladas, los resultados demuestran que
58,3% concuerdan plenamente, 25% concuerdan en parte y
16,7% se mostraron indiferentes. En cuanto a la contribucién
de las actividades para la evolucion de los estudios y estimulo
del aprendizaje, se constatd que 459% concordaron
plenamente, 33,3% concordaron en parte y 208% se
mostraron indiferentes.
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Figura 3: Promedio final de las calificaciones de la materia:
Microbiologia de Alimentos afios 2010, 2011 y 2012.

Puntos importantes relacionados a la lectura de articulos,
cuestiones aplicadas en clase, aclaraciones de dudas, vy
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acompafnamiento de los becarios del proyecto también fueron
interrogados. Los resultados mostraron que la aplicacién de
articulos contribuyo para el conocimiento en las areas de
trabajo, tanto como las aclaraciones de dudas. En los alumnos
interrogados 95,8% creen que las cuestiones aplicadas
contribuyeron en el aprendizaje de la materia de
Microbiologia de Alimentos; y 91,7% que el acompafiamiento
de los becarios en las clases practicas, en auxilio al profesor,
mejoro el aprovechamiento de las mismas.

En general, los estudiantes creen que el proyecto sumo
conocimiento y que las conferencias, talleres, seminarios y las
actividades motivacionales fueron bien interesantes vy
productivos.
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Las actividades extra curriculares aplicadas a los estudiantes
fueron sumamente importantes pues auxiliaron en su
aprendizaje, y deben ser continuamente estimuladas visando
una ensefianza mejor. También, deben ser utilizadas como
forma de incentivo a la dedicacion de los alumnos a los
estudios y una mayor identificacién con o curso elegido.

Las actividades desarrolladas permitieron una mejor
enseflanza de la materia de Microbiologia de Alimentos,
despertando interés por parte de los alumnos a través de
actividades no tradicionales ofrecidas en el desarrollo de la
materia.

Ademas, el proyecto REUNI proporcion6 al pos graduado
mayor aproximacion con los alumnos de la graduacion,
contribuyendo para su crecimiento en el area de la docencia,
principalmente por el aprendizaje adquirido a través de la
organizacion y preparacién de las actividades realizadas, que
serviran de base para su profesionalizacion docente.
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estudo de caso na Universidade Federal de Minas Gerais. Anais
do IX Coloquio Internacional sobre Gestdo Universitaria na
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Resumen: En el presente trabajo se estudid el efecto de la
impregnacion con calcio en la calidad final de frutos de
mamén (Carica papaya L.) congelados. Se emplearon frutas
maduras, las que se seccionaron en cilindros de 10,5 mm de
altura y 30 mm de didametro. Fueron impregnadas en solucién
isoténica de lactato de calcio (1,5% p/p), a temperatura (45°C)
y agitacion (150 rpm) constantes, durante 4 y 8 horas. Se
evaluaron distintos métodos de congelaciéon: en freezer
domiciliario, en tunel con circulacion de aire y en N, liquido.
Se determino el color, el exudado y las propiedades mecanicas
de las muestras, antes y después de la congelacion. La
evolucion de la temperatura durante elproceso de
congelacion en tunel de aire se monitored con termocuplas. El
tratamiento de impregnacién provocd una disminucion tanto
de la temperatura de inicio de congelacion como del tiempo
de congelacion. El pretratamiento con Ca tiene un efecto
protector sobre las pérdidas por exudado (3-6% y 10-17%de
exudado, con y sin pretratamiento respectivamente). La
tensidn maxima y la firmeza son sensiblemente mayores en la
fruta congelada luego del pretratamiento con Ca que en

aquella sin impregnacién con Ca. El cambio de color total fue
similar en frutas pretratadas y sin pretratamiento.

Palabras clave: Calcio, Textura, Mamon, Congelacion.

Abstract: In this work the effect of calcium impregnation
pretreatments on the final quality of frozen papaya (Carica
papaya L.) were studied. Ripe fruits were used, which were cut
into cylinders of 10.5 mm height and 30 mm diameter. Fruit
cylinders were dipped in isotonic calcium lactate solution
(1.5% w/w), temperature (45 °C) and constant stirring (150
rpm), for 4 or 8 hours. Different freezing methods were
evaluated: household freezer, tunnel and liquid N,. Color, drip
loss and mechanical properties of freezing-thawed samples
were determined. The blast tunnel freezing was monitored
with thermocouples. The impregnation treatment caused a
decrease of both the initial temperature and the freezing time.
Pretreatment with Ca has a protective effect on the drip loss,
which is significantly reduced (3-6% versus 10-17%, with and
without pretreatment, respectively). The mechanical properties
(firmness) are substantially greater in the frozen fruit after
pretreatment with Ca. The total color change was similar in
fruit pretreated and without pretreatment.

Keywords: Calcium, Texture, Papaya, Freezing.
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La papaya o mamoén es un fruto de origen centroamericano
que se cultiva en la regidn norte de Argentina, en la actualidad
la mayor parte de su produccién se destina a la elaboracién de
dulces (mamodn en almibar, fruta confitada, y mermeladas). Es
un fruto de alto contenido de agua, rico en vitaminas A, Cy en
potasio. Estudios realizados con otros frutos tropicales
(mango, anana, etc) informan que la congelacién puede
causar dafos fisicos que provocan disminucién de la calidad
(exudado, firmeza). Asimismo, es sabido que la impregnacion
con sales de calcio como tratamiento previo a otras etapas de
procesamiento mejora las propiedades mecanicas de la fruta
madura, sin alterar su color caracteristico (Siramard vy
Charoenrein 2014).

Chauhan et al (1999) estudiaron el efecto de los
pretratamientos de escaldado en soluciones de azucar y de
inmersion en soluciones de Cl;Ca y acido ascorbico en
muestras de anana congelada, encontrando que el
pretratamiento con Ca fue mas efectivo para minimizar las
pérdidas por exudado y en mantener la textura en laminas de
fruta congeladas y descongeladas. Resende et al (2002)
estudiaron la impregnacion al vacio con soluciones de
hidrocoloides con y sin la adicion de sacarosa y nitrato de
calcio, como pretratamiento en la congelacion de meldn,
atribuyendo el mantenimiento de la firmeza de la fruta a la
presencia de iones calcio.

La adicion de calcio (ClCa) y pectina es util como
pretratamiento de frutillas congeladas para mantener la
textura y disminuir el exudado en frutas congeladas-

descongeladas (Garcia-Berbari et a/1998).Suutarinen et al
(2000) encontraron que el pretratamiento con Cl,Ca estabiliza
la estructura de los tejidos en frutillas congeladas. Galetto et
al (2010) estudiaron la congelacidon por inmersidn en
soluciones de Cl,Ca de frutillas, y encontraron que la presencia
del Ca en la fruta produjo una disminucién de las pérdidas de
agua por exudado durante la descongelacion de las frutas.

En la busqueda de nuevos productos y técnicas de
conservaciéon de papaya, que permitan ampliar su campo de
comercializaciéon, se propone estudiar el efecto del
pretratamiento de impregnacion con calcio en la calidad final
de la fruta de papaya congelada, evaluando distintos métodos
de congelacién.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de la muestra

Se trabajo con cinco frutas (F1-F5) de mamon (Carica papaya
L.) de 76-100% de superficie amarilla (grado de maduracién 5)
(Pereira et al 2009), de 1,68+0,28 kg, adquiridas en el
mercado minorista de la provincia de Misiones. Las frutas
fueron lavadas con agua destilada y peladas con cuchillo de
acero inoxidable. La pulpa se secciond, con un sacabocados
de acero inoxidable, en cilindros de 10,5 £ 0,5 mm de altura y
30 £+ 1T mm de diametro. Cada tratamiento completo de
impregnacion y congelaciéon se efectué con muestras de una
misma fruta, con el objetivo de disminuir la variabilidad
natural de las caracteristicas fisicoquimicas del producto. De
cada fruta se obtuvieron 50 cilindros de los cuales se
selecciond un lote de 40 muestras para los ensayos.
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Pre-tratamiento: Impregnacion con calcio

Una solucion isotdnica de sacarosa con 1,5% de lactato de
calcio, a 45°C y en agitacion constante (150 rpm), se utilizo
como medio de impregnacion. Estas condiciones de operacién
fueron seleccionadas debido a que proporcionan apropiados
resultados de incorporacion de calcio y firmeza en la fruta
(Lovera et al 2011). La solucion fue isotdnica con respecto al
contenido de solidos solubles de la fruta fresca con el fin de
evitar los mecanismos de transferencla de agua
(deshidratacion osmoética o lixiviado). Los cilindros de fruta
recién cortados fueron inmediatamente sumergidos en la
solucion de impregnacion durante 4 y 8 h. Luego se retiraron
de la solucidn de impregnacién y se enjuagaron tres veces
consecutivas con agua destilada, cada vez con un volumen
equivalente a tres veces el ocupado por el vegetal.Se tomaron
al azar muestras para cuantificar propiedades mecanicas, color
y humedad.

Congelacion y descongelacion

Muestras impregnadas durante 4 6 8 h y sus respectivos
controles (muestras de fruta fresca) se congelaron, empleando
distintos equipos: i) un tunel de congelacion con flujo de aire
tangencial (-30°C y 3 m/s), ii) inmersidn en nitrogeno liquido
(-196°Q), iii) freezer de tipo domiciliario (Whirlpool, WVG30D1,
Brasil) a -20°C durante 24 horas.

Durante la congelacion en tunel y en N; liquido se registro la
temperatura mediante termocuplas dispuestas en el centro de
las muestrasy conectadas a un adquisidor de datos conectado
a una PC (Keithley, DAST TC, USA). Las muestras
permanecieron en el equipo de congelacion hasta que todas

las termocuplas indicaron temperaturas proximas al medio
refrigerante. Ademas se determindé el coeficiente de
transferencia de calor (h) midiendo el flujo de calor y la
temperatura superficial de la fruta durante la congelacion en
tunel, mediante un sensor de flujo de calor (Omega
Engineering Inc, HFS-4, USA).

La descongelacién de las muestras se realizd en condiciones
controladas, a 20°C durante 2 h en frascos cerrados, las
mismas se destinaron a las determinaciones instrumentales de
color, exudado y textura.

Determinacion de la conductividad térmica

La conductividad térmica (K W/m°C) de frutas de papaya
frescas, con pretratamiento con Ca y congeladas en freezer
domiciliario se determind mediante el instrumento KD2
(Decagon Devices Inc., Pullmam, WA). En las muestras frescas
y con pretratamiento, la determinacién se realizd a
temperatura ambiente y en las muestras congeladas a la
temperatura media del freezer (-20 °C). Las muestras fueron
cilindros de papaya de 6 cm de alto y 2,5 cm de didametro para
adaptarlas al sensor del equipo, cilindrode acero inoxidable de
2,8 mm de diametro y 60mm de largo.

Determinacion de indicadores de calidad
Humedad, contenido de sélidos solubles y pH.

El contenido de agua o humedad se determind
gravimétricamente, mediante secado de aproximadamente 7 g
de fruta en estufa a 75 °C hasta pesada constante (48 h)
(AOAC 1980). La determinacion del contenido de sélidos
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solubles se realizo6 empleando un refractémetro Hanna
HI196801 (precision + 0,01) (AOAC 1980).

La actividad acuosa fue determinada en un equipo Aqualab
3TE (Decagon Devices, Inc, Pullman, Estados Unidos). El
equipo se calibro utilizando solucién saturada de K,SO,. La
saturacion (aw=1) fue corroborada usando agua bidestilada. El
pH se determind mediante un peachimetro digital con
electrodo de vidrio (TPA-III, Altronix, Argentina).

Tabla 1: Detalle y denominacién de las frutas ylos
tratamientos.

Tratamientos Denominacidon

tdnel
Fruta fresca + congelacién en tunel F4/T
8 h de impregnacion F5i8

8 h de impregnacion con + congelacién en F58/T
tanel
Fruta fresca + congelacién en tunel F5/T

4 h de impregnacion con Ca F1i4

4 h de impregnacion con Ca+ congelacion F1i4/FD
en freezer domiciliario

Fruta fresca + congelacién en freezer F1/FD
domiciliario

8 h de impregnacion F2i8

8 h de impregnacién con + congelacion en F2i8/FD
freezer domiciliario

Fruta fresca + congelacién en freezer F2/FD
domiciliario

4 h de impregnacion F4i4

4 h de impregnacion con + congelaciéon en F4i4/N
N>

Fruta fresca + congelacién en N; F4/N
8 h de impregnacién F3i8

8 h de impregnacion con + congelacion en F3i8/N
N>

Fruta fresca + congelacién en N; F3/N
4 h de impregnacién con + congelacién en  F4i4/T

Pérdida de liquido por exudado (drip loss)

Las muestras congeladas se colocaron sobre papel
absorbente, en frascos cerrados para minimizar las pérdidas
por evaporacion y se dejaron descongelar a temperatura
constante de 20 °C durante 2 h. Se registrd el peso inicial,
previo a la descongelacidn, de cada muestra (M), el peso del
papel seco (wy) y el peso del papel con el liquido de exudado
(wy. Las pérdidas de liquido por exudado se expresaron en
gramos de liquido exudado por 100 gramos de fruta. Se
determino por triplicado.

w,—w,
DL=—"——-%*100
M

" (1
Propiedades mecanicas

La evaluacion de las propiedades mecanicas se realizd en
muestras de fruta fresca y pretratada con Ca, antes y después
del proceso de congelacion-descongelacién, utilizando un
texturometro (TA.XT2i, Texture Analyser, Stable Micro Systems,
Reino Unido), equipado de una célula de carga 5 N. Se realizd
un test de compresion utilizando una sonda de acero
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inoxidable (P/75). La velocidad aplicada fue de 0,5 mm sy la
distancia recorrida fue del 70% del espesor de la muestra. Se
realizaron 10 medidas por cada condicion. En wuna
computadora conectada al texturometro, se registraron los
datos de fuerza (N) y distancia (mm). Estos datos fueron
convertidos a los parametros de tension (O0) y deformacion
00), suponiendo volumen constante durante la compresion.
La tensidn maxima (Omsy) Yy el modulo de elasticidad (E) fueron
determinados como el punto maximo y la pendiente inicial de
la curva de tension-deformacion.La firmeza se determiné
como la relacién entre la tensién maxima y la deformaciéon
maxima (Omax/Omax) (De Escalada Pla et al 2009).

Color

El color superficial de las muestras se determind con un
colorimetro (Minolta CR-300, Osaka, Japdn), obteniéndose los
parametros de cromaticidad &* (rojo/verde) y b*
(amarillo/azul) y luminosidad [*. Los valores presentados
corresponden a la media de ocho mediciones. Con estos
valores se calcularon los parametros angulo Hue, Chroma y OE
a traveés de las ecuaciones (2), (3) y (4):

Hue = tan'(b*/ a*), (cuando a* > 0) (2)

Chroma = (a** + b**)"? 3)
0£=[(0L*)*+(0a*)%+(0b*)%1"? (4)
Los valores Al*, Aa* y Ab* fueron calculados como la

diferencia entre cada valor de las muestras tratadas y el valor
promedio de la fruta fresca correspondiente.

Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizO mediante el software
STATGRAPHICS (Statgraphics 2009). Las diferencias entre las
medias fueron consideradas a un nivel de confianza del 95%
(p<0,05).

RESULTADOS

Frutas Frescas

Se trabajo con cinco futas de papaya de grado de madurez
similar con las caracteristicas detalladas en la Tabla 2.

Tabla 2: Caracteristicas de las frutas de papaya utilizadas.

Humeda Aw

Frut H gétidbcis
p olubles
@ Brg 9 /100
9)
5,50+0,1 91,360, 0,993+0,
F1 8a 8,38+0,02 58a 001a
ab
> 554+0,1 8,13+0,01 91,8210, 0,994+0,
8b a 38a 001a
F3 565+0,0 8,50+0,01 91,62+0, 0,987=0,
1c b 48a 001b
F4 554+0,0 9,60+0,01 87,6910, 0,994+0,
1a C 09 001a
F5 550+0,0 8,45+0,01 89,05+1, 0,988+0,
7b b 35b 001b
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa a
p<0,05
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Curvas de congelacion

El contenido de calcio en las muestras de fruta con 4y 8 h de
inmersion en solucidn isotonica de lactato de calcio fue
150+7,43 y 238+26,3 mg/100g, respectivamente.

En la Tabla 3 se presentan las temperaturas de inicio de
congelacion (Tcr), de subenfriamiento (Ts) y el tiempo de
congelacion (tc), los valores reportados son el promedio de
los resultados registrados por las termocuplas durante la
congelacion en tunel.

El tc se define como el tiempo transcurrido desde el ingreso
de las muestras al tunel hasta que alcanzan una temperatura
final de -18°C.

Tabla 3: Temperaturas de inicio de congelacion, de
subenfriamiento y tiempo de congelacién

Tratamiento Tcr (°C) Ts (°Q) tc (min)

- - 20,92+1,06ab
F4/T 2,631£0,80a 4,26+0,88a

- - 14,63+0,53c
F4i4/T 4,95+0,24b 7,74+0,00a

- - 24,46+2,53a
F5/T 3,56+0,26a 6,67+2,42a

- - 17,46+0,76bc
F5i8/T 6,48+0,04c 8,13+1,18a

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa a
p<0,05

En la Figura2 se observa que se produce un descenso de la
Tcr debido a la presencia del calcio y que el tiempo de
impregnacion no modifica el perfil de temperatura. Las curvas

experimentales de congelacion también indican que la
congelacion es sensiblemente mas rapida en las muestras
impregnadas con Ca. Sin embargo, los valores medios de la
conductividad térmica medida tanto en fruta fresca como en
fruta pretratada y congelada, no indicaron un efecto
significativo del calcio sobre esta propiedad termofisica. Los
resultados obtenidos, detallados en la Tabla 4, son similares a
los datos reportados por Teliset al 2007 para pulpa de
papaya. El coeficiente de transferencia de calor (h) medido en
el tnel fue de 5,35 W/m?C.

—F4/T —F5/T —F4i4/lT —F4i4/T F5i8/T F5i8/T —Aire

Temperatura (°C)

Tiempo (min)

Figura 2: Curva de congelacion en tunel de frutas
impregnadas durante 4 u 8 h y sin impregnacion
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Tabla4: Conductividad térmica de muestras de fruta fresca e
impregnadas con Ca, a temperatura ambiente y congeladas a
-18°C.
0 (W/m°Q)
25°C -20°C
048+0,01a 1,31+0,25b

049+0,03a 1,32+0,11b

Fruta fresca
Fruta con 4h de
impregnacion

Fruta con 8h de 0,514001a 1.28+0.14b
impregnacién

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa a
p<0,05

Cuantificacion del exudado (DL)

Los tratamientos de impregnacion con calcio redujeron las
pérdidas por exudado en todos los casos, como se observa en
la Figura 3. No se observo una influencia directa de la
velocidad de congelacion sobre las pérdidas de liquido, sin
embargo al comparar los porcentajes de reduccion del
exudado de la fruta pretratada con Ca respecto de la fruta sin
pretratamiento, se observa que el exudado se reduce en un
55%, 36% y 33% en las frutas congeladas en freezer
domiciliario, en tunel y en nitrégeno liquido respectivamente.

® Impregnada  ® Sin Impregnacion

[y
0o

=
[}

[
S

=
N

=
o

oo
I

DL (g/100g de fruta)

F1i4/FD F1/FD F2i8/FD F2/FD F4i4/N F4/N F3i8/N F3/N  F4i4/T F4/T  F5i8/T F5/T

Tratamiento

Figura3: Exudado de las muestras congeladas en distintas
condiciones.

Propiedades mecanicas

En la Tabla 5 se presentan las propiedades mecanicas de las
frutas frescas, pretratadas (4 u 8 h) y congeladas en tunel y en
freezer domiciliario. Durante la congelacion en nitrégeno las
muestras se fragmentaron, por lo que no pudo realizarse
ensayos de compresion.

La congelacion tiene un efecto negativo sobre la firmeza de la
fruta, que es mayor cuanto mas lenta es la congelacion
(muestras congeladas en freezer domiciliario). El tratamiento
de impregnaciéon con Ca contrarresta el efecto nocivo de la
congelacion sobre este parametro. Un comportamiento similar
puede observarse en el modulo de elasticidad E.

Por otra parte, los resultados muestran que el pretratamiento
con Ca genera un aumento de la deformacion a la maxima
tension de la fruta (Omsx) Y que este efecto se incrementa, a su
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vez, con el proceso de congelacién. De igual manera, la
impregnacion con Ca provoca un aumento de los valores de la
maxima tension o resistencia a la ruptura de la fruta (Omsy) Y, St
bien estos valores disminuyen con el proceso de congelacién-
descongelacion, la fruta impregnada-congelada-descongelada
presenta valores de Ons mayores que la fruta fresca, lo que
puede observarse como un marcado efecto protector del
calcio sobre la firmeza de la fruta. Este efecto protector no fue
observado por Siramard y Charoenrein 2014, quienes
impregnaron mango con 1% de lactato de calcio como
pretratamiento antes de la congelacion. Los autores atribuyen
este resultado a que durante la impregnacion, aunque se
pudieron haber formado pectatos de calcio, se produjo un
aumento del contenido de humedad de la futa por migracion
del agua, lo que se tradujo en una mayor formacion de hielo
durante la congelacién, con su consecuente dafo en la
textura. En el presente estudio se utilizaron medios de
impregnacion isotonicos para evitar la transferencia de agua.

Tabla 5: Propiedades mecanicas de las frutas frescas,
impregnadas y congeladas en tunel y en freezer domiciliario,

0 29,10£0,65 0,14+0,0 234,36+68,6 208,656

Tratamie Opnax00" / 0 FirmezaxoO"®
nto (Pa) Onax E xO0O" (Pa) (Pa)
F1 37,71+2,10 0,15+0,0 304,21+80,6 257,929
a 4a Oa
F1id 81,78+5,94 0,44+0,0 147,22+68,3 186,010
b 8b 9%b
F1i4/FD 63,68+14,9 0,67+0,0 17,10£10,87 95,167
8b 1c C
F1/FD 3,65+837c (8),b35i0,0 3,06+1,31d 10,341

a Oa 2a
g 12758452 0,43+0,0 12545+817 295518
2b 9b 6ab
2i8/FD 22,6114,67 8,(:5810,1 z5,56i11,57 124519
e 577£033d (3),d30¢0,o 422+068c 19,348
o 50,65£630 0,20:00 28564:41,1 L0211
a 1a 5a
. 17735477 0,52+0,0 262,23+48,7
F4i4 3 o . 339,243
Faid/T ZZ'OHS'% 8’c7OiO'O 20,13+8.64b 102,927
F4/T 212'3%2'66 g§>4i0,0 12.23+157b 36,270
o 71802360 029300 249401366 o\ 1o
a 1a 4a
. 17522411, 0,55+0,0 30527+123,
F5i8 ol a o 317,251
esigr 9439487 070:00 426931143 15, g0
C Oc b
47744122 0,51+0.1
F5/T o o 1473+3,55c 94428

Letras diferentes en la misma columna y para cada ensayo indican diferencia
significativa a p<0,05

Color

En la Tabla 6 se muestran los resultados de color, estos
indican que los tres modos de congelacion empleados en este
estudio condujeron a resultados similares, la congelacion
provoca un leve oscurecimiento de la fruta (disminuye L*, los
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parametros a* y b* - no mostrados en la tabla- también
disminuyen, en mayor medida lo hace el parametro a* vy
consecuentemente cambia el parametro Chroma). El cambio
total de color, representado por el parametro OE tomando
como referencia la muestra fresca, también indica un efecto
apreciable de la congelacién, este cambio de color es similar
en la fruta pretratada que en la fruta congelada sin
pretratamiento con Ca.

Tabla 6: Parametros de color de frutas frescas, impregnadas y
congeladas con y sin impregnacion.

Tratamt Chroma
ento [* Hue (H) C AE
F1 65,41+ 54,05+ 37,541,
2,40a 2,24a 33a
F1id 64,30+ 58,67+ 43,67+4, 7,53+4
1,02a 2,26b  78b A42a
F1i4/F 58,53+ 58,13+ 52,69+4, 17,46+
D 2,38b  3,78b  18c 3,65b
58,65+ 53,69+ 48,60+1, 13,08+
F1/FD 1,73b 1,52a  31d 1,77c
0 64,70+ 56,30+ 38,04+2,
1,87a 1,51a  90a
8 58,38+ 56,25+ 41,00£1, 7,373
3,31lb  242a 94b ,38a
F2i8/F 58,53+ 57,75+ 50,72+0, 14,29+
D 1,71b 1,96a 90c 1,28b

F2/FD 5943+ 57,09+ 4995+3, 13,44+

3000  275a 99c 4,17b
o 6124+ 54,76+ 3447+2,

5,34a 3,24a 50ab
caq 6022t 5646+ 35972, 4,03+

245a  124ab 93b 36a
. 54,38+ 58028+ 32,18+3, 832+3
FA4/N 3 00b  346bc 52abc  ,38b
cay S160% 61,18+ 30,08+2, 1145

1,55bc  2,30c 25c 1,53c¢
. 50,57+ 56,52+ 34,52+4 11,75+
FAQ/T 597¢  473ab 36ab  2,99c
car 5332% 5524+ 333943, 9,17x2

2,88bc  4,29ab 86abc ,50bc
3 72,08+ 5988+ 2668+3,

411a 546a 10ab
caig 0867+ 6820+ 29,072, 7,47+1

355a 4,71b  84b 57a
. 56,95+ 66,61+ 2873+2, 16,33+
F38/N 5eeb  694b  99b 5,41b
ey 5680% 6250 25411, 1573

3,82b  4,89ab 99a 3,34b
o 63,66+ 56,04+ 30,69+4,

4,12a 6,14a 37a
F5i8 62,30+ 60,37+ 29,29+1, 4,25+1

2,35a 3,74a 46a ,13a
. 5177+ 62,70+ 27,12+3, 1342+
FS®/T 3576 4052 093 3.24b
rgr 4941 5773: 30,1535, 1560+

2,55b 6,49a 79a 2,45c

Letras diferentes en la misma columna y para cada ensayo indican diferencia
significativa a p<0,05
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Los procesos de congelacion/descongelacién originan
pérdidas de liquido por exudado y un marcado descenso en
los valores de firmeza del tejido vegetal, efectos que se
incrementan con la disminucion en la velocidad de
congelacién. El proceso de impregnacidon con Ca de fruta
madura y trozada, lista para el consumo, de Carica papaya
tiene un efecto protector sobre las pérdidas por exudado y
reduccion de la firmeza del tejido vegetal durante la
congelacidén/descongelacion de las mismas. Por otra parte, el
proceso de congelacion/descongelacion origina cambios en el
color de la fruta, los que no son afectados por la
impregnacion con Ca ni por las condiciones de la etapa de
congelacion. Asimismo, las medidas experimentales de
temperatura en funcién del tiempo de congelacion sefalan
que la velocidad de congelacidon es mayor en las muestras
impregnadas con Ca. Este hecho no pudo ser atribuido a
cambios en la conductividad térmica del producto por efecto
de la ganancia de Ca, puesto que no se registraron diferencias
en los valores de esta propiedad termofisica de la fruta sin
impregnar e impregnada con Ca. En conclusion, los resultados
de este trabajo indican que el proceso de preservacidon de
papaya por congelacion de la fruta se ve beneficiado tanto en
calidad final como en ahorro energético por un
pretratamiento de inmersidn en lactato de Ca.
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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo optimizar las
condiciones de extraccién del aceite por prensado en frio para
realizar una aproximacion al escalado del proceso a nivel
industrial. Se utilizaron dos prensas de tornillo (escala piloto e
industrial). En base a experiencias realizadas a escala piloto y
utilizando un disefio experimental de superficie de respuesta,
se seleccionaron las variables contenido de humedad del
material (5,5; 7,75; 10)% y diametro de reduccién (10, 12 y 14)
mm para el proceso a escala industrial. La temperatura y
velocidad de prensado se mantuvieron en 50 °C y (18 — 20)
rpm  respectivamente. Se evaluaron parametros de
rendimiento (rendimiento de extraccidon, cantidad de soélidos
en el extracto) y de calidad quimica del aceite (indice de
acidez y peréxidos, coeficientes de extincion (Kasz, Kazo) y

estabilidad oxidativa). Los rendimientos maximos de
extraccion a escala piloto e industrial fueron 89,3% (humedad
7,5%, reduccion 5 mm) y 77,5% (humedad 7,21%, reduccidén de
10 mm) respectivamente. Las condiciones de extraccidon
resultaron compatibles con la obtencién de aceites de buena
calidad quimica. Las extracciones realizadas indican que,
independientemente de la escala del proceso, el nivel de
hidratacion del material resulta un factor fundamental para
lograr la maxima recuperacion de aceite.

Palabras clave: Aceite de nuez, Prensado en frio,
Optimizacion, Calidad quimica, Rendimiento.

ABSTRACT
The objective of this study was to optimize the walnut oil
extraction process by cold pressing in order to make an
approach to industrial scale process. In pilot scale pressing
experiments, a factorial arrangement was conducted in order
to study the combined effects of seed moisture content (2.5,
4.5 and 7.5) % and pressing temperature (25, 50 and 70) °C on
oil recovery and quality parameters. A 3 2 factorial
experimental design was used to study the optimization
process by response surface analysis for the industrial scale
process. The independent variables considered were seed
moisture content (5.5, 7.5, 10) % and restriction die (10, 12 y
14) mm. Screw press speed and barrel temperature were
maintained at 20 rpm and 50 °C, respectively. The parameters
evaluated were: oil yield, fines content in oil and oil quality. At
pilot scale, highest oil recovery (89.3 % oil) was obtained at 7.5
% moisture content, 50 °C and 5 mm restriction die. At
industrial scale, the optimal extraction conditions (77.5 % oil)
were achieved with 7.21 % moisture content and 10 mm
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restriction die. Regardless of the scale process the seed
moisture content is the most important factor to maximized
oll recovery.

Key words: Walnut Oil, Cold Pressing, Optimization, Chemical
Quiality, Yield.
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El nogal (Juglans regia L.) pertenece a la familia Juglandaceae,
orden Juglandales. Es una especie originaria de Asia central,
de la regidn geografica comprendida entre los Carpatos vy
Afganistan, sur de Rusia y norte de India (Fernandez-Lépez et
al, 2000).

En Argentina y en la Ultima década, el cultivo de nogal ha
experimentado un crecimiento sostenido (aproximadamente
del 22 %), principalmente en las provincias de Catamarca y La
Rioja que aportan, en forma conjunta, cerca del 68 % de la
produccién nacional de nuez.

La nuez relne la doble condicién de ser un alimento rico tanto
en energia como en proteinas de alta calidad. La semilla del
nogal — que representa aproximadamente un tercio del peso
del fruto entero — contiene entre un 63 y un 70 % de aceite. El
mismo esta compuesto fundamentalmente por triglicéridos y
una pequefa proporcidn de acidos grasos libres, fosfolipidos,
material insaponificable y vitaminas liposolubles (Demir y
Cetin 1999; Tsamouris et al, 2002; Amaral et al, 2003, 2004;
Crews et al, 2005; Ozkan y Koyuncu, 2005; Li et al, 2007;
Pereira et al, 2008). Los acidos grasos poliinsaturados
representan entre el 65y 75 %, los monoinsaturados entre el
15y 25 %, mientras que los acidos saturados no superan el 10
% del total de los acidos grasos presentes en el aceite. Dos
acidos grasos poliinsaturados esenciales, linoleico y linolénico,
estan presentes en cantidades relativamente altas: 50 - 58 % y
11 — 19 %, respectivamente. Los acidos monoinsaturados
estan representados cast exclusivamente por el oleico.

En Argentina, la produccion de aceites comestibles ha
mostrado en los ultimos afios un crecimiento sostenido y en la
actualidad es una actividad econdmica de gran relevancia.
Dentro de este gran rubro, la elaboracidon de aceites no
tradicionales, como los de nuez, almendra o avellana, ofrece
una oportunidad a ser explotada. Uno de los principales
problemas para la produccion del aceite de nuez radica en
encontrar el método de extraccion adecuado. Los
rendimientos de extraccion y la calidad del aceite obtenido
son de suma importancia para determinar la viabilidad de su
produccién comercial.
En los dltimos afos, se ha intensificado el interés por la
obtencion de aceites a través de tecnologias de prensado. En
el caso de la obtencion de aceites vegetales no tradicionales,
el prensado, tanto mediante prensa hidraulica como de
tornillo, provee un método sencillo para obtener aceites de
pequenos lotes de semillas (Wiesenborn et al, 2001; Singh et
al, 2002; Zheng et al, 2003; Martinez et al, 2014, 2013, 2012,
2008). A pesar que los rendimientos en aceite obtenidos
mediante esta tecnologia son menores que en la extraccion
por solvente, resulta apropiado para materiales con alto
contenido en aceite, requiere instalaciones menos costosas e
implica operaciones mas seguras y de menor riesgo para el
ambiente. El rendimiento en la extraccidbn por prensa de
tornillo depende de varios factores, entre ellos, el
acondicionamiento del material, que consiste en una serie de
operaciones como la limpieza, molienda, calentamiento,
secado o humedecimiento hasta alcanzar el contenido de
humedad 6ptimo (Singh y Bargale, 1990; Fils, 2000; Singh y
Bargale, 2000; Wiesenborn, 2001; Singh et al, 2002). La
aplicaciéon de un tratamiento térmico antes o durante el
prensado generalmente mejora la extraccidn del aceite ya que
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influye sobre la viscosidad del fluido y la resistencia mecanica
de las particulas (Ward, 1976).

Singh y Bargale (2000), desarrollaron un expeller de dos
etapas, en el cual analizaron la influencia de la humedad del
material y de la temperatura de prensado sobre la cantidad de
aceite extraido, relacionando estos parametros con el tiempo
de prensado y la energia consumida. En concordancia con
Singh et al (2002) y Zheng et al (2003), concluyeron que
existe un porcentaje de humedad 6ptimo para lograr la
maxima extraccién de aceite. Asimismo, observaron que la
energia consumida disminuye al aumentar el contenido de
humedad, lo cual fue atribuido a una reduccion del coeficiente
de friccion por efecto de una mayor plasticidad del material.
Por lo expuesto anteriormente, el objetivo del presente
trabajo fue optimizar las condiciones de extraccion del aceite
de nuez por prensado en frio con vistas a realizar una
aproximacion al escalado del proceso a nivel industrial.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se trabajo con nueces de la variedad Franquette (contenido de
aceite del 74 % (p/p) (Soxhlet, base seca) y humedad inicial del
4 % (p/p) y nueces producto del descarte de la industria
confitera (contenido de aceite del 69 % (p/p) (Soxhlet, base
seca) y humedad inicial del 3,2% (p/p)), a escala piloto e
industrial, respectivamente.

Acondicionamiento de la humedad

La humidificacion se llevd a cabo segun la metodologia
propuesta por Singh y Bargale (2000). El agua se agregé a la
muestra (material molido) mediante aspersion. Luego se
coloco en un recipiente metalico con cierre hermético y se

almacend durante 48 h hasta alcanzar el equilibrio. El
recipiente fue sometido a agitacion, a intervalos regulares de
tiempo, para asegurar una distribucién uniforme de la
humedad en el material. Mientras que, para reducir el
contenido de humedad del material, las muestras se colocaron
en estufa de vacio a 25 °C. Antes de ingresar a la prensa, se
determino el contenido de humedad de cada muestra.

Condiciones de extraccion del aceite de nuez

Prensa de tornillo escala piloto (Komet, Modelo CA 59 G).

Se llevé a cabo un disefio experimental compuesto por dos
factores: temperatura de extraccion (25, 50 y 70)°C y humedad
del material (2 - 3,4 -5y 7 — 8 %). El tamafio de particula (2,4
- 4,8 mm). La velocidad de prensado (20 rpm) y el diametro de
boquilla (5 mm) se establecieron en funcién de ensayos
preliminares. El ajuste de la temperatura de prensado del
material se realizd mediante calentamiento en estufa. La
temperatura del barral se ajust6 a cada una de las
temperaturas de trabajo mediante una camisa termostatizada
en forma de anillo que envolvia al mismo. Cada ensayo
(combinacidon contenido de humedad del material x
temperatura de prensado) se realizo por triplicado.

Prensa de tornillo escala industrial (Doble husillo modelo
DD 85)

Se llevd a cabo un disefio experimental factorial aleatorizado
compuesto de 3 niveles y 2 factores (372). Las variables de
proceso estudiadas fueron: humedad del material (5,5; 7,5; 10)
% y diametro de la reduccion (10, 12 y 14) mm. El tamafio de
particula (24 — 4,8 mm). La temperatura de extraccion y la
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velocidad de prensado, se mantuvieron en 50 °C y 20 rpm,
respectivamente. La temperatura del barral se ajustd a cada
una de las temperaturas de trabajo mediante una camisa
termostatizada en forma de anillo que envolvia al mismo.

En ambos casos, la purificacién (eliminacidon de sélidos) se
realizé mediante filtro prensa.

El esquema de ambas prensas esta representado en la Figura
1.

- TOLVA DE
CAJADE % | f " ALIMENTACHIN
TRANSMLEICN -
1

CILBNDRO O
CAMARA DE
PRENSADD

CABEZAL

TORNILLD

ORIFIGIOS BOQUALLA

DE SALIDA
DEL ACEITE

Figura 1: Esquema de la prensa de tornillo helicoidal utilizada
para la extraccion del aceite.

Cantidad total de aceite extraido (% AE)

Se calculd en base al contenido inicial de aceite en el material
de partida (Xi) y al contenido de aceite residual en la torta (Xf).
Los mismos se determinaron segun el método oficial AOCS Ba
3-38 (AOCS, 2009).

X — X,
AE:[ d f}doo

X

Cantidad de sélidos en el extracto (%SE)

Los aceites obtenidos del prensado se centrifugaron a 13000
rpm por 15 min. Los solidos precipitados fueron recuperados,
lavados con hexano, secados y pesados en balanza analitica
(sensibilidad 0.1 mg). El porcentaje de sélidos en el aceite se
calculd por diferencia de pesada.

Calidad de los aceites obtenidos

A cada una de las muestras de aceite obtenidos se les
determind los indices generales de calidad en lo relativo al
grado de acidez, indice de peroxidos, coeficientes de extincion
especifica (k232 y k270) (AOCS, 2009). El tiempo de induccion
(h) de los aceites se determiné mediante el método Rancimat
(caudal de aire 20 L/h, temperatura 110 °C) (Frankel, 2005).

Analisis estadistico de los resultados

A escala piloto la base informatica utilizada fue el programa
INFOSTAT versidon 2009p. Se realizo analisis de la varianza
(ANAVA). En aquellos casos en donde se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), se utilizd
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un test a posteriori de comparaciones multiples (LSD).
Mientras que a escala industrial, el analisis de las variables de
interés se realizd con la metodologia de superficie de
respuesta utilizando el programa STATGRAPHICS.

RESULTADOS Y DISCUSION
Extraccion Escala Piloto

En la Tabla 1, Figura 2 y Figura 3 se muestran los porcentajes
de aceite extraido (%AE) en las diferentes condiciones de
humedad y temperatura. El %AE se increment6 al aumentar el
contenido de humedad de la semilla. EL ANAVA a dos vias
indicd que la humedad del material fue la principal fuente de
variabilidad para este parametro, mientras que la temperatura
no fue significativa. La extraccién a 50°C y 7,5% de humedad
arrojo el porcentaje mas alto de AE (89,3 % respecto del total
de aceite disponible). Bajo estas condiciones de humedad, un
incremento en la temperatura de 50 a 70°C produjo una
disminucion significativa en AE. Se observd un excesivo
endurecimiento del material a la salida de la prensa, producto
del calentamiento, la aglutinacion y compactacion en el
interior del dispositivo de prensado, lo que daria origen a una
matriz menos porosa y a una menor fluidificacidon del aceite. A
medida que aumentd el % AE se produjo la consecuente
disminucién del % aceite residual (AR) en la torta; por lo tanto,
la extraccion a 50 °Cy 7,5 % de humedad fue la que arrojo el
porcentaje mas bajo de AR (10,6 % respecto del total de aceite
disponible).
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Tabla 1: Efecto de distintos tratamientos sobre los
rendimientos de prensado y parametros de calidad del aceite
de nuez a escala piloto.

Tratamientos [contenido de humedad (%) —
temperatura de prensado (°C)]

Param  2,5% 2,5% 2,5% 4,5% 4,5% 4,5% 7,5% 7,5% 7,5%
etros 25°C 50°C 70°C 25°C 50°C 70°C 25°C 50°C 70°C

AE 61,0+ 647° 654°+ 73,0° 687+ 8787 835+ 893% 783%

3,9 +0,5 14 +2,1 2,4 +0,3 0,2 0,6 0,5
AR 3899+  352%+ 3457+ 2697  312°+ 121°%t 164° 10,6°t 21,6
39 0,5 1,4 +2,1 2,4 0,3 +0,2 0,6 0,5
S 13,9°+ 16,8+ 167+ 131° 114% 788" 965% 7,87°+ 574°+
1,2 14 0,6 +1,2 1,00 +0,5 1,2 0,5 0,2
Ga 007+ 007 0,14°% 0,07° 0,09 031°%t 009+ 0,10 046+

0,01 0,01 0,01 0,01 +0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
c 1,02°+ 1,07 1,17°%+  0,99° 1,05+ 1,17°+  1,02° 1,03 1,17°%
232 0,01 +0,01 0,02 +0,01 0,01 0,01 0,02 +0,02 0,01
c 0,09% 0,09 0,09% 006° 008 009° 006+ 007 0,08
270 0,01 +0,01 0,01 0,01  +0,01  +0,01 0,01 0,01 +0,01
- 3,20 33%y 39 3pbd 339y 29740 339+ 32°9:  30%%
+004 006  +004  +02 0,14 01 0,11 0,07 0,09

Abreviaturas y unidades: AE, aceite extraido (%); AR, aceite
residual (%); SE, solidos en el extracto (%); GA, grado de acidez
(% acido oleico); TI, tiempo de induccidén (h). Valores medios
(n = 3) + desvio estandar. Valores medios para cada
parametro seguidos por la misma letra no presentan
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los
tratamientos.
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100 7 Figura 3: Relacion entre el porcentaje de aceite extraido y el

. gg porcentaje de humedad del material a diferentes temperaturas
% g5 de|prensado.

E ?g - En|relacion al contenido de sélidos (SE) en el extracto, Vargas-

3 70 4 Lépez et al (1999) y Singh et al (2002) han observado que el

< 65 - 3 —e—250%1sMo se incrementa al disminuir el contenido de humedad

2 60 A %/k _a4504€l material (semillas de Crambe). En el presente estudio, SE

55 _a 750%ali6 entre 5,7 y 16,8 %. El menor valor fue obtenido a 7,5 % H

50 . . . . . . y 70 °C. Bajo estas condiciones, la torta de prensado se torna

mds compacta provocando que una menor cantidad de
sedimentos atraviesen los orificlos del barral y sean co-
extraidos con el aceite.

Figura 2: Relacion entre el porcentaje de aceite extraido y la
temperatura de prensado a diferentes contenidos de
humedad.

Los aceites obtenidos mediante los distintos tratamientos
mostraron variaciones significativas para todos los parametros
quimicos evaluados (tabla 1). Se observaron incrementos en
valores de acidez (0,08 a 0,30 % acido oleico) y kz3, (1,01 a
1,17), con el aumento de la temperatura de prensado. El

100 -
95 —e— 25°C
90 { |—=—50°C
851 |—a—70°C
80 -
75 -
70 -
65 -
60 -
55 -
50 T T T T

% Aceite extraido

% Humedad

ANAVA a dos vias permitid confirmar estas tendencias: la
temperatura del proceso de extraccién fue la principal fuente
de| variabilidad para los parametros mencionados. Se
detectaron diferencias menores entre los tratamientos en el
contenido de trienos conjugados y tiempos de induccion
(estabilidad oxidativa).

A juzgar por los resultados obtenidos en el presente trabajo,
los| aceites de nuez obtenidos por prensado a 25, 50 y 70 °C
no|presentan mayores diferencias en su composicion quimica
por lo que, en principio, esta metodologia resulta asequible
para la extraccion de aceites de buena calidad.
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Extraccion a escala industrial

En la Tabla 2 se muestran los porcentajes de aceite extraido
(%AE) para cada ensayo realizado. El maximo porcentaje
obtenido fue de 80,4% para la combinacion 7,75% humedad y
reduccion de 10 mm. Como se observa en la Figura 4, el %AE
aumenta al aumentar el contenido de humedad en la semilla
hasta un determinado punto, presentando un maximo y luego
una disminucidon en el %AE. Esto puede deberse a que el
incremento en el contenido de humedad de la semilla
aumenta la plasticidad de la matriz, lo cual mejora los
rendimientos extraccion hasta un cierto valor de humedad a
partir del cual se dificulta el prensado por efectos de empaste
y obstruccion de la prensa. Las reducciones mas pequefias
generan mayor resistencia y compresion al material,
incrementado el % AE. En todos los casos se obtuvieron
aceites de calidad quimica aceptable ya que los parametros
estan dentro de los valores aceptables: GA < 0,17 (% acido
oleico), IP < 1 meq de O,/kg aceite, ko3, < 2,10, ko7g < 0,18.

Tabla 2: Efecto de distintos tratamientos sobre los
rendimientos de prensado y parametros de calidad del aceite
de nuez a escala industrial.

55 12 56,30 |51,94 14,71 |0,17 0,653 | 0,103 |1,947 0,159
7,75 12 63,35 [4479 |1506 [0,10 0,849 0,067 |2,041 [0,176
7,75 14 63,02 46,06 |14,16 [0,09 0927 0,166 | 1,978 0,154
7,75 12 63,35 [4479 |1506 [0,10 0,849 0,067 |2,041 [0,176
10 14 67,76 4086 |13,13 [0,06 1,086 |0,069 |2,100 |0,175
5,5 14 55,57 |52,64 [1514 |0,09 0936 [0,124 1935 0,164

Tratamientos Parametros

H B AE AR F Caudal IP IA k232 | k270
7,75 12 62,16 |47,84 |1513 |0,10 1,090 | 0,070 |2,074 |0,174
7,75 10 80,39 |29,31 |11,52 |0,06 0,918 0,073 |2,233 [0,190
7,75 12 60,37 |45,31 |16,46 |0,12 0,750 |0,068 |2,086 |0,189
7,75 12 63,35 |44,79 |1506 |0,11 0,849 |0,067 |2041 |[0,176
10 12 60,58 |48,00 |13,89 |0,10 1,042 10,065 |2,124 |0,179
55 10 73,29 |40,16 |13,06 |0,09 0,809 |0,059 [2,128 [0,174
10 10 68,63 |40,90 |12,81 |0,09 1,137 10,081 |2,111 | 0,173

Abreviaturas y unidades: H, humedad (%); B, diametro de
reduccidon (mm); AE, aceite extraido (%); AR, aceite residual
(%); SE, solidos en el extracto (%); caudal (kg/h); IP, indice de
peréxidos (meq de O,/kg de aceite); GA, grado de acidez (%
acido oleico).

78 m— o

74 B=10,0

T0 B=10,0

86 B=14.0

AE
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65 10,0
H

Figura 4: Rendimientos en funcién del porcentaje de
humedad a diametro de reduccion constante.

El analisis estadistico mostro que la humedad de la semilla y la

reduccidon  (boquilla)  afectaron  significativamente el
rendimiento de aceite extraido (p<0,05).
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La ecuacion del modelo ajustado es:

AE = 430,864 + 4,06433*H - 61,5551*B - 0,930554*H"2 +
0,936222*H*B + 2,13764*B/"2

El coeficiente de determinacidon del modelo fue capaz de
explicar 94,5 % de la variabilidad de los datos. La humedad de
la semilla y la reduccion tuvieron un efecto lineal positivo y
negativo, respectivamente. Por otro lado, ambos factores
presentaron un efecto cuadratico negativo y positivo,
respectivamente. A su vez, se observd un efecto cruzado
positivo entre humedad y reduccién.

Aceite Extraido (%, b.s.)

Humedad (%, b.h.)

Figura 5: Efectos del contenido de humedad y la reduccion
sobre el rendimiento de aceite.

La combinacion de niveles de los factores que sugiere un
maximo en el rendimiento de aceite dentro de los valores

experimentales fue: 7,75 % humedad de la semilla y 10 mm de
reduccidn de la prensa. Esta combinacion de factores se llevod
a cabo siguiendo los procedimientos mencionados. Los
resultados mostraron que no se encontraron diferencias
significativas entre el valor estimado por el modelo (77,5 %
AE) y el valor experimental observado (80,4 %AE) lo cual
sugiere un buen ajuste del modelo a los datos experimentales.

103



La pulpa de nuez por sus cualidades fisicas (tamafo y dureza)
constituye un material apropiado para la extraccion del aceite
por prensado, pero debe ser acondicionado previamente para
lograr condiciones (tamafo de particula, contenido de
humedad, temperatura) adecuadas que permitan optimizar el
proceso, en términos de rendimiento y calidad del producto
Las experiencias de extraccion por prensado a escala piloto
permitieron determinar un rango de tamafo de particula (2,4
- 4,8 mm) o6ptimo para la alimentacidon de la prensa. Los
tratamientos (contenido de humedad x temperatura)
aplicados a la extraccion de este material, indicaron que el
contenido de agua resulta un factor fundamental para lograr
la maxima recuperacion de aceite, lograndose rendimientos
de cast el 90 % con materiales conteniendo 7,5 % de
humedad, extraidos a 50 °C. La influencia de la temperatura es
de menor significacién. Sin embargo, con el contenido de
humedad indicado anteriormente, un aumento de la
temperatura de 50 a 70 °C provoca una merma en el
rendimiento como consecuencia de la aglutinacion y
compactacion del material en el interior del dispositivo de
prensado, lo que daria origen a una matriz menos porosa y a
una menor fluidificacién del aceite.

El disefo factorial aleatorizado de 3 niveles y 2 factores (3/2)
permitid6 determinar la combinacidon adecuada de variables
para la optimizacion del proceso de extraccion de aceite de

nuez a escala industriall. Los mayores rendimientos de
extraccidon se obtuvieron bajo la siguientes condiciones de
proceso: 7,21 % de humedad, 50 °C y 10 mm de reduccion de
la prensa.

Las experiencias de extraccion realizadas indican que,
independientemente de la escala del proceso, el nivel de
hidratacion del material resulta un factor fundamental para
lograr la maxima recuperaciéon de aceite.

Finalmente, bajo todas las condiciones extractivas analizadas
se obtuvieron aceites cuya composicidon quimica resultd
dentro de los rangos habituales encontrados en aceites
vegetales comestibles.

Amaral JS, Casal S, Pereira JA, Seabra RM, Oliveira BPP, 2003,
Determination of sterol and fatty acid compositions, oxidative
stability, and nutritional value of six walnut (Juglans regia L))
cultivars grown in Portugal, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 51: 7698-7702.

Amaral JS, Cunha SC, Alves MR, Pereira JA, Seabra RM, Oliveira
BPP, 2004, Triacyglycerol composition of walnut (Juglans regia
L) cultivars:  Characterization by  HPLC-ELSD and
chemometrics, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52:
7964-79609.

AOCS 2009, Official methods and recommended practices of
the American Oil Chemists’ Society, Ed, AOCS Press,
Champaign, USA.

104



Crews C, Hough P, Godward P, Brereton P, Lees M, Guiet S,
Winkelmann W, 2005, Study of the main constituents of some
authentic walnut oils, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 53: 4853-4860.

Demir C, Cetin M, 1999, Determination of tocopherols, fatty
acids and oxidative stability of pecan, walnut and sunflower
oils, Deutsche Lebensmittel Rundschau, 95 (7): 278-282.
Fernandez-Lopez J, Aleta N, Alia R, 2000, Forest genetic
resources conservation of Juglans regia L, IPGRI, Rome, Italy.
Fils JM, 2000, The production of oils, En: Edible oil processing
(Hamm, W,, Hamilton, R,J, Eds,), Sheffield Academic Press,
Sheffield, England, pp, 47-78.

Frankel EN, 2005, Lipid oxidation, Ed, Barnes & Associates,
Bridgwater, England.

Li L, Tsao R, Yang R, Kramer JKG, Hernandez M, 2007, Fatty
acid profiles, tocopherol contents, and antioxidant activities of
hearnut (Juglans ailanthifolia var, cordiformis) and Persian
walnut (Juglans regia L,), Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 55: 1164-11609.

Martinez ML, Penci MC, Marin MA, Ribotta PD, Maestri DM,
2013, Screw press extraction of almond (Prunus dulcis (Miller)
D,A, Webb): Oil recovery and oxidative stability, Journal of
Food Engineering, 119: 40-45.

Martinez ML, Mattea MA, Maestrt DM, 2008, Pressing and
supercritical carbon dioxide extraction of walnut oil, Journal of
Food Engineering, 88: 399-404.

Martinez ML, Marin MA, Salgado Faller CM, Revol J, Penci MC,
Ribotta PD, 2012, Chia (Salvia hispanica L,) oil extraction: study
of processing parameters, Food Science and Technology, 47:
78-82.

Martinez ML, Maestri DM, 2014, Extraccion y caracterizacion de
aceite de nuez (Junglans regia L,): influencia del cultivar y de

factores tecnoldgicos sobre su composicion y estabilidad
oxidativa, ISBN-13: 978-3-639-55745-9, Editorial Publicia.
Ozkan G, Koyuncu MA, 2005, Physical and chemical
composition of some walnut (Juglans regia L) genotypes
grown in Turkey, Grasas y Aceites, 56 (2): 141-146.

Pereira JA, Oliveira |, Sousa A, Ferreira ICFR, Bento A, Estevinho
L, 2008, Bioactive properties and chemical composition of six
walnut (Juglans regia L,) cultivars, Food and Chemical
Toxicology, 46: 2103-2111.

Singh J, Bargale PC, 1990, Mechanical expression of oil from
linseed, Journal of Oilseeds Research, 7: 106-110.

Singh J, Bargale PC, 2000, Development of a small capacity
double stage compression screw press for oil expression,
Journal of Food Engineering, 43 (2): 75-82.

Singh KK, Wiesenborn DP, Tostenson K, Kangas N, 2002,
Influence of moisture content and cooking on screw pressing
of crambe seed, Journal of the American Oil Chemist’s Society,
79 (2): 165-170.

Tsamouris G, Hatziantoniou S, Demetzos C, 2002, Lipid
analysis of Greek walnut oil (Juglans regia L,), Z, Naturforsch,
57: 51-56.

Vargas-Lopez JM, Wiesenborn D, Tostenson K, Cihacek L, 1999,
Processing of crambe for oil and isolation of erucic acid,
Journal of the American Oil Chemist’s Society, 76: 801-8009.
Ward JA, 1976, Processing high oil content seeds in
continuous press, Journal of the American Oil Chemist’s
Society, 53: 261-264.

Wiesenborn D, Doddapanent R, Tostenson K, Kangas N, 2001,
Cooking indices to predict screw-press performance for
crambe seed, Journal of the American Oil Chemist’s Society,
78 (5): 467-471.

105



Zheng Y, Wiesenborn DP, Tostenson K, Kangas N, 2003, Screw
pressing of whole and dehulled flaxseed for organic oil,
Journal of the American Oil Chemist’s Society, 80 (10): 1039-
1045.

AGRADECIMIENTOS

Este desarrollo pudo llevarse a cabo gracias a los subsidios
otorgados por SECyT-UNC, CONICET, Ministerio de Educacion-
Secretaria de Politicas Universitarias y a las empresas Aceites
del Desierto SRL y Proser SRL.

106



ACCION ANTIOXIDANTE DE ORUJOS TINTOS
VARIEDAD MALBEC SOBRE MATRICES
FARINACEAS EN ATMOSFERA CONTROLADA DE
DISTINTAS ACTIVIDADES ACUOSAS
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Resumen

Los orujos de vides tintas (variedad malbec) se deshidrataron
mediante estufa con recirculacion de aire a 60 °C, luego se
molieron hasta obtener una harina. Se prepararon galletitas
con 20y 10 % de harina de orujos tintos y galletitas testigos (0
% de harina de orujos tintos) las cuales fueron sometidas a
atmosfera controlada con actividades acuosas (Aw) de 80 y 40
% de HR respectivamente. Se evaluaron en el tiempo el
contenido de flavonoides totales (CFT), DPPH* residual y el
contenido de antocianinas totales (AT). Los mayores valores
de CFT en funcion del tiempo se obtuvieron para las galletitas
con 20 % de harina de orujos tintos para la Aw=80 % de HR.
Con respecto al DPPH* residual, los valores alcanzados para la
atmosfera controlada con Aw= 40 % de HR, estuvieron por
encima de la Aw=80 % de HR. Con referencia a los valores de
AT, al cabo de los 60 dias los correspondientes a la atmosfera
controlada con Aw=40% de HR, se encontraron por encima de
los con Aw= 80 % de HR.

De acuerdo a los resultados obtenidos la harina de orujos
tintos puede emplearse como aditivo para reforzar la calidad
nutricional de los alimentos.

Palabras claves: orujos tintos, antioxidantes, DPPH* residual

Abstract

Red grape marc (malbec variety) were dehydrated by
recirculating air dry oven at 60 ° C, then ground to obtain a
flour. Cookies prepared with 20 and 10% of marc red flour and
cookies witnesses (0% of marc red flour) which were subjected
to controlled atmosphere with water activities (Aw) of 80 and
40 of RH respectively. Total flavonoid content (TFC), DPPH *
residual and total anthocyanins (TA) were evaluated over time.
The highest values of TFC in function of time were obtained
for the cookies with 20 % of marc red flour to the water
activity of 80% of RH. Regarding DPPH* residual, the values
obtained for the controlled atmosphere with Aw=40% of RH
were above the Aw=80% of RH. With reference to the values
of AT, after 60 days corresponding to the atmosphere with
Aw=40% were found above with Aw = 80% RH.

According to the results obtained marc red flour can be used
as an additive to enhance the nutritional quality of food.

Keywords: Red grape marc, antioxidants, DPPH* residual.
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que 4
billones de personas, alrededor del 80 % de la poblacion
mundial, utiliza plantas medicinales para algun aspecto del
cuidado primario de su salud. Los alimentos consumidos
contienen una gran variedad de fitoquimicos, y a través de la
ciencia moderna se han reconocido algunos de ellos como
alimentos funcionales o nutracéuticos, como ejemplo de esto
se conoce el té verde y la soya. Hoy en dia se redescubre la
utilidad de las hierbas medicinales como suplementos
alimenticios de origen botanico que son potencialmente
importantes en los efectos preventivos y medicinales. Todas
las plantas contienen familias de compuestos relacionados,
llamados metabolitos secundarios, que interaccionan y dan
como resultado efectos biologicos. (Heber, 2007; Sarker et al,
2006)

El avance de la ciencia y la tecnologia han permitido conocer
mas y mejor la relacién entre la dieta humana y la salud. En
este sentido, en los dUltimos aflos se han estudiado
ampliamente los compuestos presentes en la uva (Heber,
2007), stendo las  estructuras mas reportadas:
proantocianidinas monomeéricas, diméricas y triméricas asi
como sus derivados acilados (Ugartondo et al, 2007,
Thimothe et al, 2004; Cortell et al, 2007; Kammerer et al,
2004; Llopiz et al, 2004). Ast mismo se han evaluado las
propiedades biologicas tanto de extractos de uva como de
compuestos derivados de ella, encontrandose que poseen
actividad  antioxidante,  citotoxica, antigenotdxica y
antiangiogénica (Ugartondo et al., 2007; LIopiz et al., 2004).

Las agroindustrias producen wuna gran cantidad de
subproductos por afo, generalmente considerados como
residuos pero que pueden llegar a ser fuente de compuestos
con actividad bioldgica. En los ultimos afos se ha estudiado la
posible aplicacion de subproductos de la industria
agroalimentaria como el orujo de manzana, el cual ha sido
utilizado como materia prima para generar enzimas,
compuestos aromaticos, etanol, acidos organicos vy
polisacaridos (Vendruscolo et al, 2009) o como el orujo de
oliva, que ha resultado ser un excelente bioabsorbente,
removedor de reactivos textiles en agua (Akar et al, 2008),
antitrombotico, antiaterosclerotico (Tsantila et al., 2007). Con
el objetivo de darle una aplicacion a este tipo de residuos se
ha trabajado con orujos de arandano, tomate y uva (Khanal et
al, 2009). Por otro lado, la industria vitivinicola en general,
como parte del proceso de elaboracién de vino tinto produce
un subproducto solido llamado “orujo”, el cual esta
constituido por semilla, hollejo y tallos de uva el cual
generalmente se desecha o en algunos casos se utiliza como
forraje para ganado.

Los orujos de uvas obtenidos luego del prensado en la
fabricacién de vinos, constituyen una fuente de antioxidantes
naturales, constituidos por compuestos polifendlicos que a su
vez presentan propiedades anticancerigenas, antitromboticas
y antithepatotoxicas.

Desde hace algunos afios, la situacion de enfermedades
cardiovasculares en Francia llamé la atencion mundial, a partir
del proyecto denominado MONICA, organizado por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) que se bas6 en un
monitoreo a nivel mundial de enfermedades coronarias,
indicaron que Francia a pesar de poseer una dieta alta en la
ingesta de grasas saturadas, presentd uno de los menores
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indices de mortalidad por enfermedades cardiovasculares, y
que dicha paradoja se podia deber al alto consumo de vino
tinto, lo cual derivo en el inicio de una gran cantidad de
estudios que finalmente concluyeron que en realidad el efecto
benéfico que obtenian del vino tinto eran sus compuestos, de
ésta manera se determind la presencia de polifenoles en el
vino, los cuales provenian de la uva, (Renaud and Lorgeril,
1992) iniclando asi una variedad de estudios con los
polifenoles de la uva. La propiedad preponderante en los
compuestos presentes en la uva, ya sea extractos de partes de
ésta, vino tinto o el fruto completo, es mayoritariamente
antioxidante. Los compuestos polifenolicos de la uva poseen
en su estructura quimica una gran variedad de grupos —OH, lo
cual se relaciona con su capacidad antioxidante (Kelm et al,
2005; Guendez et al,, 2005; Revilla and Ryan, 2000).

El objetivo de esta investigacion es la de determinar la
capacidad antioxidante de harinas de orujo sobre galletitas
preparadas con distintas proporciones de harinas de orujo y
harina de trigo colocadas en sistemas de atmosfera controlada
de distintas actividades acuosas.

Materiales y Métodos
Materiales

Los orujos tintos variedad Malbec, cosecha 2010, fueron
provistos por la Catedra de Enologia Il de la Universidad
Nacional de Cuyo, se recibieron en envases de plastico antes
de las 24 horas desde su envio, y se almacenaron en freezer a
-18 °C hasta su preparacion.

Reactivos quimicos

Los siguientes reactivos quimicos fueron provistos por Sigma
comercial Co. (St. Louis, USA): catequina, nitrito de sodio y
cloruro de aluminio, acido clorhidrico, cloruro de potasio,
acido acético y acetato de sodio. Todos los reactivos quimicos
y solventes usados son de grado reactivo analitico.

Metodologia de trabajo
Obtencion de la harina de orujo

Los orujos fueron distribuidos en una bandeja de plastico con
el fondo perforado, para permitir la circulacion del aire, y
secados durante 525 minutos en estufa con recirculacion de
aire a 60°C, hasta un contenido de humedad cercano al 7%. El
material seco obtenido fue molido con molino de cuchillas
hasta que el material pas6 por tamiz malla 40 ASTM;
lograndose una harina de orujos tintos.

Preparacion de las galletitas

Los ingredientes fueron pesados en balanza granataria y se
mezclaron en seco, mediante una amasadora planetaria,
durante 10 minutos hasta lograr una uniformidad en la
distribucion de la harina de orujos. Luego se incorporé el total
del agua prevista de manera gradual y se continud el
amasado por 5 minutos mas, hasta lograr una masa maleable.
De la misma se extrajeron porciones de 2-3 g, que se cortaron
mediante un molde de acero inoxidable de 2 cm de diametro.
Las porciones de masa de forma cilindrica se colocaron en una
asadera de cocina sin enmantecar y sin agregado de aceite
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vegetal (para evitar la formacion de radicales libres antes de
colocar las galletitas en el sistema de atmodsfera controlada).
Las mismas se hornearon a 160 °C durante 10 minutos,
habiéndose previamente ajustado la temperatura del horno
mediante una termocupla. Se dejaron enfriar a temperatura
ambiente y se embolsaron en bolsas herméticas de polietileno
de baja densidad y se conservaron en el frezeer hasta su
utilizacion. La masa correspondiente a las galletitas de
control, se proceso con la misma secuencia operativa pero sin
el agregado de harina de orujos.

Las galletitas se prepararon con 20 % y 10 % de harina de
orujos, ademas de galletitas testigo sin el agregado de harina
de orujo (0% de harina de orujo). La composicion de las
galletitas se expone en la Tabla 1.

Ingrediente Galletitas con | Galletitas con | Galletitas sin
20% de harina | 10% de harina | orujos
de orujos de orujos

Harina de | 404 504 60.4

trigo

Azlcar 16.6 16.6 16.6

Huevo 8.25 8.25 8.25

Sal 0.27 0.27 0.27

Polvo de | 0.27 0.27 0.27

hornear

H. de orujos |20 10 ----

tintos

Agua 14.12 14.12 14.12

Tabla 1. Composicion de las galletitas.

Ensayo en atmosfera controlada

Se tomaron las galletitas conteniendo 20 y 10 % de harina de
orujos y las del control se colocaron en una caja de Petri
plastica de 3 cm de diametro, que se introdujo a su vez en un
frasco de vidrio hexagonal. Al frasco se le coloco cerrando el
frasco mediante tapa metalica a rosca y se dejé en la mesada
del laboratorio bajo condiciones de temperatura ambiente.
Para los ensayos a atmosfera controlada con actividad acuosa
del 80 % (Aw = 80%) se utilizd una solucidn de NaCl al 20 %,
mientras que para la actividad acuosa del 40 % (Aw = 40%) se
utilizé una solucion de etilenglicol del 85% m/m en
etilenglicol.

Los tiempo elegidos para realizar la evaluacion de los
parametros estudiados fueron desde 0 a 60 dias, durante los
cuales, ambas clases de galletitas se sacaron cuidadosamente
de la caja de Petri se pesaron, para iniciar la preparacion de
los extractos.

Preparacion de extractos de las galletitas

Con cada galletita se procedié a realizar
secuencia operativa:

1-Extraccidn con 25 mL de etanol durante 3 hs en un agitador
a vaiven y al abrigo de la luz.

2-Filtracidon mediante papel Whatman N° 40, se desecha el
residuo y el filtrado constituyendo una solucidén etandlica
hubo de filtrarse nuevamente para eliminar precipitados
gelatinosos, empleandose para ello filtro ultramicroporo de
0.45 micrones.; se enras6 a 25 ml con etanol; La solucion
obtenida de esta segunda filtracion se guardd en el freezer a -
18 °C en frascos de vidrio color caramelo. La secuencia

la siguiente
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operativa descripta se repitié para todas las galletitas durante
los tiempos sefialados anteriormente.

Determinacion de humedades

Las humedades de las galletitas extraidas de las atmosferas
controladas respectivas en los tiempos previstos, se calcularon
segun la siguiente expresion:

% HUM= ((Mt-Mi)/Mi) x 100

Mt: masa de la galletita en el tiempo t

Mi: masa inicial de la galletita.

Determinaciones analiticas
Contenido de flavonoides totales (CFT)

El contenido de flavonoides totales (CFT) se evalué con el
método de Kim et al. (2003). A 1 mL del extracto etandlico de
orujos tintos se le adicionaron 4 mL de agua bidestilada y 0,3
mL de nitrito de sodio, éste es considerado el tiempo cero, a
los 5 min se le agregaron 0,3 mL de cloruro de aluminio al 3%;
a los 6 minutos, 2 mL de hidroxido de sodio (1 M) e
inmediatamente 2,4 mL de agua bidestilada. La absorbancia
de la mezcla se mide a 510 nm contra un blanco de reactivo
con un espectrofotometro Jasco Modelo 7800 UV-Vis (Japan
Spectroscopic Co., Tokio, Japon). Los CFT son expresados en
mg de acido galico equivalente (AGE) / mL de solucion.

CFT (mg de AGE/mL) = (Abs-0.06345) x 0.2
Por otra parte para expresar el CFT referidos a gramos de

muestra seca; aplicamos la siguiente expresion:
CFT (mg de CE/g de ms) = ((mg de AGE/mL) x 1000/C’) x 25.

Se multiplica por 25 para tener el total de flavonoides
presentes en los 5 gramos de muestras sometidas a la
extraccion.

Antocianinas totales (AT)

El contenido de antocianinas totales se determina por el
método por diferencia de pH (Giusti y Wrolstad, 2001), se
utilizan dos sistemas tampén: acido clorhidrico/cloruro de
potasio de pH 1,0 (0,025 M) y acido acético/acetato de sodio
de pH 4,5 (04 M). A 2 mL de una muestra diluida (para
conseguir una absorbancia en el rango de 0,100-1,200 a 510
nm) se afiaden 1,8 mL de la correspondiente disolucion
tampon y se mide la absorbancia frente a un blanco a 510 y
700 nm. Se calcula la absorbancia final a partir de:

A= (Amax vis _A700nm)pH10 - ( Amax vis — A700 nm)pH4,5

La concentracion de pigmentos monoméricos en el extracto se
expresa en cianidina-3-glucosido.
. ;. AxPMxFDx100
Antocianos monoméricos (mg/100g) = ~————
(=4
Donde: A: Absorbancia; PM: peso molecular; FD: Factor de
dilucion; €: absortividad molar.

DPPH?* residual

Se utilizo el método espectrofotométrico de Shimada et al.
(1992) para determinar DPPH*. Se mezcld6 1 mL de los
extractos con 5 mL de una solucion metandlica 0,1 mM de
DPPH*. Luego, se midi6 la absorbancia a 517 nm mediante un
espectrofotometro Jasco Modelo 7800 UV-Vis (Japan
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Spectroscopic Co., Tokio, Japon). El estandar catequina se
utilizé6 como comparacién. El % DPPH*, se calculd segun:

) Absorbancia muestra
% DPPH® = 1— — , — — = 100
Absorbancia blanco de reactivo

Mientras que el DPPH* residual se calcula de la siguiente
manera:

% DPPH® residual = 100 — %; DPPH*
Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se utilizd el
test de Student para comparar los valores obtenidos. Todos
los ensayos se consideraron estadisticamente no significativos
con una P <0,05.

Resultados y Discusiones
Determinacidon de humedades

Las humedades obtenidas en cada tiempo para las galletitas
con la atmosfera controlada con Aw = 80 %, no mostraron
diferencias significativas y oscilaron entre valores cercanos a
18.2'y 18.7 %, para 10y 20 % de harina de orujos En tanto que
para la atmosfera controlada con Aw = 40 % y con los
porcentajes de harina de orujos anteriores sus valores
resultaron 182 Y 126 %, no presentando diferencias
significativas.

Considerando el diagrama velocidad de deterioro en funcion
de la actividad acuosa, Los valores de humedades alcanzados
para las atmosferas controladas con Aw = 80% y 40%, se

corresponden con los inicios de las zonas del agua libre y del
agua débilmente ligada respectivamente. Con respecto a ésta
ultima, los valores bajos de humedad de las galletitas, reduce
la movilidad de las moléculas y por ende la de los radicales
libres, los flavonoides y las antocianinas (Badui DS, 2006).

Con respecto a las galletitas sin incorporacion de harinas de
orujos para las atmosferas controladas con Aw=80y 40 % las
humedades resultaron de 5.6 y 2.5 % respectivamente.

Contenido de flavonoides totales

En la figura 1se muestran los valores de CFT en el tiempo para
una Aw = 80%; se observa que para 0 y 20 % de harina de
orujos, los valores de CFT se redujeron desde 0.71 a 0.074 y
2.57 a 143 mg de AGE/g de ms a lo largo de 60 dias del
ensayo; mientras que para 10 % de harina de orujos el CFT, se
mantuvo practicamente constante en valores cercanos a 1.16-
1.23 mg de AGE/ g de ms. Por otra parte en los ensayos bajo
atmosfera controlada con Aw = 40 % los valores iniciales de
2.57 -1.28 y 0.71 mg de AGE/g de ms para 20, 10 y 0% de
harina de orujos, descendieron a valores cercanos a 0.4y 0.6
mg de AGE/g de ms, manteniéndose constantes partir de los
12 dias. Destacamos que en este tramo el CFT para las
galletitas con 20 % de harina de orujos, es inferior en un 50 %
al de 10 y 0 % de harina de orujos los que no presentan
diferencias significativas entre si. (Figura 2).
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Antocianinas totales

En la figura3 para una Aw = 80 %., en las muestras con 20y 10
% de harina de orujos, presentaron valores iniciales de 0.1621
mg de malvidina 3 glucosido/g de ms, los que se fueron
reduciendo a través del tiempo y al cabo de 60 dias resultaron
de 0.015 y 0.083 mg de malvidina 3- glucosido/g de ms;
mientras que en la atmosfera controlada con Aw = 40 %, para
20y 10 % de harina de orujos incorporada, los valores iniciales
de 0.01621 y 0.098 mg de malvidina 3- glucosido/ g de ms
descendieron hasta aproximadamente los 12 dias a valores
cercanos a 0.080 mg de malvidina 3- glucosido/ g de ms; los
que se mantuvieron practicamente constantes hasta los 60
dias.( Figura 4)

Cabe destacar que para las muestras con 0 % de harina de
orujos, no se reportaron los valores de antocianinas totales,
ya que en la misma no se encuentran dichos compuestos.
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DPPH*residual

El DPPH* es un reactivo analitico, en rigor un radical libre
capaz de reaccionar con los flavonoides, las antocianinas y con
los radicales libres presentes.

En las figuras 5 y 6 se muestra que para Aw = 80 y 40% en las
muestras con 0 % de harina de orujos, los valores del DPPH*
residual a partir de los 12 dias practicamente no presentaron
diferencias significativas oscilaron alrededor del 94 %. Con
respecto a una Aw = 80%, las muestras con 10 y 20 % de
harina de orujos practicamente no presentaron diferencias
significativas a partir de los 12 dias y los valores del DPPH*
residual oscilaron entre 34.5 y 35.7 %.; en tanto que para una
Aw = 40%, los valores de DPPH* residual con 10y 20 % de
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harinas de orujos , resultaron de 70 y 56.1 % a partir de los
12 dias; de esta manera las muestras con 10 % de harina de
orujos , superaron en un 25 % al de aquellas con 20 % de la

misma harina.
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Las humedades de las galletitas sometidas a las atmosferas
controladas con Aw = 80 y 40 %, con incorporacién de harina
de orujos de 0-10 y 20 % resultaron: 5.6-18.2 - 18.7 % y de
2.5-1.82-1.26 % respectivamente. En todos los casos, las
humedades de las galletitas, se mantuvieron practicamente
constantes desde el inicio en los valores mencionados.

En la atmosfera controlada con Aw = 80 %, en las galletitas
con 20 - 10 % de harina de orujos tintos, los valores de CFT
fueron descendiendo durante todo el intervalo de tiempo,
alcanzando valores cercanos a 1.43-1 mg de AGE/ g de ms,
mientras que para 0% lo hicieron hasta valores cercanos a
0.074 mg de AGE/ g de ms. Con respecto a las AT para 20y 10
% de harina de orujos, en dicho intervalo, sus valores
descendieron a 0.015-0.0085 mg de malvidina 3-
glucosido/100 g de ms respectivamente. En tanto que para la
atmosfera controlada con Aw = 40 % en los porcentajes de
harina similares a los anteriores el CFT y AT, a partir de los
12 dias, se mantuvieron en valores practicamente contantes a
0.43-0.6 mg de AGE/g de ms y 0.083-0.031 mg de malvidina-3
glucosido/ 100 g de ms respectivamente. Obviamente para
las distintas atmosferas controladas, los mayores valores de
CFT y AT se obtuvieron para las galletitas con 20 % de harina
de orujos, hasta alrededor de los 12 dias de iniciada la
experiencia.

Con respecto al DPPH* residual se ha verificado que para las
dos atmosfera de control utilizadas, los valores alcanzados
para las galletitas conteniendo 0% de harinas de orujos
stempre han superado a los correspondientes de las galletitas

con 10y 20 % de harina de orujos; razon atendible ya que las
galletitas con 20 % de harinas de orujos tintos, poseen una
mayor proporcion de CFT, AT y de radicales libres presentes
inicialmente en las harinas empleadas y de aquellos formados
a partir del aceite contenido en las semillas, durante el
proceso de horneado de las galletitas.

A partir de los 12 dias de la experiencia en la atmosfera
controlada con Aw = 40 % con las galletitas preparadas al 10
y 20 % de harina de orujos tintos, las diferencias porcentuales
del DPPH* residual entre las dos clases de galletitas, oscilaron
entre 12.3 y 13.9 %. Mientras que en las galletitas sometidas a
la atmosfera controlada con Aw = 80 % dicha diferencia entre
los valores del DPPH* residual, practicamente no presentaron
diferencias significativas. Lo que nos induce a suponer que
para dicha atmosfera de control, los valores del DPPH*
residual, resultaron independientes del porcentaje de harina
de orujos tintos utilizado; por lo tanto nos indicaria un limite
en el porcentaje de harina incorporado. Las galletitas con 20y
10 % de harina de orujos en atmosfera controlada con Aw =
40 %, presentaron valores del DPPH* residual de 56.1y 70 %
respectivamente.

Ademas, los mayores valores obtenidos del DPPH* residual
para las galletitas en atmosfera controlada con Aw = 40 % con
respecto a las de Aw = 80 % puede deberse a que en la
atmosfera de menor actividad acuosa, existe en el equilibrio
un menor porcentaje de humedad del solido (2.5-1.82 y 1.26
%, en las incorporaciones de 0-10 y 20 % de harina de orujos)
y las colocaria con tenores de humedad que corresponderian
al minimo de velocidad de oxidacion lipidica. Ademas para la
menor atmosfera de control observamos que a partir de los 12
dias los valores de los parametros de control CFT*-AT y DPPH*
residual para las galletitas conteniendo 20 y 10 % de harina de
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orujos tintos se mantuvieron practicamente constantes.
Debido probablemente a que la relacion CFT/AT ha alcanzado
proporciones en que la velocidad de oxidacién no se modifica,
seflalando que los CFT y AT presentes no modificaron sus
valores. Aparentemente han equilibrado sus estructuras
quimicas. Por otra parte para la atmosfera controlada con Aw
= 80 %, el DPPH* residual a partir de dicho tiempo, también se
mantuvo constante en valores cercanos al 35 % vy
aparentemente, el sistema persé ha dejado de generar
radicales libres y aquellos que pudieron haber contribuido al
descenso de los valores del DPPH* residual desde el inicio,
pudieron provenir de los existentes inicialmente en las harinas
de orujos o en la de trigo, haberse generado durante el
horneado de las galletitas o también por la alta humedad
alcanzada por las galletitas en la atmosfera controlada con Aw
= 80 %, en la que los productos de pardeamiento no
enzimatico (Productos de Maillard) obtenidos, logran su
maxima de velocidad de formacién. No debiéndose olvidar
que dichos compuestos poseen actividad antioxidante (Badut
DS, 2006).

En general a partir del tiempo mencionado, el sistema se
mantiene estabilizado, al menos en los parametros que
estudiamos en este trabajo.

Con respecto a la formacién de hongos, hemos notado que en
la atmosfera controlada con Aw= 80% la aparicion de la flora
microbiana se manifestdo a partir de los 30 dias, lo que es
coherente con el mayor % de humedad de las galletitas,
mientras que en las galletitas sometidas a una Aw = 40 %,
hasta los 120 dias que mantuvimos las muestras remanentes,
no se observaron crecimiento de ninguna clase de flora
microbiana.

De acuerdo a los resultados obtenidos la harina de orujos
tintos puede emplearse como aditivo para reforzar la calidad
nutricional de los alimentos.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue emplear proteinas de suero en
la produccion de postres para comparar sus propiedades
reologicas con aquellas de un postre lacteo comercial. Los
postres fueron preparados con concentrado de proteinas de
suero, almidon de maiz modificado, sacarosa o sucralosa,
cacao, saborizante chocolate y agua. Se prepararon tres
formulaciones, 5y 9, 6 y 8 2y 12% p/p, de proteinas y
almidon, respectivamente. El contenido de sacarosa y
sucralosa permanecié constante, 10% vy 243% p/p,
respectivamente. Las muestras se compararon con un postre
comercial bajo en calorias. Todas las muestras exhibieron un
comportamiento pseudoplastico a 20°C, las curvas de flujo
ajustaron bien al modelo de Carreau. Los espectros mecanicos
demostraron propiedades elasticas predominante (G'> G"),
con caracteristicas de geles débiles. La dependencia del
modulo complejo con la frecuencia se ajustd al modelo de
geles débiles para alimentos. La fuerza y el grado de
interaccion incrementaron con el contenido de almidon,
mientras el agregado de endulzantes y cacao demostrd

efectos diferentes. Las muestras con mayor contenido en
proteinas demostraron menor sinéresis. La adicién de azlcares
y cacao produjo un incremento en este fenédmeno. Por lo
tanto, el uso de proteinas de suero es factible en postres
lacteos.

Palabras Clave postres lacteos, proteinas de suero, reologia

Abstract

The aim of this work was to use whey protein in dessert
production and to compare its rheological properties with
those of milk-based products. Dairy desserts were prepared
with whey protein concentrate, modify corn starch, sweeteners
(sucrose or sucralose), cocoa, chocolate flavor, and water.
Three formulations with different compositions were prepared:
5and 9; 6 and 8; 2 and 12% p/p, of protein and corn starch,
respectively. The sucrose and sucralose content was kept
constant and equal to 10% y 243%, respectively. A
commercial low-calorie dessert was use as control sample. All
sample exhibited shear thinning behavior at 20°C, the flow
curves fitting well to the Carreau model. Mechanical spectra
showed predominantly elastic properties (G° > G"), with
characteristics of weak gels. Therefore, frequency dependency
of module complex for the samples was fitted by the weak gel
model for foods. The strength and the degree of interactions
increase with the starch content, while the aggregate of the
sweeteners and cocoa showed different effects. It was noted
that the samples with higher content of protein showed less
syneresis. The added sugars and cocoa produced an increase
in of this phenomenon. Therefore, the use of whey proteins in
dairy desserts is feasible.

Keywords dairy desserts, whey protein, rheology
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En la actualidad el consumidor se ha vuelto mas exigente en
cuanto a sus preferencias alimenticias, inclindndose por
alimentos saludables, como los reducidos en calorias o
aquellos con propledades nutricionales que permitan
disminuir el riesgo a contraer ciertas enfermedades. Por otra
parte, a nivel industrial, y debido a la necesidad de reutilizar
co-productos con el proposito de mitigar sus efectos sobre el
medio ambiente, surge el interés de explorar las propiedades
tecnoldégicas de éstos, lo que deriva en sus potenciales
aplicaciones en alimentos formulados. Por lo tanto, y en vista
al uso de nuevos ingredientes en remplazos de otros, resulta
interesante la utilizacion de concentrados de proteinas de
suero como ingrediente en postres lacteos, productos
consumidos por un amplio grupo etario, desde infantes hasta
ancianos.

Los postres lacteos son alimentos semisolidos, que se
elaboran a partir de azlcares, almidones nativos y/o
modificados, hidrocoloides, leche entera y/o descremada,
saborizantes y colorantes. La textura final en los mismos
resulta de la interaccién entre las caseinas de la leche con los
hidrocoloides, mientras que el almidén imparte viscosidad. Su
textura se puede describir como suave, cremosa a gelificada y
firme. Las propiedades reolégicas y sensoriales de estos
productos son fuertemente influenciadas por las
caracteristicas particulares de algunos ingredientes, y sus
interacciones cruzadas (Tarrega y Costell. 2006). La textura
constituye un importante parametro de calidad en alimentos
formulados que contienen agentes estructurantes tales como

proteinas y polisacaridos. Los postres lacteos semisolidos
muestran un comportamiento de flujo dependiente del
tiempo y caracteristicas pseudoplasticas, como asi también
propiedades viscoelasticas tipicas de geles débiles (Mleko y
Gustaw 2002, Tarrega y Costell. 2006).

Existen muchos trabajos de investigacion enfocados al uso de
las proteinas de suero. El interés por estas proteinas radica en
sus propiedades tecnoldgicas, funcionales y nutricionales. Las
proteinas de suero se componen principalmente de B-
lactoglobulina y a-lactalbdmina, que son proteinas globulares
compactas, con una secuencia de distribucién relativamente
uniforme de residuos polares, no polares y cargados. Estas
proteinas experimentan plegamiento intramolecular como
resultado de la formacion de enlaces disulfuros entre los
residuos de cisteina, los cuales ocultan la mayoria de los
residuos hidrofobicos en el interior de la molécula. Por esta
razon, las proteinas de suero en estado nativo no se agregan
fuertemente o interactlan con otras proteinas. Las proteinas
de suero constituyen cerca del 20% del total de las proteinas
de la leche pero son de mayor valor nutricional intrinseco
debido a la relativamente elevada abundancia de aminoacidos
esenciales y no esenciales, particularmente aminoacidos
sulfurados. Las proteinas de suero han demostrado mejorar la
pérdida de grasa, sintesis proteica y la respuesta inmune
humoral en adultos. Los aminoacidos ramificados en las
proteinas de suero estimulan la sintesis de glutaminas, la cual
controla las defensas antioxidantes y la funcién inmune
(Chandan y Kilara 2011). Las propiedades funcionales de las
proteinas de suero estan relacionadas fundamentalmente a
sus propiedades fisicas, quimicas, estructurales vy
conformacionales. Estas propiedades son alteradas por
factores tales como las condiciones de procesado, los factores
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ambientales y las interacciones con otros componentes de los
alimentos. En la gelificaciéon existe una interacciéon proteina-
proteina lo que produce una matriz firme. Los geles formados
por proteinas de suero son capaces de mantener el agua,
lipidos y otros componentes, generando a su vez propiedades
texturales muy importantes que influyen en la aceptabilidad
del consumidor (Jovanovi¢ et al 2005).

La mayoria de los trabajos de investigacion se basan en el
estudio de soluciones de aislados de proteinas de suero (WPI)
(>90% de proteinas) los que han demostrado buenas
propiedades de gelificacién, emulsificacién, espumado y
buena capacidad de retencién de agua bajo condiciones
especificas de temperatura, pH, fuerza i6nica y concentracion
(Bryant y McClements. 1998); se los ha estudiado solos o en
mezclas con distintos tipos de almidones, (Aguilera y Rojas
1996, Shim y Mulvaney 2001, Ravindra et al 2004, ) y
polisacaridos (Bryant y McClements 2000, Beaulieu et al 2001,
Turgeon y Beaulieu. 2001, Mleko y Gustaw. 2002, Tavares y
Lopes da Silva 2003, Li et al 2006, van de Berg et al 2009).
Pocos estudios se han realizado con concentrados de
proteinas de suero (WPC), estos se presentan en
concentraciones desde un 25% a un 80%. Las propiedades de
gelificacion del WPI son superiores a las del WPC, debido a un
mayor contenido en B-lactoglobulina, menor contenido en
grasa, lactosa y fosfolipidos (Lorenzen y Schrader 2006). Se
los utiliza como sustitutos de grasas junto con gomas,
celulosa en gel, celulosa microcristalina, maltodextrinas,
caseinato de sodio, como asi también proveen cuerpo y
textura a los productos. (Chandan y Kilara 2011).

Los geles obtenidos con WPC incluyen interacciones
hidrofébicas, electroestaticas, disulfuros y puente de
hidrégeno. Los WPC tienen distintas capacidades de

gelificacion.  Generalmente, gelifican a 60-90°C en
concentraciones de 80-120 g/L. El mecanismo de gelificacion
estd influenclado por la temperatura y tiempo de
calentamiento, pH, fuerza idnica, concentraciones de sal,
proteinas, azlcares y lipidos (Jovanovi¢ et al 2005).

El almidon de maiz modificado es un polisacarido
ampliamente utilizado como agente generador de textura.
Bajos niveles de almidon generan estructuras menos
gelificadas, mientras que altos niveles producen estructuras
mas firmes. Los almidones modificados por hidrolisis acida
derivan de la reaccion con é&cido clorhidrico 6 sulfurico,
mejorando las propiedades de mouth-feel (Chandan y Kilara
211).

El objetivo de este estudio fue evaluar el reemplazo total de
las proteinas de leche en postres lacteos por concentrados de
proteinas de suero mediante una caracterizacion reologica y la
capacidad de retencion de agua (sinéresis). Las formulaciones
se elaboraron con un concentrado de proteinas de suero,
almidén de maiz modificado, endulzantes (sacarosa o
sucralosa), cacao, saborizante a chocolate y agua.

Materiales y Métodos
Preparacion de Muestras

Para la formulacion de las mezclas estudiadas se utilizé un
WPC con el nombre comercial LACPRODAN®-80 (Arla Food
Ingredients S.A., Buenos Aires, Argentina). La composicion del
WPC provista por el proveedor es 78 + 2 % p/p de proteinas,
7 £ 2 % p/p de lactosa, 8 % p/p de grasa, 3,5 % p/p de cenizas
y 5,5 % p/p de humedad. Asimismo se utilizé almidon de maiz
modificado por hidrélisis acida (Glucovil Argentina S.A., San
Luis, Argentina), sacarosa (Ledesma, Jujuy, Argentina),
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sucralosa (Glutal S.A., Santa Fe, Argentina) y cacao (El Quilld, = P5A9-5-C 5 9 10 - 2 74
: : : : P5A9-SI-C 5 9 - 2,43 2 81,57

Santa Fe, Argentina), saborizante chocolate. Los ingredientes PEAS 6 8 B __ - 86

secos se pesaron y se disolvieron en la cantidad de agua  peAs-s 6 8 10 -- -- 76
destilada suficiente para alcanzar la concentracion deseada.  P6A8-Sl 6 8 - 243 - 83,57

Las suspensiones resultantes fueron mantenidas en agitacion — Loas>C 0 8 10 5 2 e
uspenst u u L Aguact P6AB-SI-C 6 8 - 2,43 2 81,57

magnética durante 2 horas a temperatura ambiente. A p2a12 2 12 - - - 86
continuacién,  estas  suspensiones  fueron  tratadas E;ﬁg; ; g 10 43 - ;257

termicamente a.80.§: durante 30 minutos baJ.o agitacion POA12-S-C 5 1 10 ! 5 74
constante. La agitacion fue provista por un equipo RW 20n P2A12-SI.C 2 12 - 2,43 2 81,57

(Ika Labortechnik, Brasilia, Brasil) a una velocidad angular de
60 rev/min. A este agitador se le adaptdé un impulsor
helicoidal construido especificamente para asegurar una
distribucion uniforme de la temperatura en toda la masa de la
suspension. Finalizado el tratamiento térmico, las muestras Los ensayos se realizaron en un redémetro Haake RheoStress
fueron llevadas a una temperatura de 25°C en un bafio RS80 (Haake Instruments Inc, Paramus, NJ, US.A) con
termostatico con agitacion durante unos 30 minutos y se geometria cono-plato de 60 mm de didmetro y 2° de angulo

(*) Corresponde al equivalente en poder endulzante al 10% p/p de sacarosa.

Reometria

refrigeraron toda una noche a 4°C. El comportamiento
reologico de las mezclas formuladas se comparé con el de un
postre comercial semisélido dietético, sabor chocolate,
adquirido en un comercio local, el cual se tomdé como
referencia en este estudio. Este producto comercial presenta
en su composicién de 4,2 % p/p de proteinas, 16 % p/p de
almidén modificado, 8 % p/p de sacarosa 'y 0 % p/p de grasa.
Todas las muestras se prepararon por duplicado. Las muestras
preparadas se muestran codificadas en la Tabla 1.

Tabla 1: Composicion de las muestras para postres.

Proteinas

del cono. Se realizaron curvas de fluidez desde 1 y hasta
1000s™" a 20°C. A partir de estas curvas se obtuvo la viscosidad
aparente a una velocidad de deformacion de 50s”" (7350,
definida como la velocidad de deformacién generada durante
la degustacion en la boca (Bourne 2002). Wood (1968)
correlacioné la textura percibida de los hidrocoloides con sus
propiedades reoldgicas de flujo y concluyé que el estimulo
asociado con la evaluacién oral de la viscosidad fue un
esfuerzo de corte desarrollado en la boca a una velocidad de
deformacién constante de 50s™', aproximadamente.

Se realizaron barridos de frecuencia de 0,01 a 10 Hz a una
amplitud de deformacion de 0,005 a 20°C. La region

Muest e Almidén  Sacarosa  Sucralosa  Cacao Agua viscoelastica lineal se determind previamente realizando
uestra e sSuero . .y .

Goprp)  P/P) %p/p)  (%p/p)*  (%p/p)  (%p/p) barridos de deformacién de 0,001 a 0,1 a una frecuencia de 10
P5A9 5 9 -- -- -- 86 Hz. Se obtuvieron las dos componentes del médulo complejo
P5A9-S 5 9 10 - - 76
P5A9-SI 5 9 - 2,43 - 83,57
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(G*), el modulo elastico (G) y el modulo viscoso (G7). Todas
las determinaciones se realizaron por duplicado.

Caracterizacion Reologica
Modelo de Carreau

Los datos de la viscosidad aparente 7., en funciéon de la
velocidad de deformacion se ajustaron con el modelo de
Carreau:

770 _7700

Map =Moo ¥ = =
[”(/,.»u (1)

Donde 7y es la viscosidad a deformacion cero [Pa s], 7« es la
viscosidad a deformacién infinita [Pa s], y. es la velocidad de
deformacién al inicio de la regién pseudoplastica [s']y m es
el parametro relacionado a la pendiente de la ultima region.

Modelo de geles débiles

La dependencia del mddulo complejo, |G*| de la frecuencia (w)
se ajustd al modelo de geles débiles para alimentos (Gabriele
et al 2001). Este modelo provee una relacion directa entre la
microestructura del material y sus propiedades reoldgicas. De
acuerdo a este modelo, el modulo complejo queda expresado
como:

|G*| — ((;y)2 +(G")2 — AFa)l/z (2)
Donde z es el factor de interaccion, nimero de unidades de
flujo que interactdan unas con otras para dar la respuesta al

flujo observada, y Ares la fuerza de las interacciones entre las
unidades de flujo del gel.

Capacidad de retencion de agua (sinéresis)

El grado de sinéresis se evalu6 mediante un método
gravimétrico a partir de la pérdida de peso de la muestra por
remocién del agua sobrenadante. Se calculd la pérdida
porcentual de agua a los 7 y 14 dias de almacenamiento a 4°C.
El agua liberada por sinéresis se determin6d en términos del
agua liberada por accién de la gravedad durante el periodo de
almacenamiento y por centrifugacion a 3500 g durante
15minutos a 20°C después del periodo de almacenamiento
mencionado.

Analisis Estadistico

Se aplicdé un analisis de varianza multifactorial (ANOVA) y
cuando los efectos de los factores fueron significativo (P <
0,05) se aplico el test de Fischer LSD de rango multiple con un
nivel de confianza del 95%. El analisis estadistico fue realizado
con el programa Statgraphics (Statgraphics Inc., Rockville, MD,
US.A).

Resultados y Discusion
Caracterizacion Reoldgica

A través de las curvas de fluidez se analiz6 el comportamiento
reologico de las muestras sometidas a flujo de corte
rotacional. Las mediciones experimentales se muestran en la
Figura 1, donde se observa que tanto las mezclas formuladas
como el postre comercial presentaron un marcado
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comportamiento pseudoplastico a 20°C. Este tipo de
respuesta es caracteristica en postres formulados con
diferentes mezclas de proteinas y polisacaridos (Mleko 1997,
Mleko y Gustaw 2002, Tarrega y Costell 2004, Abu-Jdayil 2003,
Tarrega et al 2005, Tarrega y Costell 2006). A partir de los
valores de 75, que se muestran en la Tabla 2 se puede
observar que las muestras P5A9 y P6A8 con agregado de
sucralosa fueron similares al postre comercial. Todas las

vuelve dependiente de la velocidad de deformacion a valores
de y. superiores a 1,6587 s™'. Del analisis de los valores de m
se puede observar que las muestras con 6% p/p de proteinas
son menos pseudoplasticas que el resto. El agregado de
endulzantes disminuyé la pseudoplasticidad, pero cuando el
contenido de almiddén fue elevado este comportamiento se
revirtio.

formulaciones con 12% p/p de almidén y 2% p/p de proteinas 1000,00 T 1000,00 Ty
presentaron los valores mas elevados de 7. El agregado de sha00 i 160,00 FoALS
almidén aumenté la viscosidad de las formulaciones. Este . R e X :h:\'
comportamiento se condiciona con que el almidon se £ - PIASSIC| 2 - . 3 olscaiots
caracteriza por impartir viscosidad a las mezclas. & 100 ‘:"u.": 21;:'““-“' * Lo "y : + Comercial
Los datos de viscosidad aparente versus velocidad de ! P 0,10 "y

deformacién presentaron un buen ajuste con el modelo de
Carreau presentando un error de ajuste maximo de 0,55%.
Cuanto mayor es el contenido de almidon, mayor fue la
viscosidad presentada a bajas velocidades de deformacion
(10, mientras que el agregado de endulzantes disminuyd este
parametro. El agregado de cacao aumentd 7, en todas las
muestras, debido al espesamiento por el agregado de sélidos.
Todas las muestras con matriz P5SA9 y P6A8 no presentaron
diferencia estadisticamente significativa con el postre
comercial en este parametro, y su resistencia al flujo fue
menor que las muestras con mayor contenido en almidon. Las
muestras con 12% p/p de almidon presentaron una marcada
pseudoplasticidad, siendo y. el mas pequefio de las muestras.
El agregado de azucares y cacao modificd la pendiente de las
curvas de flujo, disminuyendo la pseudoplasticidad. A bajas
velocidades de deformacion, la regidon newtoniana fue mas
amplia para las muestras con 8 y 9 % p/p de almiddn, es decir
que a bajas velocidades de deformacion la viscosidad se

1i]|
| 1] 100 | GO 1000 ] 1 10 00

¥ (1]

100000

N I 8]

=

- .
74

¥l

Figura 1: Curvas de Fluidez para las distintas muestras a 20°C
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Tabla 2: Parametros del modelo de Carreau y la viscosidad
aparente a 50s™ (5759 obtenida tedrica y experimentalmente a
20°C.*

Muestra Parametros nso[Pa s]
nolPasl  nwlPasl pcls’] m Tebdrica Experimen
tal
P5A9 24,5905°  0,0853%  2,4532' 0,4520°  1,6896 1,555
P5A9-S 16,1584°  0,0797%  1,2929°®  0,3897%"  1,0105 0,937¢
P5A9-SI 13,7800  0,0636°  1,5805“°" 10,3869  1,0102 0,725°
P5A9-S-C  17,9772° 0,0817°

J,8885e‘g 0,3878° 11,4909 1,442'
L

P5A9-SI-C  9,5970°  0,0455%®  2,1138""™ 0,3764°° 00,9277 0,927

P6A8 15,0163*  0,0641°®  2,35579"  0,4063' 1,3118 1,075¢
P6AS8-S 10,7968°  0,0747% 2,76866'9 0,3612*  1,0330 1,00°%
P6A8-S| 6,95708°  0,0459*  2,5361™  0,3662*°° 00,8236 0,680°
P6A8-S-C 13,3071  0,0557*° 1,6587°"  0,3546° 1,2390 1,155°
P6A8-SI-C  8,12066°  0,0409° 1,7419%" 03550  0,7857 0,770°
g
P2A12 1225740 0,1162%"  0,2208°  0,5435' 3,4937 2,742
00°
P2A12-S 0,4400®  04781"  3,3238 3,165

2b95,o3oo 0,1322"
a

1,0940°  0,4846" 1,9292 1,8909
0,3505®  0,4825"  4,3685 3,552

P2A12-Sl 74,4854  0,0995'
P2A12-5-C  502,3790 0,1804'

P2A12-Sl-  110,1830 0,1169" 1,0988°¢  0,4872" 2,7831 2,222"
C a
Comercial  18,0024°  0,0686°® 0,9957° 04054  0,8175 0,802%°

" Los valores promedio con letras diferentes en una columna indican
diferencias significativas (P < 0,05)

De la Figura 2 se puede observar que el comportamiento
reoldégico de las muestras fue similar al del postre comercial.
Los espectros mecanicos de todas las formulaciones
mostraron propiedades predominantemente elasticas (G' >

G"), tipico de materiales gelificados. Desde el punto de vista
estructural, la representacion grafica del In(G', G”) en funcidn
del InO para geles verdaderos muestran curvas con pendiente
positiva, donde G’ es mayor a G” en todo el rango de la
frecuencia estudiado. En geles débiles existe una mayor
dependencia de la frecuencia para los mddulos dinamicos,
sugiriendo la existencia de procesos de relajacién que ocurren
a escalas cortas de tiempo, ademas de una menor diferencia
entre los valores de los modulos, lo que indica que se
recupera un bajo porcentaje de la energia almacenada (Lopez
da Silva y Rao 1999). Por lo tanto, los espectros mecanicos de
todas las muestras denotan estructura de geles débiles.

Consecuentemente, los datos del moédulo complejo (|G*|)
versus la frecuencia se ajustaron con el modelo de geles
débiles para alimentos. A partir de los parametros del modelo
(Tabla 3) se observa que las muestras de matriz P5A9 y P6A8 y
el postre comercial no mostraron diferencias significativas
estadisticamente en el valor de la fuerza de interaccion.
Mientras que la fuerza del gel y el grado de las interacciones
aumentaron con el contenido de almidon, confiriéndole
caracteristicas mas solidas. El agregado de los endulzantes y
cacao mostrd efectos diferentes. El agregado de endulzantes
disminuyd el numero de las interacciones en todas las
muestras de matriz P5A9 y P6AS8, siendo iguales a las del
postre comercial. El postre comercial y la muestra P6A8
presentaron un valores de z similares, lo que le confiere
caracteristicas mas fluidas. Lo que reafirma lo determinado en
los ensayos de fluidez a partir del modelo de Carreau. Los
postres con elevados contenido en almidén presentaron un
elevado numero de interacciones lo que le confiere
caracteristicas mas sélidas. El agregado de azucares en las
muestras con 12% de almidén incremento el caracter elastico.
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contenido de proteinas mejoré la capacidad de retencion de
agua. No hubo importantes diferencias en la sinéresis
respecto al tiempo de almacenamiento a 4°C. Bajo
condiciones de centrifugacion hubo una mayor liberacion de
agua, a ambos tiempos de almacenamiento. El tiempo de
almacenado no afect¢ el grado de sinéresis.

Tabla 3: Parametros del modelo de geles débiles evaluados a
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Figura 2: Espectros mecanicos de las distintas muestras a
20°C. Los simbolos llenos corresponden al médulo elastico, G,
y los simbolos vacios corresponden al médulo viscoso, G'".

En cuanto a la capacidad de retencién de agua por gravedad
(Tabla 4) se observé que las muestras con mayor contenido en
proteinas presentaron una menor sinéresis. El agregado de
azUcares y cacao produjo un aumento de este fendmeno. No
obstante, en todos los casos analizados el porcentaje de
sinéresis fue menor al 10%. Las muestras P5A9 y P6A8 no
presentaron diferencias significativas en lo que se refiere a
sinéreis. El agregado de endulzantes aumento la sinéresis de
estas muestras. La sinéresis aumentd en las muestras con
mayor contenido en almidon. Aparentemente un mayor

Muestra Ar z

P5A9 370,507%° 14,6077°"
P5A9-S 181,234%° 7,0757
P5A9-Sl 349,618% 12,4628°
P5A9-S-C  238,305% 4,70892
P5A9-SI-C 430,293 9,8818¢°
P6A8 640,646°° 8,7341%
P6A8-S 454,789%° 6,0127%°
P6A8-SI 85,1822 7,1719¢
P6A8-S-C  130,9822 7,5710°<
P6A8-SI-C  126,8242 7,3956
P2A12 1029,910¢ 13,9008°
P2A12-S 2047,510¢ 14,9198
P2A12-Sl  2833,510f 16,72049
P2A12-S-C  2634,600°"  14,6758°"
P2A12-Sl- o0 ggoce 16,35269
C ,

Comercial  94,619° 8,4658°

* . . . .
Los valores promedio con letras diferentes en una columna indican

diferencias significativas (P < 0,05)
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Se concluye que las proteinas de suero proveen caracteristicas
solidas a los postres. El comportamiento pseudoplastico de
todas las muestras se interpretd satisfactoriamente con el
modelo de Carreau. Estos parametros permiten analizar el
comportamiento del material sometido a flujo de corte. El
espectro mecanico de todas las muestras estudiadas
denotaron estructura de geles débiles. La interpretacion de los
resultados con el modelo de geles débiles permitié diferenciar
la microestructura y la fuerza de interaccién entre los
componentes.

ElL mayor contenido de proteinas de suero disminuyd la
sinéresis, mientras que el agregado de endulzantes aumenté
este defecto.

El comportamiento de las muestras con 5y 6 % p/p de
proteinas fue similar al del postre comercial. Se concluye que
es factible el uso de proteinas de suero en postres lacteos,
debido a que éstos presentaron similares caracteristicas
texturales a las del postre comercial.

Tabla 4: Sinéresis a los 7 y 14 dias de almacenado a 4°C. *

P6A8-SI 5,505 4,555°% 22,255¢ 24,1879

P6A8-S-C 6,540%" 5,847 25,637 24,2559
P6A8-SI-C 8,162 7,052" 28,954° 31,775"
P2A12 5,1920 5,042°% 13,412 12,815
P2A12-S 4777 4,087 10,405° 9,780
P2A12-Sl 4,592 5,232 10,810° 14,052
P2A12-S-C 3,540%° 6,612° 10,453° 10,032"
P2A12-SI-C 6,582%" 6,620 14,550° 15,195

Agua eliminada (%) por

Muestra Gravedad Centrifugaciéon

7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
P5A9 2,347° 1,9472 8,677° 8,632°
P5A9-S 10,1159 6,842°" 25,047% 22,840'
P5A9-S| 4,932° 2,297 20,890 15,425%
P5A9-S-C 3,675 3,632% 19,660° 17,275%
P5A9-SI-C 6,130 6,367 26,797% 19,277
P6AS 2,207° 1,7952 9,912° 1,7952
P6A8-S 6,700°" 5,820 23,622% 18,782°"

" Los valores promedio con letras diferentes en una columna indican
diferencias significativas (P < 0,05)
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Resumen: La distribucion de los compuestos fendlicos se
analizd en forma cuali y cuantitativa por HPLC-UV en muestras
de aceite de oliva virgen extra (COI T.20/Doc.N 29, 2009), en la
pasta de aceituna a la salida del molino, de la batidora y en el
alperujo en dos cultivares, Arbequina (A) y Frantoio (F). Los
solidos fueron liofilizados y desgrasados con hexano
previamente a la extraccion de los biofenoles con solucion
metanol.agua (80:20,v/v). La mayor parte de los compuestos
fenodlicos presentes en la pasta de aceituna fueron retenidos
en el alperujo pasando al aceite sélo una minima cantidad. Se
detectd una modificacion en el perfil fendlico entre las
corrientes solidas atribuible a una transformacion de estos
compuestos debido a la accion de enzimas enddgenas
durante el proceso. También se observé un cambio en el perfil
entre el alperujo y el aceite extraido indicando que los
compuestos fendlicos poseen distintos coeficientes de
particion. Cabe destacar, el alto contenido de hidroxitirosol en
el alperujo (A= 2222 + 26, F= 1124 + 52 mg/kg en base seca y
desaceitado). Este compuesto, de gran poder antioxidante y
reconocidas propiedades nutracéuticas, convierte al alperujo
en una potencial fuente de compuestos de alto valor
agregado e interés comercial.

Palabras clave: biofenoles, aceite de oliva virgen, alperujo.

Abstract: The distribution of phenolic compounds was
analyzed qualitatively and quantitatively by HPLC -UV in
samples of extra virgin olive oil (COI T.20/Doc.N 29, 2009),
olive paste at the mill outlet, the malaxator outlet and
“alperujo” in two cultivars, Arbequina (A) and Frantoio (F).
Solid samples were lyophilized and defatted previously to the
extraction of the biophenols with methanol:water solution
(80:20, v/v). Most of the biophenols present in the olive paste
are retained in the semisolid waste “alperujo’ passing only a
minimal amount to the oil. A change was detected in the
phenolic profile between solid streams attributable to the
transformation of these compounds due to the action of
endogenous enzymes throughout the process. It was also
observed a change in the phenolic profile between alperujo
and oil indicating that biophenols have different partition
coefficients. It is interesting to note the high content of
hydroxytyrosol in alperujo (A= 2222 + 26, F= 1124 + 52 mg /
kg in dry basis and deoiled). This compound, which is a
powerful antioxidant with well known nutraceutical properties,
makes the alperujo a potential source of high added value
compounds and commercial interest.

Keywords: biophenols, virgin olive oil, alperujo
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El aceite de oliva es un producto natural muy valorado por su
aroma y sabor caracteristico el cual depende directamente del
perfil quimico. Los compuestos fenélicos son los responsables
de su sabor amargo y picante (Tsimidou 1998). Por otro lado,
son también los responsables, junto con el perfil de acidos
grasos y otros compuestos minoritarios, de la estabilidad
oxidativa del aceite (Cecty Carelli 2010).

Pese a su complejidad no se han reportado diferencias
cualitativas en el perfil fenélico de la aceituna en relacidn con
la variedad y/o la zona de cultivo. Sin embargo, existen
notables diferencias cuantitativas dadas por factores de
caracter agronémico y tecnologico tanto en la pasta de
aceituna como en el aceite. Entre los factores agronémicos se
destacan la variedad, los factores ambientales (climatologia y
tipo de suelo), las practicas culturales (riego, tratamientos
fitosanitarios, sistema de recoleccion), ast como el periodo de
recoleccién. Como principales factores tecnologicos se
destacan el tiempo y condiciones de almacenamiento de la
oliva antes de su procesamiento, el sistema de extraccidn,
temperatura y tiempo de batido de la pasta como asi también
las condiciones de conservacion del aceite.

Las clases mas importantes de compuestos fendlicos en la
pasta de aceituna incluyen acidos y alcoholes fendlicos,
secoiridoides y flavonoides. Los alcoholes fendlicos
mayoritarios son el hidroxitirosol y el tirosol mientras la
oleuropeina y el ligustrésido son los secoiridoides
predominantes y el verbascosido se encuentra entre los
derivados secoiridoides. Otro grupo presente lo constituyen

los flavonoides (luteolina, rutina y apigenina) y sus glucosidos
(luteolina-7-0O-glucdsido y apigenina-7-0O-glucosido).

En el aceite de oliva los compuestos fenolicos principales
identificados pertenecen a cinco clases diferentes: acidos
fenolicos, lignanos (pinoresinol y acetoxipinoresinol), flavonas
(luteolina y apigenina), alcoholes fenil-etilicos (hidroxitirosol y
tirosol) y secoiridoides (agluconas de la oleuropeina y el
ligustrésido) (Artajo et al 2007).

Esta diferencia en el perfil fendlico del aceite se debe a una
serie de cambios que se producen a lo largo del proceso de
extraccion. La molienda ocasiona la destruccion de las células
del fruto mientras que el amasado o batido conduce al
mezclado del contenido celular. Como consecuencia de estas
dos acciones, una cadena de reacciones produce cambios en
la estructura molecular de la oleuropeina y el ligustrésido
llevando a la formacion de derivados secoiridoides (Artajo et
al 2007). Finalmente, en la centrifuga horizontal de dos fases,
los compuestos fendlicos son particitonados de acuerdo a su
afinidad por el agua o el aceite; como resultado, casi la
totalidad de los compuestos fendlicos presentes en el fruto
son retenidos en el alperujo (menos del 2% son transferidos al
acelte).

Es generalmente aceptado el hecho que la molienda es el
primer paso hacia la activacién de las pB-glucosidasas
enddgenas encontradas en el fruto, resultando en un sistema
multifasico donde la demetiloleuropeina, derivada de la
actividad de las esterasas, podria actuar como un sustrato de
las B-glucosidasas permitiendo la formacién de agluconas
estables (Ryan et al 2002).

En este contexto, el objetivo del trabajo fue estudiar y
comparar la distribucion de los biofenoles en las diferentes
corrientes de procesamiento de la industria del aceite de oliva
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de dos cultivares (Arbequina y Frantoio) producidas en la
Provincia de Buenos Aires.

MATERIALES Y METODOS
Muestras

Los frutos de oliva de Arbequinay Frantoio fueron cultivados
en el partido de Coronel Dorrego, provincia de Buenos Aires y
cosechados en el afio 2013. Las aceitunas fueron procesadas
en una PyME mediante un sistema de procesamiento con
decantador (centrifuga horizontal) de dos fases, utilizando una
temperatura de batido de 28 °C durante 50 min. Se extrajeron
muestras de aceite de oliva virgen extra y de corrientes de
solidos obtenidas a la salida del molino (aceituna entera
molida), de la batidora y de la centrifuga (alperujo).

Las muestras de aceite fueron mantenidas en frio (4-5 °C) y los
solidos fueron liofilizados y almacenados a -20 °C. Todas las
muestras fueron conservadas bajo atmosfera de nitrégeno
para evitar su deterioro.

Contenido de agua y aceite en solidos

La determinacion del contenido acuoso se realiz6 mediante
gravimetria antes y después de la liofilizacién de los solidos.

El contenido de aceite se determin6 mediante extraccion con
hexano y posterior evaporacion del solvente.

Extraccion y cuantificacion de biofenoles Aceite
La determinacion de los biofenoles en el aceite se llevo a cabo

siguiendo el método descripto en la norma internacional
COI/T.20/DOC.29 (COIl 2009). Este método se basa en la

extraccidon de los biofenoles directamente a partir del aceite
de oliva mediante una solucion metanodlica y su posterior
cuantificacion por HPLC-UV, utilizando acido siringico como
patrén interno.

El contenido de derivados naturales u oxidados de la
oleuropeina y del ligustrésido, lignanos y acidos fendlicos se
detectd a 280 nm y se expres6 en mg de tirosol/kg de aceite
usando un estandar externo de calibracidon con tirosol y acido
siringico.

Los flavonoides fueron cuantificados a 335 nm y expresados
en mg/kg de aceite usando curvas de calibrado con
estandares de luteolina y apigenina.

Solidos

Las muestras fueron liofilizadas y tratadas dos veces con
hexano para permitir la extraccién de pigmentos y la mayor
parte de los lipidos. Luego, se procedid a extraer los
compuestos fenodlicos de la fase solida desaceitada dos veces
con solucién metanol:agua (80:20, v/v) conteniendo 400 mg/L
de metabisulfito de sodio. Las fases hidrometandlicas se
combinaron y se filtraron para luego ser evaporaradas a
sequedad (T< 35 °C, bajo vacio) (Tovar et al 2002, Morell6 et
al 2005). Finalmente, el residuo se disolvio en 5 mL de
solucion estandar (acido siringico en metanol/agua, 80/20 v/v)
de concentracién 0,015 mg/mL y se filtré con filtro Millipore
PVDF de 0,45 pym. El analisis cuantitativo se realizd por HPLC-
UV identificando los compuestos por comparacién con los
tiempos de retencién de estandares comerciales y datos de la
bibliografia (Morellé et al 2005, Obied et al 2005). Los
biofenoles individuales fueron evaluados a 280 nm
expresando los resultados como mg equivalentes de
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tirosol/kg de solido en base seca y desaceitada. Los
flavonoides fueron cuantificados a 335 nm como mg
equivalentes de apigenina/kg de sélido seco y desaceitado
por el método del estandar externo.

Analisis estadistico

Las determinaciones analiticas fueron realizadas por
duplicado. Las muestras independientes fueron procesadas
por duplicado para el analisis cromatografico. Los resultados
se expresan como valores medios acompanados por el
intervalo de 95% de confianza. Para establecer diferencias
significativas entre corrientes de procesamiento y cultivares se
utilizoé el test t de comparacidén de medias con un nivel de
significacion del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Contenido de agua y aceite en solidos

En la Tabla 1 se muestran los contenidos de humedad y aceite
de las corrientes sélidas. En ambas variedades no se
observaron diferencias significativas en los contenidos de
humedad de las corrientes. Ademas, para cada corriente solida
el contenido de humedad no difirié significativamente entre
varietales.

En cuanto al contenido de aceite, como es de esperar, el
alperujo presentd una cantidad significativamente menor que
las otras corrientes sélidas presentando la variedad Frantoio
una mayor extraccidon de aceite (=50%) con respecto a
Arbequina (= 35%).

Tabla 1. Contenido porcentual de agua y aceite de las
corrientes solidas

Corrie Arbequina Frantoio
nte
Humeda Aceite Aceite® Humedad Aceite' Aceite*
d 1

Molin  54,84z0, 18,48+ 40,9141, 58,10+1,7 1581+2 37,7445,
o 33 aA 0,86 91 aA 8 aA 15 13 aA
Batid 56,6816, 1911+ 44,1145, 57,53+12, 18,11+1 42,6343,
ora 16 aA 2,3 44 aA 36 aA ,68 96 aA
Alper 62,05+3, 1091+ 28,7414, 60,11+0,8 8,081, 20,26+3,

ujo 70 aA 1,64 32 bA 9 aA 54 87 bB

" Porcentaje en base hiimeda. “ Porcentaje en base seca.
Valores medios de dos réplicas analizadas por duplicado * intervalo de
confianza (95 %).

Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas entre las
corrientes (Prueba t, a= 0,05).

Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre
variedades (Prueba t, a= 0,05).

Contenido de biofenoles

En la Tabla 2 se muestran los contenidos de biofenoles totales
y de aquellos compuestos mas relevantes presentes en las
diferentes corrientes del proceso de obtencion de aceite de
oliva virgen extra de las dos variedades estudiadas.

El contenido de biofenoles totales no presentd diferencias
significativas entre corrientes solidas, pero st entre varietales
siendo mayor en Arbequina. Lo mismo fue observado en el
aceite. Es importante destacar la baja concentraciéon de
biofenoles en los aceites en comparacidon con las corrientes
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solidas, lo que confirma el caracter hidrofilico de estos
compuestos.

Las clases mas importantes de compuestos fendlicos
encontrados en las corrientes sélidas incluyeron en orden de
magnitud: alcoholes fendlicos, secoiridoides y sus derivados, y
flavonoides. Los alcoholes fendlicos principales fueron el
hidroxitirosol y el tirosol. Entre los flavonoides se encontraron
principalmente luteolina, rutina, apigenina y luteolina-7-
glucosido. Por otro lado, los secoiridoides predominantes
fueron la oleuropeina, demetiloleuropeina y el derivado
verbascosido.

Al comparar varietales, las corrientes solidas de Arbequina
presentaron un mayor contenido de hidroxitirosol,
oleuropeina, luteolina, luteolina-7-glucédsido y rutina; mientras
Frantoio se destacé por su mayor contenido en tirosol.
Analizando el aceite, Arbequina presentd un mayor contenido
de hidroxitirosol. En el aceite de Frantoio no fue detectado
hidroxitirosol pero si se observaron cantidades superiores de
tirosol.

En las corrientes solidas se encontré que los compuestos
secoiridoides, oleuropeina, demetiloleuropeina y verbascosido
tienden a disminuir en promedio durante el batido. Esto es
posiblemente debido a la accién de las enzimas enddgenas de
los frutos (Servili et al 1999). En la variedad Frantoio fue
observable un aumento de verbascésido en el alperujo
acompanada con una disminucion de la oleuropeina. Esto se
ha atribuido a una ruta de degradacion parcial de la
oleuropeina que conduciria a la formacion de verbascosido
(Artajo et al. 2007). En cuanto a los derivados secoiridoides, en
las corrientes solidas de ambas variedades, solo fue detectado
3,4-DHPEA-EDA (forma dialdehidica del acido elendlico ligado
a hidroxitirosol).

En el aceite no se observaron cantidades detectables de
compuestos secoiridoides. Sin embargo, el aceite presentd
ademas de 3,4-DHPEA-EDA lo siguientes derivados
secoiridoides: pHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA y pHPEA-EA;
mostrando un perfil diferente en ambas variedades. Similares
resultados fueron observados por Artajo et al. (2007)
indicando que ademas de las diferencias en la afinidad relativa
de los derivados secoiridoides, ocurren complicadas
reacciones de isomerizacién y de equilibrio en la interfase
aceite-agua aun no dilucidadas.

Al considerar los compuestos flavonoides y sus glucésidos,
éstos en su conjunto fueron mas abundantes en las corrientes
solidas de la variedad Arbequina, permaneciendo
practicamente constantes durante el procesamiento en ambos
varietales. En el aceite sélo se observaron bajas cantidades de
luteolina y apigenina, no siendo detectables rutina y los
glucosidos de flavonoides.

Finalmente, se observaron en el aceite lignanos (pinoresinol y
acetoxipinoresinol) que no se encontraron presentes en las
corrientes solidas. Estos compuestos se hallan en el carozo de
la aceituna y son de caracter lipofilico por lo que son
totalmente extraidos en la fase oleosa. El contenido de estos
compuestos fue superior en Frantoio posiblemente debido a
su menor relacién pulpa/carozo (4,7) respecto a Arbequina
(6,6) (INTA, 2009).
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Es posible apreciar que la mayor parte de los compuestos
fendlicos presentes en la pasta de oliva fueron retenidos en el
alperujo, obteniéndose una baja concentracidén en el aceite
virgen. Este comportamiento se debe al caracter mayormente
hidrofilico de estas estructuras.

Cabe destacar el perfil diferente del aceite con respecto a las
corrientes solidas. En el aceite predominaron los liganos y
derivados secoiridoides siguiendo en bajas proporciones los
flavonoides y alcoholes fendlicos. Asi mismo, fue comprobada
la influencia del varietal sobre los perfiles fendlicos del aceite
y corrientes solidas. Por otra parte, el hidroxitirosol que es un
compuesto de gran poder antioxidante y reconocidas
propiedades nutracéuticas se encontr6 en grandes
proporciones en el alperujo conviertiéndolo en una potencial
fuente de compuestos de alto valor agregado e interés
comercial.

Tabla 2. Contenido biofendlico de las diferentes corrientes de
procesamiento

Compuesto Arbequina Frantoio
Moli Batid Alper Ace| Moli Batid Alper Aceit
no' ora' ujo' ite’| no' ora' ujo e’
Biofenoles 7728 7724 7787 293 | 6266 5776 5714 152+
Totales 1646 +150 +129 +3 [ +261 +314 892 4,1A
aB aB 8aB B aA aA aA
Alcoholes
fenélicos
3,4-DHPEA 1804 2442 2222 29| 1434 1305 1124 nd. A
(Hidroxitiros *196 +78 +26 0, [ +106 %75 52

ol)
p-HPEA
(Tirosol)

Secoiridoid
es
Oleuropeina

Demetiloleu
ropeina

Derivados
secoiridoid
es
3,4-DHPEA-
EDA

pHPEA-EDA

3,ADHPEA-
EA

pHPEA-EA

Verbascosid
o

Lignanos
Pinoresinol+
acetoxiptnor
esinol
Flavonoides
Luteolina

Apigenina

Luteolina-7-

aB
114+
6 aA

483+
73 aB
145+
1aA

199+
15 aA

235+
40 bA

381+
31 aB

22+3
aB

48+1

cB

139+
3 bA

400+
8 aB
136+
21
abA

188+
7 aA

157+
10
abA

321+
3aB

18+3
aA

40+7

bB

163+
16 bA

404+
88 aB
218+
22 bB

192+
57 aA

149+
36 aA

348+
58 aB

19+2
aA

417

2B
1,7
£0,
TA

0,8

+0,

0A
15,8
+0,

6B
35,3
+0,

5B

12,8
+0,

3B

44,6
+0,
2A

10,0
+0,
1B
2,0
+0,
1B

bA

155+
11 aB

258+
14 bA
282+
30 bB

225+
14 bB

287+
77 bA

250+
32 aA

16+1
aA

17+2

bA

168+
9 aB

248+
1 bA
144+
8 aA

165+
36 aA

147+
33 aA

224+
20 aA

211
bA

aA
174+
10 aA

125+
29 aA
126+
19 aA

150+
2 aA

420+
39 bB

221+
9 aA

17+1
aA

12+1

67,5+
18B

3,00,
0A

1,00,
0A
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O-glucésido  aB aB aB cA aA bA
Rutina 123+ 98+1 94+1 551 5946 514

15bB abB 1aB aA aA aA
Apigenina- 4+0 4+1  4%0 8+2 10+1 9%2
7-0O- aA abA bA aB aB aB
glucésido

'Los resultados estin expresados en mg/kg de sélido en base seca
desaceitada. °Los resultados estin expresados en mg/kg de aceite.

Valores medios * IC (95%) de dos réplicas inyectadas dos veces en el
cromatégrafo.
Letras mintsculas diferentes indican diferencias significativas entre las
corrientes (Prueba t, a= 0,05).
Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre
variedades (Prueba t, a= 0,05).
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Resumen: El secado de girgolas (Pleurotus ostreatus)
previamente congelados, fue evaluado para las temperaturas:
50, 60 y 70°C, velocidad de aire de 2 m/s y 5 % de humedad
relativa. El objetivo de este trabajo ha sido estudiar distintos
modelos matematicos que represente la variacién del
contenido de humedad de los hongos, para seleccionar el que
mejor se ajuste a los datos experimentales. El error estandar
residual y la funcion de informacion de Akaike fueron los dos
estadisticos utilizados como criterio de bondad de ajuste, para
la seleccion y comparacion de modelos. Los modelos de Page
y Midilli et al resultaron ser los mas apropiados. El coeficiente
de difusividad efectiva (D.s) y la energia de activacion (£)
fueron calculados para las condiciones del trabajo. El D.#varid
entre 6,64 x 10'%y 1,024 x 10% en el rango de temperaturas
estudiado y la E, obtenida fue de 23,02 KJ.mol ™.

Palabras clave: Pleurotus ostreatus, deshidratado, modelado

Abstract: Oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) drying,
previously frozen, was evaluated. Air temperatures of 50, 60
and 70°C, at 2 m/s and 5 % humidity were used for the drying

experiments. This work aimed to study different mathematical
models that represent the drying kinetics of mushroom and
select the best model for the drying curves. The residual
standard error and the Akaike’s An Information Criterion were
the statistics used for comparision and selection of models.
The best models were Midilli et al and Page. The effective
diffusivity coefficient (D.s) and the activation energy (£, were
calculated for the work conditions. The D.s#ranged from 6,64 x
10" to 1,024 x 10% for the studied temperature range. The
E. for the diffusion water was 23,02 KJ.mol ™.

Keywords: Pleurotus ostreatus, drying kinetics, modeling
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El cultivo de hongos comestibles es una industria
biotecnolégica en continuo proceso de expansion y que, poco
a poco, ha ido cobrando mayor importancia en el ambito
econdmico de muchos paises. ComUnmente conocidas como
girgolas, son apreciadas, no solo por su textura y flavor sino
también por sus propiedades terapéuticas. Sin embargo, en
vista de su elevado contenido de humedad y corta vida util, la
produccién de hongos a escala comercial es una tarea dificil.
La aplicacién de mejores técnicas post-cosecha para prolongar
la vida util y mantener la calidad de los hongos, juega un rol
importante al momento de su comercializacién (Elmastas et al
2007). Dentro de las posibilidades de procesar materia prima
lo mas importante es evaluar la estabilidad del hongo durante
el proceso de secado. Para prolongar lo maximo posible el
periodo de secado de materia prima, que es limitado ya que
estd asociado a la aparicion del producto fresco, resulta de
interés evaluar el comportamiento del hongo congelado
durante la deshidratacion.

La mayor parte de los alimentos son materiales porosos-
capilar-coloidales en los cuales el transporte liquido-vapor se
puede dar simultaneamente. La mayor parte de la
deshidratacion de alimentos solidos tiene lugar en el periodo
de velocidad decreciente de secado. Durante este periodo, la
velocidad de secado normalmente es gobernada por factores
que afectan el movimiento de humedad dentro del alimento.
Para poder estudiar el fenomeno de secado en el periodo de
velocidad decreciente se han propuesto varios modelos
matematicos, algunos empiricos y otros basados en la

hipotesis de que prevalece un mecanismo particular de
movimiento de humedad dentro del solido. De estas hipotesis,
la mas conocida es la basada en la suposicién de que el agua
migra dentro del solido por difusién, debido a una diferencia
de concentraciones entre la superficie y el interior del mismo,
y que se cumple la segunda ley de Fick de la difusion para
este movimiento. Muchas de las soluciones propuestas para
esta ley asumen que el valor de la difusividad del liquido es
constante durante todo el periodo de velocidad decreciente
(Marquez et al 2006). De la bibliografia consultada se puede
afirmar que en la mayoria de los estudios se ha utilizado
deshidratacién isotérmica para evaluar y modelar la variacién
de la humedad adimensional del alimento en funcion del
tiempo para distintas condiciones operativas del aire:
temperatura, velocidad y humedad relativa, y se han
relaclonado los parametros cinéticos con dichas variables,
aunque en muchas de las contribuciones se han relacionado
solamente con la temperatura de bulbo seco del aire de
secado (Marquez, 2003). En las girgolas se ha comprobado
que la temperatura de las mismas alcanza la del aire de
secado en menos de 10 minutos, tiempo que se puede
considerar despreciable frente al tiempo total, que en todos
los casos es mayor a 3 horas (Marquez 2003; Pirone et al
2008; Marquez et al 2006). El secado convectivo es un proceso
simultaneo de transferencia de calor y materia. Los modelos
matematicos son muy Uutiles para disefar y analizar estos
procesos de transferencia durante el secado. Es por esto que
el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de la
temperatura del aire de secado, a través de distintos modelos
matematicos, sobre la cinética de secado de Pleurotus
ostreatus (girgolas) congelados, y seleccionar el que mejor
ajuste a los datos experimentales.
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MATERIALES Y METODOS
Materia prima

Se utilizaron fructificaciones de Pleurotus ostreatus (girgolas)
cosechadas en el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén. Las
muestras fueron congeladas a -18°C hasta el momento de la
deshidratacion.

Procedimiento de secado

Los hongos se deshidrataron con flujo de aire caliente
ascendente, perpendicular a la bandeja de secado, en un
equipo experimental de secado de ciclo cerrado, con aire
forzado, descripto en detalle por Ohaco Dominguez (2013),
que permitia regular las variables operativas del aire de
secado. Se realizaron distintas experiencias en funcion de la
temperatura de secado (50, 60 y 70°C), con una velocidad (2
m/s) y humedad relativa (5%) del aire constantes. Se colocaron
rectingulos de 2 x 4 cm de girgolas frescas congeladas
previamente pesados y distribuidos en monocapa dentro de la
cesta perforada (diametro: 22,5 cm., altura: 10 cm.) del equipo
de secado. Una vez puesto en régimen el equipo, se coloco la
cesta perforada con la muestra previamente pesada, y a partir
de ese momento, se comenzo a registrar el tiempo de secado
y la pérdida de peso de la muestra, cada 15 minutos durante
las primeras 2 horas de secado; y a partir de este punto cada
30 minutos, hasta que se alcanzé peso constante. Una vez que
el producto deshidratado se enfrio hasta temperatura
ambiente en un ambiente seco, se colocd en frascos de vidrio
cerrados herméticamente, previamente identificados, y se

almacen6 a temperatura de congelacion (-18°C). Las
experiencias se efectuaron por duplicado.

Medida de las pérdidas de peso y del peso seco de las
muestras

Las pérdidas de peso de las muestras parcialmente
deshidratadas se obtenian por pesada discontinua con una
balanza analitica digital OHAUS (Ontario, Canada, con una
precision: + 0,001g). El peso seco de cada muestra se
determiné secandola hasta peso constante en una estufa de
aire forzado a 102°C, con la balanza antes indicada.

Modelizacion de la cinética de secado

La humedad adimensional (Xz durante las diferentes
temperaturas del aire de secado, fue calculada utilizando los
datos experimentales mediante la Ec. 1:

X=X,

XR= (1)

xO _xe

donde: x es el contenido de humedad en el tiempo ¢ (kg
agua/kg solido seco), xo es el contenido de humedad inicial y
Xe €s el contenido de humedad de equilibrio.

En la Tabla 1 se presentan los modelos que se utilizaron para
estimar el contenido de humedad adimensional (Xg) de las
muestras de hongos deshidratadas a distintas temperaturas
del aire de secado (50, 60, 70°C).
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Determinacion de la bondad de los ajustes

El ajuste de los datos a los modelos tedricos se realizd
mediante regresidén no lineal en el software R. El error
estandar residual (s) y la funcion de informacién de Akaike
(A/C) (Burnham y Anderson 2002) son los dos estadisticos
utilizados como criterio de bondad de ajuste, para la seleccion
y comparacion de modelos.

Tabla 1. Modelos seleccionados para estimar los datos
experimentales

Referencia Xz
Lewis(1921) gt
Henderson and Pabis (1961) q.e” Kt
Logaritmico (Karathanos 1999) a.e "+ ¢
Wang and Singh (1978) 1+ at+bt?

a.e”*" + bt
Henderson | ¢ |e—* + %e—ﬁkr

Mudilli et al (2002)

Henderson and
(1968)

Page (1949) g—ke®

Error Estandar residual (s):

El error estandar residual es una medida de la distancia entre
los datos experimentales y la curva estimada basada en el

u .

modelo utilizado, La relacion entre la variable predictora “x”y

"u. o n

la respuesta "y” puede ser formulada mediante el modelo de
regresion no lineal Ec. 2:

y=rfxpP+e (2)

donde ¢; es el término del error para la observacion (y f, ...,
fp los p parametros a ser estimados.

Para los parametros hallados, la estimacion de la variancia
residual o® es obtenida como Ec. 3:

~  RE5%
§- =

3)

Donde RSS Ec. 4:
RSS = Xl (XRexp; — XRpre;)*
(4)

XRexp; es el valor experimental, XRpre; es el predicho, n — p
son los grados de libertad, n es el nUmero de datos y p la
cantidad de parametros estimados. El error estandar residual
(RSE) es luego, s.
La funcién de probabilidad fuertemente relacionada con Ec. 5::
RSS(B) = 3., (vi — F(xu ))? (5)
se define como Ec. 6:

.-?55-:.5’_'-]

(6)

Los parametros estimados S son los parametros que
maximizan L respecto a f lo que equivale a minimizar RSS
como funcién de S El resultado del maximo valor para la
funcion de probabilidad es Ec. 7:

L{g, o) = ;__:exp [—

(2™
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LB 6%) =

pa | =

1 - [ ..\.l
I-:.'.rRSS:';'?j-r': *P J

ar

(7)

donde se us6 el estimador Ec. 8:

- n—py -

52 =152 (8)

[

Funcién de informacion de Akaike (AIC):

Se puede considerar como un estimador de la distancia entre
el modelo utilizado y el verdadero aunque desconocido
modelo producido por los datos. Se define como Ec. 9:

—2.n(L(£,6%))+ 2(p+ 1) = n.1n(2m) +nIn (B2 404+ 200 + 1)

) ©)

Para modelos de regresion no lineal, A/C es una funcion de la
suma de cuadrados de residuales, el nUmero de observaciones
y el nimero de parametros (Burnham y Anderson 2002).Por
definicion, el A/C incluye una penalizacion para el nimero de
parametros usados (el término 2(p+1) en la Ec. 9)

Coeficiente de Difusividad Efectivo (D)

El coeficiente de difusividad efectiva (D.4) fue obtenido de la
integracion de la ecuacién de la segunda ley de Fick para una
placa infinita sin resistencia externa para la transferencia de
masa, suponiendo que la difusividad efectiva es constante, el
deshidratado es isotérmico y el sélido no sufre encogimiento
(Crank 1975), mediante la Ec. 10:

(10)

donde X% es la humedad adimensional de la muestra, X es el
contenido de humedad a un tiempo determinado (kg agua/kg
solido seco), Xy es el contenido de humedad inicial (kg
agua/kg sélido seco) y X es el contenido de humedad de
equilibrio de la muestra (kg agua/kg soélido seco); D.ses el
coeficiente de difusion efectivo (m?s™); tes el tiempo (s) y /
(m) es la mitad del espesor de la muestra.

Efecto de la temperatura

Para evaluar la dependencia de los coeficientes de difusion
efectivos con la temperatura del aire de secado se utilizo la
ecuacién de Arrhenius (Ec. 11) donde £; es la energia de
activacion (kJ/mol), Dy es el factor pre-exponencial (m?/s), R es
la constante universal de los gases y 7 es la temperatura (K).

7Ea
_ RT
D, =Dye

(11)

La £, se obtuvo a partir de la pendiente de la grafica de
Arrhentus, In (Dg#) vs. 1/T.

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion de la bondad de los ajustes de los modelos

Los resultados de la evaluacién de bondad de ajuste de los
siete modelos estudiados, para cada temperatura del aire de
secado se muestran en la Tabla 2.
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Los resultados presentados en la Tabla 2 para el error
estandar y la funcion de informacion de Akaike para los siete
modelos y para todas las temperaturas de deshidratacién, se
pueden apreciar en las Figuras 1 y 2, donde se destaca la
comparacion entre modelos.

De acuerdo a los resultados que se muestran en las Figuras 1
y 2, para todos los modelos matematicos, el error estandar
residual es inferior a 0,07 para todas las temperaturas, excepto
el modelo de Wang y Singh (para las temperaturas de 50 y
60°C). En base a lo observado, los mejores modelos son el de
Page (2 parametros) y el de Midilli et al (4 parametros).

En las Figuras 3 y 4 se representan los valores experimentales
y las curvas obtenidas por regresién no lineal con el software
R, de los modelos de Page y Midilli et al, respectivamente. No
se observa el periodo de velocidad de secado constante en las
curvas experimentales de secado de P. ostreatus. Solo periodo
de velocidad de secado decreciente, esto indica que la
difusidn es el mecanismo fisico que gobierna el movimiento
de agua dentro de las girgolas. Estos resultados son
consistentes con los observados por Tulek (2011) en P
ostreatus.

Tabla 2. Constantes y estadisticos de los diferentes modelos,
para cada temperatura del aire de secado

— 1 _gr-
e M+E€ E.«..:|

Modelo 50° 60° 70°

_ k=0,0246275 £=0,0269520 k=0,033639

Lewis (1921) $=0,03352 $=0,02055 5=0,04969
gt AlC=-64,23283 AlC=-66,079 AlC=-25,5543
k=0,009381 k=0,01679 k=0,0095930

Page (—I 949) 1721,255761 1721,12951 n:1,3605531
et $=0,01708 5=0,01329 $=0,007735
g AIC=-86,2519 AIC=-77,4001 AIC=-58,2379
a=1,052964 4=1,0285070 a=1,051237

Henderson and Pabis (1961) £=0,025971 k=0,0278004 k=0,035313

e $=0,03012 5=0,01896 5=0,04809
Q.g AlC=-66,9716 AlC=-67,4617 AlC=-25,3443
- a=1,049731 a=1,022781 2=1,106930
Logarithmic (Karathanos, k=0,026322 k=0,028413 k=0,030060
1999) ¢=0,004886 ¢=0,008200 c=—0,070465

q.e k4 5=0,03099 5=0,01894 $=0,03882
AIC=-65,1798 AIC=-66,7 AIC=-28,6646

a=-0,01194 a=-0,01326 2=-0,02280

Wang and Singh (1978) 5=0,0000311 5=0,00003817 5=0,0001234

Lt atth i 5=0,1378 5=0,1436 5=0,03999
Lo AlC=-15,2608 AIC=-10,7772 AlC=-28,6646

2=1,001 a=1,004 2=0,9958

£=0,008328 k=0,01587 k=0,009575

Midilli et al (2002) n=1,294 n=1,151 n=1,357
e " L bt £=0,0001050 5=0,00008777 b=-0,00005253
: : 5=0,007119 5=0,005693 s=0,008166
AlC=-114,444 AIC=-99,6992 AIC=-56,2893

Hend 4 Hend (=0,973169 C=0,948409 C=0,964779
1‘;%8”50” and Henderson 4=0,023968 k=0,025457 k=0,032486

(1968) $=0,04268 $=0,03213 $=0,06466
AIC=-55,1221 AIC=-52,692 AIC=-20,0172
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Figura 2. Funcién de informacién de Akaike (AIC) en funcion
de la temperatura.
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Figura 4. Variacion de la humedad adimensional experimental
y estimada con el modelo de Midilli et al para girgolas
deshidratadas a diferentes temperaturas del aire de secado.

Coeficientes de difusividad efectivos (D.r)

Los D.s obtenidos para girgolas deshidratadas en funcién de
la temperatura del aire de secado para la estimacién con la
solucion analitica se encuentran en la Tabla 3. Estos valores
estan comprendidos dentro los rangos reportados por varios
autores para distintos productos fruticolas (Doymaz 2009,
Mujumdar 1995, Srikiatden y Roberts 2006, Tulek 2011).

Tabla 3. Coeficientes de difusividad efectivos (D) para las
temperaturas bajo estudio

Tem?oecrftu ra Doy ( P s )
50 6,64 x 107°
60 3,96 x 10°
70 1,024 x 108

Se observa que los D.# aumentan con la temperatura, en
concordancia con investigaciones realizadas sobre zapallo y
banana (Fernando et al 2011), pasas de uva (Roberts et al
2008), cacao (Hii et al 2009), papa (Hassint et al 2007).

Correlacion de los D.ss obtenidos con la temperatura

Se utiliz6 la ecuacidbn de Arrhenius para evaluar la
dependencia de los D.s# con la temperatura (Roberts et al
2008, Doymaz 2004, Doymaz y Pala 2003, Kashaninejad et al
2007, Hit et al 2009). En la Figura 5, se presentan los
resultados del modelo bajo estudio, con la forma logaritmica
de la Ec. 11, para girgolas deshidratadas.
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Figura 5. Dependencia del D.¢con la temperatura

Se observa una linea recta en el rango de temperaturas
investigado, y esto confirma la relacién tipo Arrhenius
propuesta entre los D. y la temperatura. Muchos
investigadores han reportado para distintos alimentos la
misma conclusién: maiz (Doymaz y Pala 2003), zanahorias
(Doymaz 2004), pistachos (Kashaninejad et al 2007), cacao (Hii
et al 2009), P. ostreatus (Tulek 2011). La energia de activacion
es el umbral de energia que se debe superar para activar la
difusién de la humedad, y aunque es beneficioso utilizar altas
temperaturas con el fin de aumentar la velocidad de secado,
aumentando la difusion de la humedad, es recomendable
evaluar conjuntamente qué componentes guia se afectan, con
el objeto de obtener la mejor calidad final posible del
producto deshidratado (Kashaninejad et al 2007, Hii et al
2009). Se obtuvo la £; que es de 23,02 kJ/mol, con un
coeficiente de correlacién 7 de 0,98, lo que indica un buen

ajuste del modelo a los datos experimentales. Este valor
concuerda con el reportado para distintos productos
alimenticios (Kashaninejad et al 2007), y en particular con el
reportado por Tulek (2011) para P. ostreatus.
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De todos los modelos evaluados, se selecciona como mejor
modelo el de Page, por su simplicidad y buen ajuste de los
datos experimentales. Los Des variaron entre 6,64 x 1070y
1,024 x 10® de acuerdo a la temperatura del aire de secado, y
la £, obtenida es de 23,02 kJ/mol. Valores similares han sido
reportados por otros autores.
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MODELADO MATEMATICO DE UN SISTEMA DE
HIDROFLUIDIZACION USANDO ESFERAS
MOVILES. |. TRANSFERENCIA DE MOMENTO

Orona J.D., Zorrilla S.E., Peralta J.M.

Instituto de Desarrollo Tecnolégico para la Industria Quimica
(UNL-CONICET). Santa Fe, Argentina
jorona@fig.unl.edu.ar

Resumen. Se estudio el efecto de las principales variables
operativas sobre los campos de flujo y los perfiles de
velocidad en un sistema de hidrofluidizacion teniendo en
cuenta el movimiento del alimento. Los balances de momento
y materia en el liquido se plantearon usando dinamica de
fluidos computacional. El movimiento del alimento se estimd
mediante métodos de fase y elementos discretos. El sistema
estudiado fue un recipiente cilindrico con una placa con
orificios en su base conteniendo esferas de papa. Las variables
estudiadas fueron la distancia entre los centros geométricos
de los orificios (S), el nUmero de esferas (E), la velocidad
promedio del liquido en los orificios (1) y la temperatura del
liquido (7). El modelo se validd con datos extraidos de
bibliografia. Se estudiaron los campos de velocidad y lineas de
corriente del fluido, el comportamiento de las esferas dentro
del dominio, y los perfiles de velocidad absoluta y relativa de
las esferas. Los resultados mostraron que tanto S como V
afectaron a los campos de velocidad y lineas de corriente. Por
otro lado, el movimiento de las esferas dentro del dominio y
sus perfiles de velocidad fueron funcion de £ Sy V.

Palabras Clave: Hidrofluidizacion, Transferencia de Momento,
CFD, DEM, DPM.

Abstract. The effect of the main operative variables on the
flow field and the velocity profiles in a hydrofluidization
system with mobile food was studied. Momentum and mass
balances in the liquid domain through CFD were used. The
movement of the food samples were estimated using a
discrete phase method and a discrete element method. A
cylindrical vessel with a plate with orifices at the bottom
containing potato spheres was the studied system. The
studied variables were the distance between the geometrical
centers of the orifices (), the number of the spheres (£), the
area—averaged liquid velocity at the orifices (1) and the liquid
temperature (7). The mathematical model was validated using
data obtained from literature. Representative variables such as
velocity contours and streamlines of the liquid, sphere
behavior and absolute and relative velocity profiles of the
spheres were analysed. Results showed that S and V affected
the velocity contours and the streamlines. Finally, the sphere
behaviour and the velocity profiles of the spheres were mainly
affected by £ Sand V.

Keywords: Hydrofluidization, Momentum transfer, CFD, DEM,
DPM.
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Hidrofluidizador

Muestras de
alimento a

La hidrofluidizaciéon (HF) es un método que se basa en el |
congelar

bombeo de un liquido refrigerante en direccion ascendente
por medio de orificios o boquillas hacia el interior de un
recipiente ocupado por liquido refrigerante, generando
chorros de liquido y obteniéndose un medio altamente
turbulento en contacto directo con el alimento, ademas de

Recipiente de
congelacién

Céamarade
homogeneizacién

altos coeficientes de transferencia superficial (Figura 1) (Fikiin,
1992; Peralta et al, 2012). Esta tecnologia presenta algunas
ventajas interesantes tales como la congelacion rapida,
separacion de los productos, reducida contaminacion,
posibilidad de que nuevos productos puedan ser formulados
incluyendo los antioxidantes apropiados, aromas 'y
macronutrientes para extender la vida util de los productos y
para mejorar su valor nutricional y sus propiedades sensoriales
(Fikiin, 1992). Por sus caracteristicas, la HF es muy atractiva
para procesar alimentos de tamafio pequefo tal como frutas
finas (L.e. frutillas, cerezas, etc.), arvejas, choclo, trozos de
zanahorias y papa, y productos elaborados tales como frutas
glaseadas, hortalizas saladas, productos congelados vy
osmoticamente deshidratados, etc.

A pesar de las ventajas comparativas que presenta la HF, su
relativa juventud la posicitona como una tecnologia en
desarrollo. Existen varios estudios relacionados con HF
empleando diferentes configuraciones de variables operativas
y geométricas usando técnicas experimentales (Verboven et
al, 2003; Peralta et al,

Figura 1. Sistema de hidrofluidizacion (batch) a escala planta
piloto (Peralta et a/, 2009).

2009) y herramientas tedricas (Peralta et al, 2010 y 2012).
Hasta la fecha, se realizaron estudios del efecto del caudal y
temperatura del liquido refrigerante y el efecto del nimero de
orificios, arreglo de orificios y separacién muestras—orificios y
muestras—muestras (Peralta et al, 2012; Belis et al, 2012; 2013
y 2014) sobre las transferencias de energia, materia vy
momento dentro del sistema. Estos estudios posibilitaron
mejorar el entendimiento de como se relacionan estas
variables en sistemas de HF simples. Sin embargo, en estos
trabajos se supone que las muestras de alimento son esferas
que se encuentran en todo momento estaticas. Esto es debido
a que los costos de los recursos para poder simular la
interaccion fluido—estructura son prohibitivos. Esta exigencia
produce una limitacién en la descripcion del sistema HF y
consecuentemente en el estudio del efecto de las variables
sobre las transferencias. La resolucion de este problema puede
ser encarada en forma experimental y/o tedrica. Desde el
punto de vista teorico, existen varios métodos que pueden
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emplearse, desde la resolucién completa de la interaccion
fluido—estructura usando dindmica de fluidos computacional
(CFD) hasta estrategias de simulacion menos complejas, pero
mas practicas, usando CFD en combinacidon con métodos de
fase discreta y de elementos discretos (Fluent, 2011).

El modelo de fase discreta (Discrete Phase Model — DPM) es
una herramienta computacional que permite modelar la
dinamica de sistemas multifasicos, en la que la fase fluida es
tratada como un medio continuo y se resuelve mediante la
ecuaciéon de Navier-Stokes, mientras que la fase discreta es
resuelta mediante la aplicacion de balances de momento para
las particulas que se mueven a través del campo de flujo
continuo. La aplicacion de este método supone un ahorro de
tiempo computacional muy significativo en comparacion con
la resolucidén completa de los balances usando interaccion
fluido—estructura con deformacion de malla (Fluent, 2011). La
principal limitacibn que presenta este método es que no
resuelve el campo de flujo alrededor de las particulas (capa
limite), no resuelve las interacciones particula—particula y sélo
es aplicable en sistemas en que la fraccién de volumen
ocupada por la fase discreta es pequefa (menor a 10-12%) de
modo que las interacciones entre las particulas no resulten
significativas. En un sistema HF se espera que exista
interaccion entre las muestras de alimento. Esta interaccion
puede ser estimada combinando el DPM con el método de
elementos discretos (Discrete Element Method — DEM). Este
método utiliza balances de momento entre las particulas
teniendo en cuenta las interacciones particula—particula
compuestas por efectos elasticos, viscosos y de friccion
(Fluent, 2011). Las interacciones propiamente dichas son
calculadas mediante la deformacion y la superposiciéon que
sufren las particulas.

La relacion entre DPM y DEM se puede establecer mediante la
ecuacién de Navier-Stokes, debido a que el DPM calcula la
trayectoria de las particulas utilizando esta ecuacion y el DEM
calcula las fuerzas generadas durante las interacciones de las
particulas que luego deben ser tenidas en cuenta en la fase
continua (Fluent, 2011).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de las
principales variables geométricas y operativas sobre los
campos de flujo y los perfiles de velocidad en un sistema de
HF teniendo en cuenta el movimiento del alimento usando
una combinacion de CFD + DPM + DEM. La transferencia de
energla, los niveles de turbulencia y los niveles de dispersion
fueron estudiados en un trabajo complementario como Parte
Il (Orona et al, 2014).

MATERIALES Y METODOS
Sistema estudiado, arreglos geométricos y condiciones
operativas estudiadas

El sistema de HF estudiado consistidé en un recipiente
cilindrico (recipiente de congelacion) de 100 mm de diametro
por 100 mm de altura con una placa con diferentes arreglos
de orificios circulares de 3 mm de didametro (@) en su base
(Figura 2). Se us6 un arreglo cuadrado de esferas estaticas de
10 mm de didmetro (D) ubicadas inicialmente a una altura (H)
de 5 cm. En las esferas se usaron las propiedades de la papa
(Solanum tuberosum L.) para modelar las transferencias en el
alimento. El liquido refrigerante se consider6 como una
solucién acuosa de NaCl 0.231 kg kg™ (p/p) (Peralta et al,
2012).
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Se estudiaron dos arreglos cuadrados de orificios circulares
separados a dos distancias diferentes entre los centros de los
orificlos (§ = 1 cm, S = 2 cm), junto con tres arreglos de
esferas (£ = 21, £ =29, £ = 61) (Figura 2). Las condiciones
operativas estudiadas fueron: temperatura del refrigerante (7
= -5°C, 7 =-10°C) y velocidad promedio del fluido
en cada orificio (V=030ms", V=059ms’, V=118 ms™).
Se estudiaron un total de 36 condiciones. Las mismas fueron
codificadas como: TaaVbbbScEdd, donde por ejemplo, el
cddigo T10V059S2E29 corresponde a la condicion con 7 =
~10°C, V=059 ms", S=2cmy F=29.

Esferas de papa

‘k ‘- t Placacon

100 mm

LI
L

FFRFRFEFIE

Figura 2. Esquemas (a) del sistema completo de HF estudiado
(dominio fisico) y vista en planta de los arreglos de orificios y
esferas (inicial) usados: (b) S =2 cm (21 orificios)y £=13, (9 S
=2cmy £=29 (& S=2cmy £=61,(e) S=1cm (69
orificios) y £=13,(HS=1cmy £=29,(g9) S=1cmy £=61.

Modelado matematico

El movimiento del fluido refrigerante en el dominio se estimo
mediante un balance de momento (Navier-Stokes) y materia

(continuidad) usando CFD (Fluent, 2011). El efecto de la
turbulencia se tuvo en cuenta mediante el uso del modelo de
dos parametros x-w Shear Stress Transport (SST) (Fluent,
2011).

Se consider6 que las esferas pueden moverse dentro del
sistema HF teniendo en cuenta las interacciones con el fluido
refrigerante, con otras esferas y con las paredes. Estas
interacciones se modelaron en base a balances de momento e
informacion estructural del alimento. La interaccion fluido-
alimento se estim6 por DPM, mientras que la interaccidon
alimento—alimento fue incluida con el uso de DEM. Las
colisiones fueron estimadas teniendo en cuenta efectos
elasticos, viscosos y de friccion (Fluent, 2011). El vector
velocidad de la esfera p (v,) se estimb mediante:

dv, 18u C,Re
& "o oA TR

(P, —P)
Y2,

p

g+[K§+7(‘—}p*p' 'gpfp')]gpfp' (1)

donde s es el vector velocidad local del fluido [m s7]
calculado por CFD, p, es la denSLdad de la esfera p [kg m™], p
es la densidad del liquido [kg m’ 3, g es el vector aceleracion

de la gravedad [m s’ 7], 4 es la viscosidad del liquido [Pa s], D
es el didmetro de la esfera p [m], Cp es el coeficiente de
friccion [adim.] estimado mediante el modelo de Wen-Yu
(Fluent, 2011), Re es el nimero de Reynolds basado en Dy K
es la constante del resorte entre las esferas py p’ [adim.], Ses
el solapamiento entre las esferas py p’ [adim.] cuando chocan,
y es el coeficiente de amortiguacion [adLm] vpf es el vector
velocidad relativa entre las esferas py p' [ ly epp es el
vector normal unitario entre las esferas py p [adlm] En la Ec.
(1), los términos corresponden a las contribuciones por

150



V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Cérdoba, Argentina, 17 a 19 de Noviembre de 2014

friccion, flotacibn e interacciones entre las esferas,
respectivamente.

Dominio computacional y variables analizadas

El dominio computacional en estudio fue similar al dominio
fisico, con una ranura de 6 mm de altura ubicada en la parte
superior de la pared cilindrica, considerada como la salida del
liquido (Figura 2) (Peralta et al, 2010). Las paredes sélidas
fueron asumidas como adiabaticas y la presidn del sistema de
0.1 MPa. El perfil de velocidad del fluido en cada orificio fue
modelado mediante una expresién del tipo 1/7™ vy la
intensidad de la turbulencia en cada orificio fue de 5% (Peralta
et al, 2010).

Para la discretizacion del dominio computacional se utilizo
una malla compuesta por tetraedros, la cual fue mas densa en
la zona de los orificios.

El tiempo simulado en cada condicién fue de 8 s. En los
primeros 3 s se simuldé solamente el fluido para permitir el
desarrollo del mismo en el dominio y poder considerarlo en
estado estacionario, y luego, en los 5 s posteriores fueron
simuladas las esferas y sus interacciones.

Para la resolucion de las ecuaciones de balance de momento
(Navier-Stokes, DPM y DEM) se uso el paquete ANSYS—ICEM-
CFD 14.1 y ANSYS-FLUENT 14.0 (ANSYS Inc., Canonsburg,
USA). Las simulaciones fueron realizadas con una PC Intel core
i7 3930 de 3.2 GHz con 16 GB de memoria RAM (DDR3 1600
MHz). Cada simulacion demord aproximadamente 90 h en
converger.

Para obtener mayor representatividad del sistema en estudio,
se seleccionaron variables promediadas en lugar de variables
referidas a cada esfera tales como las velocidades promedio

de las esferas ((v) y relativas al fluido ((vsy)). Ademas, se
obtuvieron contornos de velocidad y lineas de corriente para
las condiciones estudiadas. Las velocidades se determinaron
como:

1
o=l @

1
bu)=ie [l vl @)
T Vy

donde: \L/p| es la magnitud v, [m s y Vres el volumen del
dominio (incluyendo liquido y esferas) mA].

Validacion

El modelo matematico fue validado usando datos de variables
representativas de las transferencias. En este trabajo, se uso la
velocidad de una esfera moviéndose por accion de la
gravedad en un liquido estanco. Los datos fueron extraidos
del modelo planteado por Nourt et al (2014). Las
transferencias de energia fueron validadas en la Parte Il
(Orona et al, 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION
Test de independencia de la malla y validacién

La independencia de la composiciéon de la malla con las
variables estudiadas se verifico teniendo en cuenta los valores
locales de (v, la velocidad promedio del fluido ((vp) evaluada
a t = 3 s para la condicion T5V118S1E13, la cual se estimo
como la mas favorable para las transferencias. En base a este
procedimiento y teniendo en cuenta variables de
transferencias de energia e intensidad de turbulencia
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verificadas en la Parte Il (Orona et al, 2014), se evaluaron 6
composiciones de malla (desde 86296 y hasta 170770
elementos). Se selecciond una malla compuesta por 170770
tetraedros. Ademas, se tuvo en cuenta que el tamafio de las
esferas sea igual o menor que el tamafo de los elementos de
la malla para minimizar problemas de convergencia en las
simulaciones (Fluent, 2011). La Figura 3 muestra los perfiles
de las variables estudiadas en el procedimiento en funcién de
las mallas elegidas.

03 1
(a) ——170770 (b) — 170770
——152101 0.8 —— 152101
136686 136686

0.2 3 ——121338 —— 121338
0.6
103891 p ) 103891
86286 [ 86286
0.4
0.1 ‘
b 0.2
v ——

A - =

o+ r : : 0 r r r T
3 35 4 45 5 0 002 004 006 008 0.1
t[s] y[m]

(vp} [ms]
(vpy [ms?]

Figura 3. Independencia de la malla. Valores locales de (&) (v
en funcion del tiempo y (b) (v» en funcion de la posicidn axial
para diferentes composiciones de malla.

La Figura 4 muestra una comparacion entre los valores de v,y
Vp obtenidos de simulaciones a partir del modelo planteado
en este trabajo y los obtenidos por Nourt et al (2014) para
una esferade D=1cmcon Hp = 10 cm moviéndose en un
liquido estanco y para dos valores de p,. Se obtuvo un error
promedio porcentual menor al 1.5%, el cual se considerd
excelente.

0.2 0.1 4
Modelo (Nouri et al., 2014) (0)
® p,=1065kg m3
=1035 kg m? 0.08 A
015 { © &m :
)
]
- ) — -
R o ! E 0.06
- >
E 0.1 ' =
>°. ® i 004 T
]
0.05 H o p,=1065kg m?
Esferaalcanzala E 0.02 - . pp_ 1035 kg m
placa con orificios ——pt P
H Moadelo_(Nouri et al., 2014)
0 T T T T - 0 T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 0 0.2 0.4 0.6 0.8

Tiempo [s] Tiempo [s]

Figura 4. Comparacion entre los valores de (a) v, y (b) ),
obtenidos por CFD+DPM+DEM (circulos) y por Nouri et al
(2014) (linea) para una esfera usando dos valores de pp.

Contornos de velocidad y lineas de corriente

Los contornos de velocidad, junto a sus correspondientes
campos de lineas de corriente, para las diferentes condiciones
estudiadas y 7 = —10°C se muestran en la Figura 5. Estas se
seleccionaron debido a la similaridad de las mismas a
diferentes valores de 7. Los contornos y lineas de corriente
mostrados estan evaluados a = 3 s (inmediatamente antes de
la inyeccion de las esferas) y pertenecen a un corte en un
plano arbitrario del dominio para que la informacion sea mas
facilmente observable.

En general, los contornos de velocidad presentaron
caracteristicas similares a los observados por Belis et al (2012)
para sistemas similares de HF. En base a esto, un mayor S
produjo mayores velocidades locales. Este incremento se hace
mas notable en la zona donde los jets se desarrollan. Las
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lineas de corriente muestran que a menor S se produjeron
grandes zonas de interaccion entre los jets y grandes zonas de
recirculacion, siendo los jets mas afectados los situados mas
cerca del centro geométrico del dominio. Estos
comportamientos pueden deberse a que para un mayor S se
produce un nucleo de jets que generan altas velocidades
locales de fluido produciendo una corriente menos
perturbable. Un menor S, produce una corriente de liquido
menos.

V=0.30ms! V=059ms?! V=1.18ms! V=030ms! V=0.59ms?! V=1.18ms?

f ..||

Figura 5. Contornos de velocidad y lineas de corriente para
condiciones con 7= -10°C evaluadas a ¢ = 3 s.

intensa y mas ciclica (aparicién y desaparicion de remolinos en
forma periddica) debido a la interaccion entre jets.

Comportamiento general de las esferas

La Figura 6 muestra el comportamiento y las trayectorias de
las esferas luego de ser inyectadas en el dominio para 7 = -
10°C (debido a que 7 no presenté un efecto apreciable) en
funcion del tiempo de inyeccion (Ad).

En general, se observo que las esferas, luego de ser inyectadas
en el dominio, comienzan a ascender a diferentes velocidades
de acuerdo a su posicidn radial inicial. En los casos de 13 y 29
esferas, estas trayectorias fueron siempre ascendentes. En
general, la velocidad relativa de las esferas se correlacion6 con
las lineas de corriente para cada caso (Figura 5). Es decir, en
los casos en donde se presentd principalmente un flujo
primario (S = 1 cm), las esferas mas rapidas resultaron las que
fueron inyectadas en la zona central del dominio, en
concordancia con la distribucién de velocidades del fluido. Las
esferas que se inyectaron en la periferia fueron mas lentas y
en algunos casos se observo el efecto de un flujo descendente
de fluido debido a la presencia de remolinos. En los casos en
donde se observé inicialmente flujo secundario (§=2
cm), las esferas inyectadas en la periferia pudieron ascender
mas rapidamente en concordancia con las canalizaciones de
fluido observadas en las lineas de corriente (Figura 5). Este
comportamiento, denota que para los casos donde £= 13y £
= 29, las esferas no perturbaron apreciablemente el campo de
flujo existente antes de inyectar las mismas al dominio. Todas
las esferas terminaron en la interfaz liquido—aire en un lapso
de tiempo menor a 1 s distribuyéndose aproximadamente de
acuerdo al arreglo original en la inyeccién.

En el caso de £ = 61, la cercania inicial de las esferas produce
un rapido aumento local de la velocidad del fluido al pasar
por los intersticios que dejan las esferas en el arreglo inicial
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(Figura 2). Por la rapidez de este aumento y la constancia que
tiene el caudal, se genera una fuerza que aumenta el area de
paso del fluido para poder compensar el caudal. Este
fenbmeno provoca la dispersiéon de las esferas tanto en
direccion axial como radial. Luego y en general, las esferas
suben mas rapidamente cerca de las paredes del recipiente y
logran alcanzar la interfaz liquido—aire (¢ = 0.42 s). En este
caso, debido a la gran cantidad de esferas que se acumulan en
la zona de salida del liquido en el dominio, el fluido tiende a
trasladarlas hacia el centro del dominio. La cantidad de esferas
y la constancia de este flujo hacia el centro del dominio
provocan un flujo axial secundario de liquido y esferas en el
eje del dominio y en sentido descendente (¢ = 0.62 s). Este
flujo secundario se mantiene hasta que se encuentra con el
flujo principal del fluido en la zona cercana a los orificios,
provocando el cambio de direccion de las esferas y su
consecuente ascenso (¢ > 0.82 s). En general, un aumento en V
y una disminucion en S provocaron una aceleracion en los
fendbmenos descriptos anteriormente. El efecto de S sobre la
velocidad de los eventos fue mayor que el de V

Figura 6. Comportamiento de las esferas en el dominio con
(a) 13 esferas, (b) 29 esferas y (c) 61 esferas, para 7= -10°C. El
color de las esferas representa su velocidad.

Perfiles de velocidad absoluta de las esferas

En la Figura7 se puede observar los perfiles de (v, en
funcion del tiempo para las condiciones.
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Figura 7. Perfiles de velocidad promedio de las esferas en
funcién del tiempo para las condiciones estudiadas. (a) £= 13,
(b) E=29y (g E=61.

Estudiadas (luego de ser inyectadas en el dominio). En
general, los perfiles de (1) para las condiciones E=13y F
= 29, presentaron un aumento inicial hasta alcanzar un
maximo debido a la aceleracién inicial producida por el
contacto de las esferas con el fluido. Luego, los valores
disminuyeron hasta alcanzar un descenso relativamente
constante (o una meseta) en la mayoria de los casos, para
finalmente volver a descender hasta hacerse cero cuando las
esferas llegan a la interfaz liquido-aire.

El efecto de las variables operativas y geométricas sobre los
perfiles de (v,) fue mas pronunciado para los casos donde £ =
13. Los mismos fueron influenciados principalmente por S, Vy
marginalmente por 7. En general, a menor Sy a mayor Vy 7,
se obtienen mayores valores de (v,). Valores de S menores
producen mas zonas con velocidades altas de fluido
reflejandose en perfiles con el maximo de velocidad mas alto y
el posterior descenso menos marcado. Un aumento en V
produce un leve ascenso en el maximo y un periodo de
velocidad constante mas corto debido al menor tiempo de
residencia. Es importante recordar que también la posicion
inicial de las esferas afectd su velocidad durante su ascenso.
En concordancia con lo presentado en la Figura 5, las esferas
ubicadas en la seccién central del dominio presentaron
valores mas altos de (v,) en comparacion con las esferas que
inicialmente se ubicaron cerca de las paredes.

En las simulaciones con £ = 29, la mayoria de los perfiles
fueron similares (con excepcién de las condiciones con S = 1
cmy V=118 ms™). Esto indica que en general el movimiento
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de las esferas a través del dominio no fue afectado
apreciablemente por las variables operativas y geométricas
(Figura 65b). En los caso con S=1cmy V=118ms",
el efecto sinérgico del numero de orificios y la velocidad del
fluido, produjo un pico mas alto en los perfiles de (v,). Debido
a que el ascenso fue relativamente vertical, la distancia
recorrida por las esferas fue en todos los casos aprox. 0.05 m.
Esta constancia provoca que el area bajo los perfiles de (1)
tienda a ser similar y que los perfiles de velocidad con S = 1
cmy V=118 m s disminuyan mas rapidamente que los
demas perfiles con £ = 29. Finalmente, en los casos cuando £
= 61, el efecto de las variables operativas y geométricas sobre
(v fue menos apreciable.

Perfiles de velocidad relativa (slip) de las esferas

Los perfiles de velocidad promedio relativa de las esferas
((Vsiy) en funcion del tiempo se presentan en la Figura 8. Para
los casos con £ = 13y £ = 29, los perfiles en general
presentaron evoluciones en las que inicialmente adquirieron
un valor maximo igual a la velocidad del fluido en el punto
donde las esferas son inyectadas. Luego, se observo un
descenso debido a que las mismas comenzaron a desplazarse
en forma ascendente (Figura 6 a, b), mientras que la
velocidad del fluido disminuia en forma menos pronunciada,
hasta alcanzar un valor minimo correspondiente al momento
en que las velocidades y la velocidad del fluido en la posicion
de las esferas se igualan. Posteriormente, se observo un
segundo maximo en donde las esferas adquieren su maxima
velocidad absoluta (Figura 7 a, b). A partir de ese punto, se
observd un descenso hasta formar en general una meseta y
luego un nuevo descenso aprox. constante hasta que las

esferas llegan a la cercanias de la interfaz liquido-aire.
Finalmente se observa un marcado descenso hasta llegar a un
valor final para los perfiles con £ = 13 y un descenso menos
marcado para los perfiles con £= 29. En el caso de £ = 13, las
esferas adoptaron las posiciones finales en la interfaz liquido-
aire y en el caso de £ = 29, las esferas siguen acomodandose
en la interfaz liquido-aire.

En los casos con £ = 61, si bien se observan los dos maximos
en Vs, el descenso observado luego del segundo maximo es
debido a la dispersion de las esferas dentro del dominio (ie.
mas cantidad de esferas se ubican en zonas con velocidades
de fluido mas bajas). Luego se observa una meseta
relacionada con el ascenso de las esferas principalmente en la
zona cercana a las paredes del recipiente (Figura 60).
Finalmente, los perfiles de (v presentan un descenso
monétono durante el flujo secundario de esferas en sentido
descendente (Figura 6c¢) y su posterior reagrupacion en la
interfaz liquido-aire.

Para las condiciones con V=118 ms™y $= 1 cm, los perfiles
de vy presentaron inicialmente caracteristicas similares a los
demas perfiles, aunque los valores finales de (v fueron
mucho mas altos y no se observd un descenso de velocidad
luego del periodo de meseta observado para las otras
condiciones.

El efecto de las variables operativas y geométricas sobre los
valores de (v fue similar al observado para los perfiles de
(vp). Para £ =13, en general se observd que un descenso en S
y un aumento en V'y T (efecto marginal), producen mayores
valores de (vgy,). Estos efectos fueron menos apreciables para
los casos con  £= 29y casi despreciables para £=61.
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Se realizd un estudio del efecto de las variables operativas
(caudal y temperatura) y el nimero de orificios y muestras de
alimento sobre las transferencias de momento y materia que
tienen lugar en un proceso de congelacion por
hidrofluidizacion entre esferas moviles de alimento y el
refrigerante. El trabajo consistié en modelar matematicamente
las transferencias separando el estudio de los fenédmenos que
ocurren en el refrigerante y en el alimento. En el caso del
modelado en el dominio del fluido refrigerante, se resolvieron
los balances de momento (Navier-Stokes) y continuidad
usando la dindmica de fluidos computacional. En el caso del
alimento, el efecto de las interacciones esfera—esfera, esfera—
contorno y esfera-refrigerante fueron modeladas mediante la
combinacion de los métodos de fase discreta y elementos
discretos. Se estudiaron variables representativas de las
transferencias tales como las velocidades locales y relativas de
las esferas, el comportamiento de las mismas, los contornos
de velocidad y las lineas de corriente del refrigerante. Se
verifico que tanto S como V afectaron a los campos de
velocidad y lineas de corriente y que el movimiento de las
esferas dentro del dominio y sus perfiles de velocidad fueron
modificados por £ Sy V.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo y en su
complementario (Parte Il), se puede afirmar que este estudio
produce una mejora sustancial en el entendimiento y
desarrollo de la tecnologia HF y métodos similares tales como
la congelacion de alimentos por inmersion. La combinaciéon de
CFD con DPM y DEM permite estudiar condiciones reales de

procesamiento en forma relativamente facil, econdémica y con
excelente precision en los resultados. Estas caracteristicas
confieren a la herramienta desarrollada en este trabajo la
capacidad de ser usada para estudiar, disefar y eventualmente
optimizar cualquier sistema que involucre flujo de un fluido
que interactue con piezas de alimento tales como frutas finas,
arvejas, choclo, trozos de zanahorias y papa, y productos
elaborados tales como frutas glaseadas, hortalizas saladas,
productos congelados y osméticamente deshidratados, etc.
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Resumen. Se estudié el efecto de las principales variables
geomeétricas y operativas sobre la transferencia de energia, los
niveles de turbulencia y de dispersién de las esferas en un
sistema de hidrofluidizaciéon (HF) teniendo en cuenta el
movimiento del alimento. Los balances de momento y materia
en el liquido se plantearon usando dindmica de fluidos
computacional. El movimiento del alimento se estimo
mediante métodos de fase y elementos discretos. El sistema
de HF estudiado, junto con los parametros, las variables
operativas usadas y su discretizacibn computacional, fue el
descripto en la Parte | del presente trabajo. El modelo se
valido parcialmente con datos de transferencia de energia y se
usO para estudiar los coeficientes locales y promedio de
transferencia superficial de energia, los niveles de turbulencia
y de dispersion de las esferas. Los resultados mostraron que el
numero de esferas, el nimero de orificios y la velocidad de
fluido en los orificios afectaron apreciablemente todas las
variables estudiadas.

Palabras Clave: Hidrofluidizacion, Transferencia de Energia,
CFD, DEM, DPM.

Abstract. The effect of the main operative variables on the
heat transfer, turbulence levels and dispersion levels of the
food samples in a hydrofluidization (HF) system was studied.
Momentum and mass balances were estimated using
computational fluid dynamics and the velocity of the food
samples was calculated using a combination of a discrete
phase method and a discrete element method. The studied HF
system and the main parameters and operative variables and
its computational discretization were described in Part | of this
work. The mathematical model, that was partially validated
using heat transfer data, was used to estimate local and area-
averaged surface heat transfer coefficient, turbulence levels
and dispersion levels of the spheres. Results showed that the
number of the spheres and orifices, and the area—averaged
fluid velocity on the orifices, affected all the studied variables.

Keywords: Hydrofluidization, Heat transfer, CFD, DEM, DPM.
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La hidrofluidizaciéon (HF) es un método que se basa en el
bombeo de un liquido refrigerante en direccion ascendente
por medio de orificios o boquillas hacia el interior de un
reciplente ocupado por liquido refrigerante, generando
chorros de liquido y obteniéndose un medio altamente
turbulento en contacto directo con el alimento, ademas de
altos coeficientes de transferencia superficial (Fikiin, 1992;
Peralta et al, 2012). Esta tecnologia presenta algunas ventajas
interesantes tales como la congelacion rapida, separacién de
los productos, reducida contaminacién, posibilidad de que
nuevos productos puedan ser formulados incluyendo los
antioxidantes apropiados, aromas y macronutrientes para
extender la vida util de los productos y para mejorar su valor
nutricional y sus propledades sensoriales (Fikiin, 1992). Por sus
caracteristicas, la HF es muy atractiva para procesar alimentos
de tamafo pequefio tal como frutas finas (frutillas, cerezas,
etc.), arvejas, choclo, trozos de zanahorias y papa, y productos
elaborados tales como frutas glaseadas, hortalizas saladas, etc.
Sin embargo, su relativa juventud la posiciona como una
tecnologia en desarrollo.

Asi como se indicé en la Parte | (Orona et al, 2014), existen
varios estudios de sistemas de HF teoricos y experimentales
empleando diferentes configuraciones de variables operativas
y geométricas. Sin embargo, y aunque en los mismos se hayan
obtenido valiosa informacion del efecto de las variables
operativas sobre las transferencias de energia, materia y
momento, las configuraciones usadas fueron simplificadas y
las muestras de alimento se asumieron estaticas. Estas

simplificaciones redundaron en una descripcion limitada del
problema en estudio y por lo tanto nuevos estudios usando
multiples muestras de alimento en movimiento son
necesarios.

Una estrategia para minimizar el alto costo computacional de
modelar objetos en movimiento en el seno de un fluido es
combinar la dinamica de fluidos computacional (CFD) con
métodos de fase discreta (DPM) y elementos discretos (DEM)
(Fluent, 2011). El uso de DPM y DEM consiste en aplicar
balances de momento a cada particula del dominio para
estimar su velocidad y posicion. Estos balances tienen en
cuenta las fuerzas de interaccion particula—particula, particula—
fluido y particula—pared.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de las
principales variables geométricas y operativas sobre la
transferencia de energia, los niveles de turbulencia y de
dispersién de las esferas en un sistema de hidrofluidizacion
teniendo en cuenta el movimiento del alimento. Los campos
de flujo, lineas de corriente, velocidades absolutas y relativas
de las esferas y comportamiento de las mismas fueron
estudiados en un trabajo complementario presentado como
Parte | (Orona et al, 2014).

MATERIALES Y METODOS
Sistema estudiado, arreglos geométricos y condiciones
operativas estudiadas

El sistema de hidrofluidizacion y las condiciones estudiadas

fueron las usadas en la Parte | de este trabajo (Orona et al,
2014).
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Modelado matematico

Los campos de flujo y las velocidades absolutas y relativas de
las esferas fueron modeladas en la Parte | de este trabajo
(Orona et al, 2014) mediante la resolucién de los balances de
masa (continuidad) y momento (Navier-Stokes) en el liquido
refrigerante y con balances de momento usando un método
de fases discretas (DPM) y un método de elementos discretos
(DEM) para las esferas. El efecto de la turbulencia fue estimado
mediante el modelo de dos parametros x—w Shear Stress
Transport (SST) (Fluent, 2011).

La transferencia de energia entre el fluido refrigerante y las
esferas fue estimada mediante la Ec. (4), la cual es una
correlacion empirica de Nusselt en base a nuUmeros
adimensionales representativos del flujo (Re y Pr) (Green y
Perry, 2008; Fluent, 2011).

JA
Nuj, =2+(0.4Rej;+0.06Rej; ) Pr"* (fj 4)

donde: Nup es el nUmero de Nusselt basado en el diametro de
las esferas (A:D/k) [adim.], Rep es el nimero de Reynolds
basado en el diametro de las esferas (pDvyy/p) [adim.], Pr es
el nimero de Prandtl (Cpu/k) [adim.], u es la viscosidad del
refrigerante a la temperatura del refrigerante [Pa s], us
viscosidad del refrigerante a la temperatura de la esfera [Pa s],
hc es el coeficiente de transferencia superficial de energia de
cada esfera [W m2 K'], D es el diametro de las esferas [m],
es la conductividad térmica del refrigerante [W m™ K™, pesla
densidad del refrigerante [kg m™], vy es la magnitud de la
velocidad local relativa de las esferas con respecto a la
velocidad local del fluido [m s™] y Cp es la capacidad calorifica

del refrigerante [J kg'1 K. La Ec. (4) es valida para 0.7 < Pr <
380, 3.5 < Rep < 8x10%y 1 < w/us < 3.2 (Green y Perry, 2008).
Es importante mencionar que la temperatura de la esfera
usada para estimar s fue calculada como el promedio entre la
temperatura del refrigerante y la temperatura inicial de la
esfera.

Dominio computacional y variables analizadas

El dominio computacional, las condiciones de contorno, la
naturaleza de la malla, los tiempos de simulacion y el software
numérico para resolver los balances planteados fueron
presentados en la Parte | (Orona et al, 2014).

Se estudiaron variables representativas de las transferencias
de energia y niveles de turbulencia y dispersién. Esas variables
fueron los niveles promedio de turbulencia (( 7)) para todo el
dominio y los coeficientes de transferencia superficial de
energla promediados en el volumen ((hp)) y en el tiempo
((ho)). Para obtener un grado de representatividad mayor del
sistema en estudio, se seleccionaron variables promediadas en
lugar de variables referidas a cada esfera. Las variables
estudiadas fueron determinadas en base a las siguientes
expresiones:

(Tu) =Vi [ruar  (5)

TVT

(h) =Vi [nav  ®

TVT
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donde: 7u es el nivel de turbulencia local [adim.], /7 es el
volumen del dominio (incluyendo liquido y esferas) [m3] Y lRes
es el tiempo de residencia total de las esferas dentro del
dominio [s].

Finalmente, el grado de separacion entre las esferas
(importante indicador para estimar la probabilidad
aglutinamiento en el producto final congelado) fue evaluado
mediante el grado de dispersion de las esferas dentro del
dominio usando el parametro de distancia minima media
adimensional ((d)y) (Clark y Evans, 1954; Illian et al, 2008;
O'Sullivan y Unwin, 2010):

() =(d,) Nd,, ), = {Z; min{d, (t)}j_:l} / {Z:’zlmin{d” (0)}'}:1} 8)

i#] i#]

donde: min{d,}" es el valor minimo de d, en el conjunto de
i) vl j= E

distancias Euclideanas (Deza y Deza, 2013) entre todas las
esferas {d,.d,.d;,...d,} sin tener en cuenta las distancias d,_,

i15%7i25 i35

(Le. las distancias a sus mismos centros geomeétricos).
Validacién

El modelo matematico fue parcialmente validado usando
datos de variables representativas de las transferencias. En
este trabajo, se usaron datos de transferencia de energia
obtenidos de Belis et al (2012) para un sistema similar de HF
con esferas estaticas (considerado como referencia debido a
que los valores de /. se obtuvieron de datos de capa limite).
Ademas, las transferencias de momento fueron validadas
usando datos de velocidad de una esfera moviéndose por
accion de la gravedad en un liquido estanco (Nouri et al,

2014). Esta ultima validacién es presentada en la Parte |
(Orona et al, 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION
Test de Independencia de la malla y validacién

El procedimiento de comprobacion de independencia de la
composicion de la malla fue el mismo que el usado en la Parte
| (Orona et al, 2014). También se usaron los niveles de
turbulencia promedio en todo el dominio (( 7u)) evaluado a ¢ =
3 s y el coeficiente de transferencia superficial de energia
promedio para todas las esferas ((A2)) evaluado a ¢ = 3 s para
la condicion T5V118S1E13, la cual se estim6 como la mas
favorable para las transferencias. Se seleccion6 la misma malla
que la usada en la Parte | (Orona et al, 2014). La Figura 1
muestra los perfiles de las variables estudiadas en el
procedimiento en funcion de las mallas elegidas.

0.1 4
(a) (b) A

A
0.08 - A A 4 A

A0.01lm
0.03m
0.05m

0.06 A

(Tu) []

0.04 A e o o ©

°
<ho (10%) [W m2 K]

0.02 A

7 10 13 16 19 7 10 13 16 19
n2 elementos (10°) [-] n2 elementos (10°) [-]

Figura 1. Independencia de la malla. Valores locales de (a)
(Tuy y (b) (hy en funcion del nidmero de elementos. La
condicién usada fue T5V118S1E13
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Se validé el modelo planteado comparando los valores del
coeficiente promedio de transferencia superficial de energia
con los correspondientes obtenidos por Belis et al (2012)
usando un arreglo cuadrado de 13 esferas de 2 cm de
diametro separadas 2 cm entre sus centros geométricos y a
una distancia entre la placa de orificios y los puntos de
estancamiento de 1 cm y 5 cm. Se usé el tiempo inicial de
inyeccion de las esferas. En total se compararon 8 condiciones
en un rango de 1000 W m? K' < A, < 5000 W m? K. Se
obtuvo un error promedio porcentual del 13%, el cual se
considerdé muy bueno. La Figura 2 muestra la comparacién
entre los valores de A, predichos en este trabajo y los
correspondientes de Belis et al (2012).

5000 -
+20%." o
__ 4000 - "
E 3000 - @ -20%
z syl
£ 2000 - T
< P
w000 { I
I i . . .
0 1000 2000 3000 4000 5000
hcep [W m2 K]

Figura 2. Comparacion entre los valores de A, predichos en
este trabajo (A.pem) y los correspondientes de Belis et al
(2012) (hccrp). Las lineas a trazos representan un error
promedio porcentual de +20%.

Niveles de turbulencia

El efecto de las variables operativas sobre los niveles de
turbulencia en el dominio fue estudiado mediante el nivel de
turbulencia relativa evaluado a ¢ = 4 s ((7Tu),). Este parametro
fue determinado mediante la relacion (7w)/{Tu).; donde
(Tuyrer €s el nivel de turbulencia (7uv) evaluado para la
condicion con el menor valor a t=4s. En la Figura 3 se
observan los valores de ( 7u) . para las condiciones estudiadas.
Se adoptd como condicidn de referencia a T5V030S2E13.

T10V118S1
T5v118s1
T10V059s1
T5V05951
T10V030S1
T5V030S1
T10V118S2
T5V118S2
T10V059S2
T5V059S2
T10V030S2
T5V030S2

2.6
2.49

(Tu) (Tu) (Tu)e

Figura 3. Valores de (7u), para todas las condiciones
estudiadas. (a) £=13, (b) E=29y (9 £=61.

En general, la variable que mas afecto a los valores de (7u) e
fue I, seguida de Sy por ultimo 7. Un aumento en /'y una
disminucién en Sy 7 provocaron un aumento en {7t Para
los casos con £ = 13y £ = 29, se observd que (TU), ~ 0.4
VI Vinirs {TU)ret = =1.35 S/ Simin Y {TU)set = =0.39 T/ Trnin. EL efecto
del niumero de esferas no se observd entre los casos con £ =
13y £ =29, debido a que las esferas no habrian conseguido
modificar el campo de flujo apreciablemente (Orona et al,
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2014). En los casos con £ = 61, los valores de { 7u),e resultaron
mayores debido a que un mayor numero de esferas habria
afectado apreciablemente al campo de flujo, produciendo un
mayor nimero de remolinos en el dominio.

Niveles de dispersién de las esferas

La Figura 4 muestra los perfiles del coeficiente de dispersion
(dyy) en funcion del tiempo para todas las condiciones
estudiadas. En general, se observa un incremento inicial de los
valores de (a&); hasta alcanzar un maximo o una zona de
maximos para 3.2 < t < 3.4. Este incremento inicial se deberia
a la interaccidon de las esferas con el fluido provocando una
separacidén axial, ademas de la separacidn radial que poseen
las esferas
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Figura 4. Valores de (d); para todas las condiciones
estudiadas. (a) £=13,(b) E=29y (0 £=61.

inicialmente. Luego, se observa una disminucién producida
por la agrupacion de las esferas al desplazarse por el dominio
hasta llegar a la interfaz liquido-aire.

En los casos cuando £ = 13 (Figura 4a), se observa que para S
= 2 cm y valores bajos de V] el fluido transporta a las esferas
casi sin perturbar su posicién radial inicial (Orona et al, 2014).
Esto produce que los valores de (d); permanezcan casi
constantes en el tiempo. Para valores de S = 1 cm, a medida
que V aumenta, los valores de (d); disminuyen mas
rapidamente. Esta disminucion se podria deber a que el mayor
caudal del fluido transporta mas rapidamente a las esferas
provocando que se agrupen mas facilmente cuando llegan a
la interfaz liquido—aire. Es importante mencionar que los
perfiles de (d); no disminuyen hasta alcanzar su valor minimo
de (@)imin = ¥2 (Le. cuando las esferas se tocan).

Cuando £ = 29 (Figura4b), todos las condiciones exhiben una
disminucién de (d); luego de alcanzar la zona de maximos. En
este caso se observa que para S = 2 cm, un aumento de V
produce una menor agrupacion de las esferas a medida que
suben por el dominio (Orona et al, 2014). Este fendmeno no
se observa para S = 1 cm. En general, todos los perfiles

tienden al valor minimo de (dyimn = /N2 a diferentes

velocidades.

Finalmente, cuando £ = 61 (Figura 4¢), los perfiles de (d);
presentan la particularidad de una segunda zona de maximos.
Esto se debe a que el flujo secundario de esferas y liquido
para los tiempos ¢ > 3.62 (Orona et al, 2014) permite que las
esferas se agrupen en esta corriente y presentando un minimo
en los valores de (d): Luego, al subir las esferas en el flujo
primario, los valores de {a); aumentan por el efecto del liquido

que separa las esferas mientras suben hasta llegar a la interfaz
liquido—aire. Los perfiles, tienden al valor minimo de (@ imin =
1. Es importante mencionar que los maximos observados para
t < 3.5, son mayores para las condiciones con S = 1 cm.
Ademas, para estas condiciones, el efecto de Ves mayor. Esto
puede observarse en la distribucion de las esferas (Orona et
al, 2014).

Se observa que el incremento inicial de (d); es mayor para un
mayor valor de £ debido a que las esferas inicialmente se
encuentran mas cercanas entre st y cualquier movimiento
produce un aumento relativo. En general, se observa que 7no
presentd un efecto apreciable sobre los perfiles de (d)+.

Coeficiente de transferencia superficial de energia
promedio

La Figura 5 muestra los perfiles de (A, en funcion del tiempo
para todas las condiciones estudiadas y para un rango de 3 s
< t < 4 s En la misma se puede observar que los perfiles
presentaron un formato similar al observado para las
velocidades relativas de las esferas ((vy;) (Orona et al, 2014).
Ademas, el efecto de las variables operativas sobre (/) fue
similar al encontrado en (vs;,). Esto es debido a que la Ec. (4)
no produciria un cambio significativo en la forma en que el
efecto de las variables transfieren informacion desde (v, a
(ho.

Para observar un efecto mas representativo del proceso global
sobre la transferencia de energia, los valores de (A, fueron
promediados en el tiempo para obtener ((h)) mediante la Ec.
(7), donde tges = tr— & = 5 s. En la Tabla 1 se resumen los
valores de ({h)) para todas las condiciones estudiadas. En la
misma se observa que un aumento de £y V/y una disminucion
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en S produjeron un aumento en ({hy)). El efecto de T sobre
{(hoy fue despreciable. En general, las variaciones usadas en
las variables operativas produjeron ((/A))/{{(A))min = 0.035
E/ Evin, <<hc>>/<<hc>>min ~02 V/ Vining <<hc>>/<<hc>>min ~-1.7 S/Sm'm-

Tabla 1. Valores de ({Ay)) para las condiciones estudiadas.

Condicién §<£ﬁ>]> W m Condiciéon §<£ﬂ>]> [w m>Condicién §<£ﬂ>]> W m
'1|'§VO3OS1E1OO9 :||-§V05951E1395 'II_:'15\3/11851 2152
;'SVO3OS1E1159 ;gV059S1E1539 13\9/11851 2189
;?V03051E1226 Z?V059S1E1385 12\1/11851 2276
'1I'§VO3OSZE780 "II'§V059SZE 831 'IIE'15\3/1 18S2 1116
;gVO3OSZE87S ;gV059SZE964 Eg\gm 18S2 1150
'GI'?VO3OSZE 1060 'EIS'?V059SZE 1093 12\1/1 18S2 1177
;IgVOSOﬂ 962 EgV059S1 1291 I1E?\3/1 18S 1987
E;8V03OS1 1090 'IIE';_SV059S1 1402 I1E(2)\9/1 18S 2120
'IIE';?VOSOS1 1131 'IIE';?V059S1 1179 I;2Y1 18S 2043
E gVOSOSZ 776 E ;)V05952 824 '£1E?\3/1 18S 1000
E;gVOEIOSZsSO 'IIE';_SV059SZ 890 '£1Eg\9/1 18S 1111
Eg?VO3OSZ1057 Eg?V059SZ1053 '£1E(6)Y1 18S 1164

167



V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Cérdoba, Argentina, 17 a 19 de Noviembre de 2014

¢hy [W m2 K]

¢hy W m2 K]

(h) [W m2 K]
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Figura 5. Perfiles de (h) en funcién del tiempo para las

condiciones estudiadas. (@) £=13,(b) £E=29y (9 £=61.
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Se realizd un estudio del efecto de las variables operativas
(caudal y temperatura) y el nimero de orificios sobre las
transferencias de momento, energia y materia que tienen
lugar en un proceso de congelacion por hidrofluidizacion
entre esferas moviles de alimento y el refrigerante. El trabajo
consistido en modelar matematicamente las transferencias y se
llevd a cabo separando el estudio de los fendmenos que
ocurren en el refrigerante y dentro del alimento. Esto fue
posible debido a la diferencia de 6rdenes de magnitud entre
las transferencias de momento en el refrigerante (medio con
altas velocidades de fluido y altos niveles de turbulencia) y las
transferencias de energia y materia.

En el caso del modelado en el dominio del fluido refrigerante,
se resolvieron los balances de momento (Navier-Stokes) y
continuidad usando la dinamica de fluidos computacional
(CFD). El efecto de las interacciones esfera—esfera, esfera—
contorno y esfera—refrigerante fueron modeladas mediante la
combinacion de los métodos de fase discreta (DPM) y
elementos discretos (DEM). Se estudiaron variables
representativas de las transferencias tales como los
promediados del coeficiente de transferencia de energia
superficial, las velocidades locales y relativas de las esferas, los
niveles de turbulencia promedio, los contornos de velocidad y
las lineas de corriente.

En general, la variable que mas influyo sobre la velocidad
promedio y relativa de las esferas y los coeficientes promedio
de transferencia superficial de energia fueron el nimero de
esferas, la separacién entre orificios y la velocidad promedio

del fluido en los orificios. La temperatura del refrigerante tuvo
un efecto marginal. Por otro lado, la transferencia de energia
dentro de las esferas fue afectada por £ S, Vy T.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo y en su
complementario (Parte 1), se puede vislumbrar que este
estudio produce una mejora sustancial en el entendimiento y
desarrollo de la tecnologia HF y métodos similares tales como
la congelacion de alimentos por inmersion. La combinacion de
CFD con DPM y DEM permite estudiar condiciones reales de
procesamiento en forma relativamente facil, econémica y sin
perder precision en los resultados. Estas caracteristicas
confieren a la herramienta desarrollada en este trabajo la
capacidad de ser usada para estudiar, disefiar y eventualmente
optimizar cualquier sistema que involucre flujo de un fluido
que interactle con piezas de alimento tales como frutas finas,
arvejas, choclo, trozos de zanahorias y papa, y productos
elaborados tales como frutas glaseadas, hortalizas saladas,
productos congelados y osméticamente deshidratados, etc.
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Resumen: Se estudio la resistencia al flujo de aire en lecho
profundo de granos de chia de produccién argentina bajo
diferentes condiciones considerando los factores velocidad de
flujo de aire (V), profundidad del lecho (H), humedad del
grano (M) y tipo de empaque (T), con vistas a estimar la
potencia de ventilacion necesaria para operaciones de post-
cosecha (aireacién/secado). La muestra original fue
acondicionada a humedades de 8,7, 11,56 y 15,03% b.s. (base
seca). El silo piloto fue llenado mediante dos métodos para
obtener diferentes empaques (rango 360,7-437,2 kg/m?). La
pérdida de carga unitaria (DPu) se evalud en el rango 0,036-
0,178 m?/(s-m?) para profundidades de 0,14 y 0,44 m. DPu
resulté entre 490 Pa/m (15,04% bs, 0,14 m, 0,036 m>/(s-m°),
empaque flojo 360,7 kg/m?) y 5250 Pa/m (8,72% bs, 0,14 m,
0,178 m*/(s-m?), empaque denso 437,2 kg/m?). Los resultados
se analizaron por ANOVA para evaluar la influencia de los
parametros sobre DPu. Se encontré efecto significativo
(p<0,05) de los factores V, M, Hy T sobre DPu, asi como de las
interacciones (MxV), (VxH), (MxT), (MxH), (VxT) y (HxT),

ademas de otras. Los modelos de Shedd y Hukill-lves
resultaron apropiados para describir la resistencia al flujo de
aire de granos de chia.

Palabras Clave: chia, pérdida de carga, lecho profundo,
alreacién/secado, post-cosecha.

Abstract: The pressure-drop across a column of chia grains of
argentine production was studied under different conditions,
considering the factors airflow rate (V), bed depth (H), grain
moisture (M) and packing type (T), with the aim of estimate
the power ventilation needed for post-harvest operations
(aeration/drying). The original sample was conditioned at
moistures of 8.7, 11.56 and 15.03% db (dry basis). Pilot silo
was filled by two methods to obtain different packing (range
360.7-437.2 kg/m?>). Pressure-drop per unit bed depth (DPu)
was evaluated in the range 0.036-0.178 m3/(s-m?) for bed
depths of 0.14 and 0.44 m. DPu resulted between 490 Pa/m
(15.04% bs, 0.14 m, 0.036 m*/(s-m?), loose fill 360.7 kg/m?)
and 5250 Pa/m (8.72% bs, 0.14 m, 0.178 m>/(s-m?), dense fill
437.2 kg/m°). Results were analyzed by ANOVA in order to
evaluate the influence of the parameters on the DPu.
Significant effect (p<0.05) of V, M, H, T, and interactions (MxV),
(VxH), (MxT), (MxH), (VxT) and (HxT), between others, were
found. Models of Shedd and Hukill-lves were appropriated for
description of the airflow resistance of chia grains.

Keywords: chia, pressure-drop, deep bed, aeration/drying,
post-harvest.
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El grano de chia (Salvia hispanica L.) es producido por una
planta herbacea anual originaria de México y Guatemala
cultivada en épocas de las culturas precolombinas. Es una
semilla pequenfa rica en aceite (30-38%) compuesto
principalmente por acidos grasos insaturados Q-3
(destacandose el alfa-linolénico representando un 64%);
ademas el grano tiene elevado contenido de proteinas (19-
23%), fibra y antioxidantes (Romero-Manilla et al 2006,
Capitant et al 2012, Bushway et al 1981, Taga et al 1984,
Ixtaina et al 2008, Ixtaina et al 2011).

En Argentina se iniciaron cultivos de chia en Salta y Tucuman
hacia los 90 en busqueda de nuevas alternativas productivas.
Debido al gran interés generado y a la insuficiente
informacién disponible, desde 2008 se han desarrollado
proyectos sobre manejo del cultivo (fechas/densidad de
siembra, plagas, enfermedades, malezas). Sin embargo, no
existen estudios referidos al manejo post-cosecha del grano.
El objetivo del presente trabajo fue estudiar la resistencia al
flujo de aire de granos de chia en lecho profundo a fin de
establecer la potencia de ventilacidon necesaria en operaciones
de post-cosecha (aireacidon/secado) bajo diferentes
condiciones: velocidad de flujo de aire, profundidad de lecho,
humedad del grano, tipo/densidad de empaque, evaluando la
influencia de estos parametros sobre la pérdida de carga
unttaria (DPu).

MATERIALES Y METODOS
Muestras

Se emplearon granos limpios y secos de chia de produccion
argentina provistos por INTI (Partido de 9 de Julio, Provincia
de Buenos Aires, Argentina). La muestra original fue dividida
en tres sub-muestras por medio de un cuarteador, y éstas se
acondicionaron a humedades de 8,7, 11,56 y 15,03% bs (base
seca), y se conservaron bajo refrigeracién hasta su uso.

Equipo piloto

Se utilizdé un equipo (Figura 1) disefiado para estudios de la
resistencia al flujo de aire de materiales particulados en la
Facultad de Ingenieria de la UNICEN (Pagano et al 1998). La
planta piloto consta de un silo cilindrico vertical de 0,26 m de
diametro y 1 m de altura construido en chapa galvanizada,
equipado con sistema de impulsién de aire e instrumentos
para la medicion de la caida de presion diferencial (Dwyer-
Series modelo 2000 Magnehelic, exactitud/precision: +2% de
escala, rangos: 0-6 mmca, 0-25 mmca, 0-80 mmca, 0-25
cmca, menor division: 0,2; 0,5; 2,0; y 0,5 respectivamente).
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Figura 1: Esquema del equipo experimental empleado para el
estudio de la resistencia al flujo de aire de granos de chia.

Diseino experimental

El estudio experimental se llevo a cabo en la planta piloto de
la Facultad de Ingenieria — UNICEN, trabajando sobre un
disefio experimental factorial considerando los factores
velocidad de flujo de aire (V: rango 0,036-0,178 m?/s m?),
profundidad del lecho (H: 0,14 y 0,44 m), humedad del grano
(M: 8,7, 11,56 y 15,03% b.s.) y tipo de empaque (T: “flojo" y
“denso”), por triplicado.

Determinacion de humedad

El contenido de humedad de los granos se evalué segun
AOAC (1995) por triplicado.

Determinacion de peso hectolitrico

El peso hectolitrico (que representa una medida de la
densidad aparente, paparente) (Mora, 1997) de los granos
acondicionados a cada nivel de humedad se determind
mediante balanza Schopper de acuerdo al método 55-10 de
AACC (AACC, 1995) por triplicado.

Determinacion de la densidad real del grano

La densidad real del grano (prea)) acondicionado a los distintos
niveles de humedad se evalu6 mediante picnometria liquida
con tolueno a temperatura ambiente por triplicado.

Método de llenado del silo

El silo piloto fue cargado desde el tope empleando dos
métodos para obtener empaques “flojos” y “densos” con
diferentes densidades (rango 360,7-437,2 kg/m>). El empaque
“flojo” se logro por el método de Shedd (1951, 1953)
realizando la carga de los granos mediante un embudo que se
fue desplazando lentamente desde el fondo del silo
permitiendo que el material granular se deslice conformando
el lecho sin caida libre. El empaque “denso” se obtuvo
cargando los granos en forma de lluvia desde el tope del silo
(1 m de altura). Luego el lecho fue enrasando eliminando el
talud natural de los granos.
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Porosidad del lecho

La porosidad del lecho (g) de granos se determiné mediante la
siguiente Ec. (1) (Mohsenin, 1970) a partir de la densidad real
del grano y de la densidad aparente.

e = (1 _ paparenteJ (1)
Preal

Procedimiento experimental

Para cada contenido de humedad del grano y tipo de
empaque, la pérdida de carga en el lecho (DP, Pa) se evalué a
profundidades de 0,14 y 0,44 m para velocidades de flujo de
aire entre 0,036-0,178 m>/(s-m?) por triplicado. El caudal de
flujo de aire se reguldo desde una valvula instalada en la
caferia. La velocidad de flujo de aire (V) en el lecho se midio
en la placa orificio calibrada mediante la Ec. (2).

_ 0.265-/AP

. 2
Area - 60 @

donde AP: caida de presion del aire al atravesar la placa
orificio (mmca); Area: seccidn transversal del silo (m?).

Modelado de la resistencia al flujo de aire

Las curvas experimentales de pérdida de carga unitaria en el
lecho en funcién de la velocidad de flujo de aire fueron

modeladas mediante las ecuaciones de Shedd (Ec. 3) y Hukill-
Ives (Ec. 4) (Shedd 1953, Pagano et al 1998, ASAE 1999).

DPu=A-V2 (3)

2
DPu=_ 2V (4
In(l+b-V)

Tratamiento estadistico de los datos

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante
un analisis de la varianza (ANOVA) (a=0,05) mediante el
software SYSTAT V12, a fin de evaluar el efecto de los
parametros velocidad de flujo de aire (V), contenido de
humedad del grano (M), profundidad del lecho (H) y tipo de
empaque (T) sobre la pérdida de carga unitaria en el lecho
(DPu).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion del material de estudio

Como resultado de la caracterizacion de los granos
acondicionados a tres niveles de humedad, se obtuvieron los
resultados que se muestran en la Tabla 1 para las
propiedades peso hectolitrico, densidad real, densidad
aparente y porosidad.
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Tabla 1: Peso hectolitrico, densidad aparente, densidad real y
porosidad del lecho de las muestras de chia empleadas en el

estudio.

Contenido de Peso Densidad Densidad .
. aparente Porosidad

humedad hectolitrico o real & (%)

o, aparente 3 o

M (% b.s.) (kg/hL) (kg/m3) Preal (kg/m )

8,72 (+ 0,06) 64,15 (£ 0,37) 641,46 (+3,67) 907,2 (£ 1,3) 29,3 (= 0,30)
11,56 (= 0,07) 57,73 (+ 0,13) 57732 (£ 1,27) 931,2(£39,0) 37,9 (+247)
15,03 (= 0,13) 55,87 (+ 0,23) 558,65 (+2,30) 868,3 (+12,8) 35,7 (+0,68)

Guiotto et al (2011) han reportado correlaciones para la
variacion de la propiedad densidad real y densidad aparente
con el contenido de humedad. En la Figura 1 se presentan
estas predicciones (lineas) comparadas con las determinadas
experimentalmente (puntos) en el presente trabajo. Se observa
que las tendencias son similares para ambas propiedades.

r’
— B LR S
= 4
e
= ¢ ¢
E
e LT TR
5 A
= A A
Contenido de humedad (% b.s.)
#  densidad real (este rabajoy  ===mm-- densidad real (Guiotto et al, 2011)
A densidad aparente (este trabajo) - - - - densidad aparente (Guiotto et al. 2011)

Figura 1: Densidad aparente y densidad real de granos de
chia de las muestras de estudio comparadas con la
bibliografia.

Respecto a la porosidad, el promedio de los valores
presentados en la Tabla 1 resultdé 34,3% en el rango de
estudio, comparable con el valor medio reportado por Guiotto
et al (2011) en el rango 4,6-17,7% b.s. (35,3%).

Analisis de los datos de caida de presion en el lecho
durante la aireacion de los granos

Se obtuvieron experimentalmente 324 datos de pérdida de
carga (DP) en el lecho de granos de chia a diferentes
profundidades (0,14 y 0,44 m), en el rango de velocidades de
flujo de aire de 0,036 m*/(s-m?) a 0,178 m?/(s-m?), para dos
tipos de empaque diferentes (“flojo” y “"denso”).
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A partir de estos resultados se obtuvieron las
correspondientes pérdidas de carga unitarias (DPu = DP/H)
gue se muestran en la Figura 3 para empaque “flojo” y Figura
4 para empaque “denso”.

La resistencia al flujo de aire resultd entre 490 Pa/m (15,04%
bs, 0,14 m, 0,036 m*/(s-m?), empaque flojo con 360,7 kg/m?) y
5250 Pa/m (8,72% bs, 0,14 m, 0,178 m?®/(s-m?), empaque
denso con 437,2 kg/m?>).

r
8. Tee bia 0.14 m
- A8. 7Mbb, D44 m
:; #11.6% b, 0.14m
2 & i1.6%bs. 044 m
= e 15.04% bs, 0.14m
P5.04% bos, 044 m
Vim?'s m?)
A

Figura 3: Pérdida de carga unitaria en el lecho de granos de
chia con empaque “flojo” en el rango de velocidad de flujo de
aire de de 0,036 a 0,178 m*/(s-m°).

r
8. 72% b.s. 0.14 m
- 087 bs, 044 m
3 )11.696 b6, 0.14 m
Ei I" i11.6%b.s, 0.44 m
= 15.04% b.s, 0.14m
& ; 15.04%b.s, 0.44 m
VimY's m*)
A

Figura 4: Pérdida de carga unitaria en el lecho de granos de
chia con empaque “denso” en el rango de velocidad de flujo
de aire de de 0,036 a 0,178 m>/(s-m?).

El andlisis de la varianza permitid establecer que existe un
efecto estadisticamente significativo (p<0.05) de los factores
V, M, Hy T (en este orden) sobre DPu, ast como de las
interacciones (MxV), (VxH), (MxT), (MxH), (VxT) y (HxT),
ademas de otras, tal como se muestra en la Tabla 2.

Dado que la velocidad de flujo de aire result6 ser el parametro
con mayor influencia sobre la resistencia al flujo de aire de los
granos de chia (seguido por el contenido de humedad, luego
por la profundidad de lecho y finalmente por el tipo de
empaque), se analizo la funcionalidad entre DPu y V a través
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del ajuste de modelos clasicos de la bibliografia: modelo de
Shedd y Hukill-lves (ASAE, 1999).

Tabla 2: Analisis de la varianza (ANOVA) del efecto de los
parametros MO, V, H y T (y de sus interacciones) sobre la
resistencia al flujo de aire (DPu) de granos de chia.

rado de

Factor Ubertad F P

M 2 9764,92 7,70x10 '
v 8 9107,15 3,88x10 '
H 1 1502,90 1,37x10"
T 1 614,77 1,56x10"
MxV 16 285,66 4,42x10"
MxH 2 81,67 1,61x10"
MxT 2 376,26 1,19x10"
VxH 8 37,91 9,73x10° 7
VxT 8 14,04 1,34x10"
HxT 1 23,31 2,61x10%®
MxVxH 16 2,44 2,04x107
MxV/xT 16 10,67 1,06x10"
MxHxT 2 29,28 2,09x10™"
VxHxT 8 0,72 0,671
MxVxHxT 16 1,67 0,056

La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos en el ajuste de
estos modelos en el rango de estudio, para cada una de las
profundidades de lecho y densidades de empaque empleadas.
Se presentan los valores de las constantes de los modelos
junto con los correspondientes criterios estadisticos utilizados
para evaluar el grado de ajuste de los datos experimentales
(coeficiente cuadrético de correlacion R? error estandar de la
estimacion del parametro ASE).

Tabla 3: Coeficientes de los modelos de Shedd y Hukill-lves

para granos de chia.

MODELO DE SHEDD

Empaque M (% bs)  H(m) A ASE(A) B ASE(B) RZ
67 014 31694 1758 1138 0,028 0999
044 28613 1326 1160 0024 0999
flojo" 160 014 22734 1111 1112 0025 0999
044 18649 779 1048 0022 0999
15 04 014 17897 590 1080 0017 0999
044 15295 590 1041 0020 0999
67 014 37576 2043 1158 0028 0999
044 35335 1095 1184 0016 0999
) 014 22050 669 1080 0016 0999
denso 11.60 044 20599 760 1088 0019 0999
oy 014 31695 1758 1137 0028 _ 0999
044 28614 1326 1160 0024 0999
MODELO DE HUKILL-IVES
Empaque M (% b.s.) H (m) a ASE(a) b ASE(b) R?
o7 014 53205 15077 _ 2587 _ 0857 0998
044 58421 11335 3441 0813 0999
fojor 1160 014 38727 8336 2480 0621 0999
044 16918 6245 1073 0426 0999
5 04 014 22835 529 1667 0368 0999
044 11129 857 083 038 0999
572 014 77824 6411 3486 0897 0999
044 83972 9118 4400 0606 0999
) 014 27874 138 1650 0338 0999
denso 11.60
044 28858 751 1884 0423 0999
. 014 27721 7536 1934 0594 0999
0.44 6024 5561 0465 0444 0999

Puede notarse en la Tabla 3 que tanto el modelo de Shedd
como el de Hukill-lves resultaron igualmente apropiados para
describir la resistencia al flujo de aire de granos de chia,
obteniéndose coeficientes de correlacién mayores que 0,998
en todos los casos.
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Se ha estudiado la resistencia al flujo de aire de granos de chia
(Salvia hispanica L.) en el rango de velocidad de flujo de aire
de 0,036 a 0,178 m*/(s-m?) para contenidos de humedad del
grano entre 8,72 y 15,04% b.s. para distintos tipos de
empaque, generando informacién nueva para el disefio de las
operaciones de postcosecha (aireacién/secado).

La caida de presion resulto entre 490 Pa/m (15,04% bs, 0,14 m,
0,036 m?/(s-m?), empaque flojo con densidad 360,7 kg/m?) y
5250 Pa/m (8,72% bs, 0,14 m, 0,178 m3/(s-m?), empaque
denso con densidad 437,2 kg/m?).

Tanto la velocidad del aire, como la humedad del grano y la
profundidad del lecho (y sus interacciones) resultaron
influyentes sobre la pérdida de carga unitaria.

Los resultados experimentales de resistencia al flujo de aire de
granos de chia pudieron ser modelados con precision por los
modelos de Shedd y Hukill-lves.
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Resumen: En las ultimas décadas se ha profundizado la
busqueda de alimentos que provean beneficios para la salud,
mas alla de los nutritivos. El uso de proteinas lacteas como
vehiculos de ingredientes bioactivos, ha tomado
protagonismo. La p-lactoglobulina (B-lg) es la principal
proteina del suero lacteo y ha sido ampliamente estudiada por
sus propiedades funcionales destacables y su alto valor
biologico. El acido félico (AF) es una vitamina hidrosoluble
requerida para nuMerosos procesos bioldgicos
fundamentales, y es un componente esencial de la dieta. El
objetivo del trabajo fue constituir nano-complejos de -lg/AF.
Los sistemas se estudiaron desde el punto de vista del tamafio
de particulas y se llevo a cabo su caracterizaciéon interfacial. El
tamafo de particula se determiné por dispersion dinamica de
luz, mientras que el monitoreo de la presién superficial (r) se
realizd en un tensidmetro de gota. El AF indujo la agregacion
de la B-lg. La actividad superficial se increment6 levemente a
pH 7, mientras que el efecto fue negativo a pH 5, el punto
isoeléctrico de la B-lg. Estos resultados guardan una
interesante implicancia practica a la hora de disefar carriers
biocompatibles que seran usados como ingredientes en
sistemas dispersos.

Palabras clave: f-lactoglobulina, acido félico, nano-
complejos, interfase aire-agua.

Abstract: There is an increasing interest in the role of food
materials in enhancing the nutritional value of foods and in
preventing diseases. Milk proteins can bind a variety of
molecules and ions at different degrees of affinity and
specificity. B-lactoglobulin (B-lg) is the major protein in whey
and it is an important protein for food industry because of its
high nutritional value, and its functional properties. Folic acid
(FA), a water soluble B vitamin is required for several
fundamental biological processes, and is an essential
component of the diet. The objective of this work was to
construct and characterize B-lg/FA nano-complexes and study
their functionality at the air-water interface at pH 7 and 5. Size
particle distribution of the nano-complexes was determined
by dynamic light scattering. Their interactions at the air—water
interface were determined by monitoring the dynamics of
surface pressure () with an automatic drop tensiometer. FA
induced B-lg aggregation. The interfacial activity was slightly
enhanced at pH 7, while was detrimental at pH 5, B-lg
isoelectric point. These results have practical implicances as
these nano-complexes could be incorporated to different
disperse food matrixes.

Keywords: (-lactoglobulin, folic acid, nano-complexes, air-
water interface.
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There is an increasing interest in the role of food materials in
enhancing the nutritional value of foods, in preventing
disease, and in slowing the progression of long-term chronic
diseases (Morris 2011). Thus, there have been many efforts to
develop food systems that can be able to carry bioactive
compounds, such as vitamins or minerals. These systems must
be designed so that they do not adversely impact the
properties of the food product in which they are incorporated,
while being able to deliver beneficial components to specific
sites within the consumer’s body, e.g., mouth, stomach, small
intestine or colon (Ubbink et al 2008; Velikov and Pelan 2008;
Lesmes and McClements 2009).

Milk proteins can bind a variety of molecules and ions at
different degrees of affinity and specificity (Livney 2010),
among them, B-lactoglobulin (3-lg), which is the major protein
in the whey of ruminant milk. It has been shown to bind small
hydrophobic compounds such as fatty acids, retinol and other
fat soluble vitamins, isothiocyanates and various polyphenols
(Liang and Subirade 2012; von Staszewski et al 2014).
However, the location of the binding sites for the different
ligands has not been completely clarified (Keppler et al 2014).

On the other hand, Folic acid (FA), is a water soluble B vitamin,
required for several fundamental biological processes, and is
an essential component of the diet (Madziva et al 2006).
Therefore, the FA sources for human beings are the diet and
the synthesis of some intestinal bacteria. The FA deficiency is
provoked by an inappropriate diet, intestinal absorption
limitations, and the interferences generated by some

medicines. Pregnancy constitutes another important reason
for folate deficiency, since the growing fetus quickly consume
the maternal store of this acid. It was well established that
suitable levels of FA before conception and even during first
weeks of pregnancy prevented of neural tube defects (NTD),
primarily anencephaly and spina bifida (Younis et al 2009). It
has also been suggested that FA may be effective in
decreasing the risk for cardiovascular diseases (Adank et al
2003), colon cancer (La Vecchia et al 2002), neurological
illnesses such as dementia and Alzheimer’s disease (Reynolds
2002; Miller 2003).

B-lg/FA complexes has been constructed and their design was
reported in a previous research (Pérez et al 2014). In the
referenced work the interactions between the protein and FA
at different load ratio and their functional implications in
terms of colloidal behavior and digestibility were studied.
Nevertheless, studies of these nano-complexes behavior in the
air-water interface are still lacking.

The composition and structure of adsorbed layer surrounding
air bubbles in foams and water droplets in emulsions are
fundamental to the stability and behavior of dispersed
systems during their processing. The adsorption of
macromolecules at the A/W and O/W interface is different
from the adsorption of low molecular weight surfactants. The
formation of stabilizing interfacial layers requires, firstly, the
diffusion of the polymer from the bulk to the interface and,
secondly, its adsorption at the interface (Wollenweber et al
2000). Macromolecules adsorbed at the interface appear as
train, loops and tails (Pérez et al 2008), which influence the
surface properties of a macromolecule. A change in the
conformation of the adsorbed macromolecule can cause a
drastic effect both on the fraction of segments directly in
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contact with the surface (i.e., on the surface tension) and on
the thickness of the adsorbed macromolecules layer
(Nahringbauer 1995). As an example, it could be mentioned
that the properties of the interfacial layers, especially the ratio
of train/loop and tail segments, and the elasticity of the layer,
determine the emulsion stability, particularly the coalesce
stability of the oil droplet (Wollenweber et al 2000). Therefore,
it is important to determined the dynamic surface
characteristics of food proteins and proteins+ligand, like FA,
films at the A/W interface.

Thus, the objective of this work was to construct and
characterize B-lg/FA  nano-complexes and study their
functionality at the air-water interface at pH 7 and 5.

MATERIALS AND METHODS
Materials

BioPURE B-lactoglobulin was supplied by DAVISCO Foods
International, Inc. (Le Sueur, Minnesota). Its composition was:
protein 97.8% (w/w dry basis) and B-lg making up 93.6% (w/w)
of total proteins, 0.3% (w/w) fat, 1.8% (w/w) ash and 5.0%
(w/w) moisture. FA was manufactured by DSM Nutritional
Products Argentina S.A. and was gently donated by
Laboratorios Bagd S.A. (La Plata, Argentina). Its purity was
98.8% (w/w, dry basis). Both B-lg and FA were used without
further purification.

Single and mixed solutions

B-lg and FA powders were dissolved separately in double
distilled water at room temperature, under agitation. Protein

solutions were kept 24 h at 4 °C to achieve complete
hydration of the molecules, while FA solutions were prepared
freshly on the same day of measurement. Pure solutions of B-
lg and FA were prepared as control systems at 1% (w/w) and
0.25 %, respectively. pH was adjusted to 7.0 and 5.0 using 1 M
HCl or 1 M NaOH (analytical grade). The B-lg/FA nano-
complexes were produced by mixing, under agitation, the
solutions at pH 7 to reach the required final concentrations of
the protein and vitamin ligand in the bulk solution (1% (w/w)
and 0.25 %, respectively). In other set of samples, pH was
adjusted to 5.0 and they were centrifuged at 12,857 g for 30
min at 25 °C. The measurements were carried out with the
supernatant.

Glass materials in contact with the solutions were properly
cleaned in order to avoid any contamination by surface-active
substances. The absence of these contaminants in the
solutions was checked by surface tension measurements
before samples preparation.

Particle size determination

The impact of FA in B-lg particle size distribution was
determined by dynamic light scattering in a Zetasizer Nano-
ZS, Malvern Instruments (Worcestershire, UK) provided with a
He-Ne laser (633 nm) and a digital correlator, Model ZEN3600.
This instrument has a measurement range of 0.6 nm - 6 um,
according to the manufacturer, and incorporates noninvasive
backscattering (NIBS) optics. Solutions were filtered through
045 and 0.22 pm Micron Separation Inc. syringe filters
(Westborough, USA). Samples were contained in disposable
polystyrene cuvettes and measurements were carried out at a
fixed scattering angle of 173°, at a temperature of 25 °C. Data
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were collected over 10 sequential readings, and the average
hydrodynamic diameter was obtained. The CONTIN method
was used to analyze the data for percentile distribution of
particle/aggregate sizes. The intesity size distribution obtained
is a plot of the relative intensity of light scattered by particles
in various size ranges. Through Mie theory, with the use of the
input parameter of sample refractive index, it is possible to
convert the intensity size distribution to volume size
distribution (Pizones Ruiz-Henestrosa et al 2014; Malvern-
Instruments). The particle sizes are reported as the average
and standard deviation of 10 readings made on two
independently prepared samples.

Dynamic interfacial properties

The interactions between B-lg and FA at the air-water
interface were determined by monitoring the dynamics of
surface pressure (m) of single components and the mixed
systems. Time-dependent surface pressure and surface
viscoelastic parameters of adsorbed B-lg and mixed systems
B-lg/FA at the air-water interface were obtained with an
automatic  drop  tensiometer  (PAT-1, SINTERFACE
Technologies, Berlin, Germany) as described elsewhere (Mucic
et al 2013; Pizones Ruiz-Henestrosa et al 2014; Bellesi et al
2014).

The aqueous solutions of B-lg or B-lg/FA were placed in a 100
uL glass Hamilton syringe, and a droplet at a constant volume
(12 pl) was formed. The surface tension (y) was calculated by
the computer software through analyzing the profile of the
drop and fitting it to the Young-Laplace equation. The surface
pressure is T = yo — v, Where vy is the surface tension of pure
water and y is the surface tension of protein solutions.

Measurements were developed at a constant temperature at
20 £ 0.2 °C.

The kinetics of adsorption of proteins was determined
according to Martinez et al (2009), by analyzing the diffusion
rate constant (ku#), adsorption/penetration rate constant (kags)
and the rearrangement rate constant (kg). During the first step,
at relatively low surface pressures when diffusion is the rate-
determining step, a modified form of the Ward and Tordai
equation can be used to correlate the change in surface
pressure with time (Ward et al 1946):

7= EC.;.KT[ j1 ﬂ(1)

where ( is the concentration in the aqueous phase, K the
Boltzmann constant, 7 the absolute temperature, D the
diffusion coefficient, and 6 the adsorption time. If the diffusion
at the interface controls the adsorption process, a plot of m
against 8”7 will then be linear and the slope of this plot will be
the diffusion rate (kyis).

Measurements were performed at least in duplicate.

Statistical analysis

The data was statistically analyzed with Statgraphics
Centurion® XV software (Statistical Graphics Corp.). Statistical
analysis was performed using one-way analysis of variance
(ANOVA) to identify which groups were significantly different
from others (P < 0.05). Linear regression analysis was
performed using OriginPro® 8 (OriginLab Corp.).
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RESULTS AND DISCUSSION
Size distribution of pure B-lg and mixed systems

Dynamic light scattering (DLS) is being increasingly used to
determine molecular size, hydrodynamic radius and kinetics of
aggregation of biopolymers. This technique has been used for
studying the aggregation process of several food proteins.
However, studies on f-lg aggregation induced by the
presence of FA with this technique has been less used (Pérez
et al 2014). Particle size distribution for pure B-lg (1% (w/w),
pH7, based on the intensity of the scattered light, was
trimodal (Fig. 1A). The peak with the smallest size (2.3 nm)
would correspond to the monomeric form of the protein
(Mehalebt et al 2008) while the others (10.1 and 141.8 nm)
correspond to oligomers and larger aggregates, respectively.
However, these larger populations were negligible in number,
as can be deduced from the volume-size distribution plots
(Fig. 1B).

Fig. 1A also shows the results obtained for the mixed systems,
in which a trimodal distribution can be observed. The most
relevant peak (4.8 nm), may correspond to a B-lg dimer,
whose formation could be induced by FA. Similar results were
reported in a recent work (Pérez et al 2014), where the
formation of B-lg/FA nano-complexes was confirmed by DLS
(particle size distribution and C-potential), as well as by
isothermal titration calorimetry.

At pH 5, the particle size distribution of -lg was monomodal,
reflecting a particle size of 87 nm (Figs. 1C, D). When
comparing this result with that at pH 7.0, this increase in the
value of the size of the protein aggregates would be related to
the fact that the protein is in its isoelectric point (between 4.6
and 5.2) (Das and Kinsella 1989; Bromley et al 2005; Haug et al

2009). The addition of FA promotes the formation of larger
structures (Figs. 1C, D), with particle sizes that range between
25 and 500 nm, which are evident both in intensity and
number distributions.
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pH 7 (A and B, respectively) and at pH 5 (C and D,
respectively).
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Adsorption dynamics

The surface dynamics properties of the B-lg/FA nano-
complexes were studied by monitoring the time evolution of
surface pressure at the air-water interface (Fig. 2). To this end
an automatic drop tensiometer was used. Firstly, it must be
said that the FA molecules do not possess surface activity. On
the other hand, previous studies have reported that the
protein bulk concentration used here was high enough to
allow the protein diffusion, unfolding and rearrangement at
the interface (Baeza et al 2005). The values of © increase with
the adsorption time and tended to reach a pseudo-
equilibrium state at long-term adsorption, under all the
experimental conditions, pH 7 and 5 (Figs. 2A, B, respectively).
The pseudo-equilibrium state was reached as a consequence
of the protein molecular rearrangements that occurred at the
air-water interface, a phenomenon that includes the replacing
of the less surface active groups by the more hydrophobic
ones (Lankveld and Lyklema 1972). The mentioned molecular
rearrangements require a certain period of time, which in turn
will depend on the molecular flexibility and on the distribution
of the hydrophobic residues of the single protein or that from
the complexes when the FA was attached to the protein (Liang
and Subirade 2010).
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Figure 2: Surface pressure as a function of adsorption time for
pure B-lg and B-lg/FA nano-complexes at pH 7 (A) and at pH
5 (B). Inserts correspond to short adsorption times (t<100s)

At pH7, it can be seen that the effect of the FA complexation
did provoke a slight increase in the value of © in comparison
with the single protein (Fig. 2A). Since the adsorption process
started at © values of 7.5 mN/m, it can be deduced that single
protein and nano-complexes were quickly adsorbed to the air-
water interface. The final = values (mf) reached by these
components oscillated near 24 mN/m. These values agree with
pioneers reports for this protein (Waniska and Kinsella 1985).
Qualitative differences could be detected for the adsorption at
short times (inner Fig. 2A) where B-lg/FA complexes showed
enhanced adsorption behaviour. On the other hand, a
remarkable increase in n values was observed in mixed
systems at pH 5 (Fig. 2B) in relation to the results at pH 7. The
adsorption of protein molecules is increased near the
isoelectric point which is attributed to a decrease in the
electrostatic repulsions at the interface and to the more
compact structure of the protein molecules into the interfacial
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film (a more rigid structure would be adopted by the B-lg
molecules) (Rade-Kukic et al 2011).

The adsorption process, at pH 5, started at a higher value of n
(= 12.5 mN/m). The fast increase of = reflects the fact that the
protein was able to reach the air-water interface almost
instantaneously. Meanwhile, the nano-complexes adsorption
described a slower behavior at this pH, and the n-time curve
manifested lower values than the same corresponding to the
pure protein, i.e. nanocomplexes turned less amphiphilic. This
effect was more evident when considering short adsorption
times (inner Fig. 2B). The hydrophilic character of the nano-
complexes could be increased by the hydrophobically bound
FA to the protein, which implies a decrease in the surface
activity for this specie (Kezwon and Wojciechowski 2014). A
clear decrease in & at long adsorption time was also detected
for the nano-complexes, which reached a pseudoequilibrium
value of 25 mN/m.

The values for the diffusion rate constant (kus can be
obtained during the first step of the adsorption process, at low
values of n (r< 10 mN/m) by applying the Ward and Tordai
expression (Equation 1), that relates the changes of surface
pressure with the square root time. However, the adsorption
of these components (B-lg and pB-lg/FA) was practically
instantaneous, with initial values of = > 10 mN/m, and it was
then approximated kg from the slope of the first value in the
plot of m vs t"/? as indicated by Martinez et al. (2009). The main
differences found for the ku# values (Table 1) had
correspondence with the pH of the solution and to the protein
aggregates properties under these conditions, i.e. the diffusion
of a surface active macromolecule depends on its spatial
conformation in the aqueous phase. Thus FA complexation did
not affect the B-lg diffusion to the air-water interface as single

protein and nano-complexes showed similar &g values at pH
7. Meanwhile, a decrease for the ku# of the nano-complexes
was detected at pH 5, which correlates with the slower
adsorption observed at the initial times (Fig. 2B).

At higher adsorption times, after the diffusion step, an energy
barrier for the proteins and nano-complexes adsorption
became important, which can be attributed to the adsorption,
penetration and rearrangements of the macromolecules at the
interface (Pérez et al 2008).

In order to determine the magnitude of the
adsorption/penetration rate constant (ksg) and the
rearrangement rate constant (kg for the adsorbed B-lg and B-
lg/FA nano-complexes the approach proposed by Suttiprasit,
Krisdasima and McGuire (1992) was used, where a semi-
empirical first-order equation is used: In[(r1gs-m)/( T185-T0)]=-
ki't, where migs, mp and m are the surface pressures values at
185 min of adsorption time, at time=0 and at any time t,
respectively, and «; is the first order rate constant (Martinez et
al 2012). The plot of this equation usually yields two or more
linear regions. The initial slope is considered as the first order
rate constant of adsorption (kas), while the second slope is
considered as the first order rate constant of rearrangement
(kr). The application of the first-order equation to the single
protein and to the nanocomplexes at pH 7 and 5 can be seen
in Figure 3 A and B, respectively.. The corresponding values
obtained are summarized in Table 1. No differences in k4qs NOr
kg for B-lg and for B-lg/FA nano-complexes were detected at
pH 7, indicating that the FA did not interfere after the
adsorption equilibrium was reached and the adsorbed
components could experience their own organization at the
air-water interface.

186



V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Cérdoba, Argentina, 17 a 19 de Noviembre de 2014

the air-water interface. The protein
conformational change provokes a
decrease in the protein superficial
energy. Although under acidic
conditions, the protein and FA
interaction would reduce the
molecular  flexibility = capacity
avoiding the required molecule
conformational change to anchor
to the interface.

01 01
] ] YA
-1 -1 %
& 2- = -2 :
1 ] R B
8 1
g -3 8 -34
= | £ ]
T4 = 4
3 ] ! ]
) 8
= -5 £ 54
E ~
l p= l
-6 64
11 A 1] B
-7 T T T T T T T T T T T T 1 -7 T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 0 2000
time (s)

Fig. 3. Time-dependent surface pressure of pure B-lg (o) and

B-lg/FA nano-complexes (A) adsorbed films according to the

rate of adsorption, unfolding and penetration at the air-water
interface at pH:(A) 7 and (B) 5.

However, differences were observed between the protein and
nano-complexes at pH 5, although they were not significant
(Table 1). Both, ka4 and kg corresponding to the B-lg/FA
complexes were remarkably lower than that corresponding to
the pure protein. As it does not exist any literature concerning
the proteins-FA functionality at the air-water interface, these
results are compared with that from previous studies focused
on B-lg and polyphenols (von Staszewski et al 2014) and
caseins and polyphenols (Sausse et al 2003) interactions. In
these works the interaction between the protein and the
ligand would occurred in such a way that the hydrophobic
domains would not be fully available for the penetration of

T T
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T T T T T T T 1
6000 8000 10000 12000

time (s)
kaiss (MN m™" kaas x 10* (s™1)® ke x 10* (s™")®
Sample 505y (LR) (LR)

b1 239 + 0.01 499 + 073

H 9 10.20 + 0.93a (0.950)a (0.782)a
P o + FA 242 +033 579 + 058

B-lg + 11.25 + 0.41a (0.968)a (0.805)a
blg 254 + 0.02 6.40 + 1.80

Hs 20.98 + 0.13a (0,962)a (0.757)a
P o + FA 3.20 + 046 344 +0.88

P-lg + 18.24 + 1.25a (0,967)a (0.712)a

? Mean * standard deviation. LR: Linear regression
coefficient. Different letters between samples of the same pH
indicate significant differences (p<0.05).

Table 1: Rate constants of diffusion (kgisf), adsorption (kKags)

and rearrangement (k) for pure 3-lg and
B-lg/FA nano-complexes at pH 7 and pH 5.
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The findings of the present study demonstrate that O-lg can
form nano-complexes with FA under specific conditions, which
alters both FA and [J-lg physicochemical properties. The
nature of DO-lg/FA interactions is believed to be mainly
hydrophobic. The main changes were detected at pH 5, close
to the protein pl, in which a remarkable decrease in the O
values were registered during the dynamics of adsorption. The
rate constants that characterize the diffusion and the
rearrangement processes also decrease for nano-complexes at
this pH value. The explanation for this founding would be the
greater molecular aggregation that occurs close to the protein
pl jointly with the FA interaction, as determined by DLS
measurements. More studies at molecular level are been
conducted to figure out this phenomenon.

From a technological point of view, O-lg/FA nano-complexes
could offer improved techno-functional properties, e.g.
solubilization of FA and stabilization of O-lg in a wider range
of pH.
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Resumen: Las propiedades dilatacionales superficiales de las
peliculas proteicas adsorbidas en la interfase aire-agua, juegan
un papel importante en la formacidon y estabilidad de
dispersiones alimentarias. La B-lactoglobulina (B-lg) es la
proteina mayoritaria del suero lacteo y posee buenas
propiedades espumantes y emulsificantes. El acido folico (AF)
es una vitamina hidrosoluble del grupo B, clave en la
prevencion de enfermedades. En este trabajo se estudiaron las
propiedades reoldgicas dilatacionales de las peliculas
interfaciales formadas por los nano-complejos de B-lg/AF, a
pH 5y 7. Se analizaron también las propiedades de formacion
y estabilidad de las espumas generadas por el método de
batido desde soluciones preparadas con estos componentes
(1% (p/p) de B-lg y 0,25% (p/p) de AF), a temperatura
ambiente. Los parametros reoldgicos interfaciales (moédulo
dilatacional superficial y angulo de fase) se obtuvieron usando
un tensidmetro interfacial con el método de la gota
pendiente, sometiéndola a deformaciones sinusoidales. A pH
7 se logré una mejor capacidad espumante y estabilidad de
las espumas formadas por los nano-complejos, lo cual esta
relaclonado con el importante aumento que se observo del
moédulo dilatacional superficial. El caracter sélido disminuy6 a

pH 5 en comparacién con la proteina sola, pero no se
manifestaron diferencias estadisticamente significativas en las
propledades de espumado.

Palabras clave: f-lactoglobulina, acido félico, nano-
complejos, reologia, espumas.

Abstract: Surface dilatational properties of the protein films
adsorbed at the air-water interface, play an important role in
formation and stability of alimentary dispersions. J-
lactoglobulin (B-lg) is the major protein in whey and it has
excellent foaming and emulsifying properties. Folic acid (FA) is
a water-soluble B vitamin, and it is key component in
prevention of many diseases. Dilatational rheology properties
of the interfacial films constituted by nano-complexes at pH 7
and 5 were studied. Foam formation and stability was studied
over solutions of these components (1% (w/w) B-lg and 0.25%
(w/w) FA), at room temperature. Interfacial rheology
parameters (surface dilatacional modulus and loss angle) were
obtained using an interfacial tensiometer, by subjecting a
pendant drop to sinusoidal deformations. At pH 7, an
enhanced foam overrun and stability was obtained with the
nano-complex solutions. This fact is related to the notable
increase of the surface dilatacional modulus. Surface elasticity
was reduced at pH 5, in comparison with the pure protein, but
no significant differences were found in foaming properties.

Keywords: (-lactoglobulin, folic acid, nano-complexes,
rheology, foams.
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The growing concern for the promotion of health and
prevention of disease through improved nutrition has led to
numerous attempts to develop food-grade delivery systems to
encapsulate, protect and deliver bioactive components. Milk
proteins are natural vehicles, which evolved to deliver essential
micronutrients from mother to the newborn. Among them, B-
lactoglobulin (B-lg) is the major protein in the whey of the
ruminant milk. It is a globular protein with a radius of about 2
nm and a molar mass of 18.2 kg mol-1. It contains two
disulfide bridges and one free thiol (Hambling et al 1992). The
whey protein B-lg is an important protein for food industry
because of its high nutritional value, its use as foaming-,
emulsifying-, or gelling-agent, and its diverse ligand binding
abilities.

On the other hand, Folic acid (FA), or its equivalent term,
folates, are a group of bioactive compounds referring to all
derivatives of tetrahydrofolic-acid, a water soluble B vitamin.
FA is required for several fundamental biological processes,
including nucleotide biosynthesis and amino acid metabolism
and is an essential component of the diet (Madziva et al 2006).
World Health Organization (WHO, 2006) established the
recommended daily amounts (RDA) of 400 dietary folate
equivalents (DFE) for adults, 600 DFE for pregnant women and
500 DFE for nursing mothers. Many experts believe that the
neural tube defects (NTD) prevention is only possible by the
assurance of adequate levels of this compound in those
women with reproductive potentiality, which can be achieve
by food fortification. Thus, the fortification should be part of

the integral preconception consumption care (Evans and
Weisman 2010).

Food dispersions like emulsions and foams are two-phase
systems in which one of the phases (oil or gas or both) is
dispersed into an aqueous continuous phase. Because
oil/water and air/water interfaces are high-energy interfaces,
emulsions and foams collapse as soon as they are created
unless an emulsifier or foaming agent (i.e. proteins, surface-
active polysaccharides and lipids) is added to the system
(Damodaran 2005). More specifically foam or emulsion
formation/stabilization is possible since during the adsorption
process of biopolymers, the surface or interfacial tension of
fluid—fluid interfaces decreases (Rodriguez Patino et al 1999),
which is also an important factor to optimize the input of
energy involved in the emulsification or in the foaming
process (Walstra 1993).

In addition to lowering the interfacial tension, biopolymers
can form viscoelastic films around the oil droplets or air
bubbles via non-covalent intermolecular interactions and
covalent disulfide cross-linking, which are important factors
for the stability of colloidal dispersions. The viscoelastic
properties of biopolymer adsorbed films have often been
correlated with functionality (Rodriguez Patino et al 2008) and
these properties can be characterized by interfacial rheology.
B-lg-FA complexes has been constructed and their design was
reported in a previous research (Pérez et al 2014). In the
referenced work the interactions between the protein and FA
at different load ratio and their functional implications in
terms of colloidal behavior and digestibility were studied.
Nevertheless, studies about how these nano-complexes
behave in air-water interfaces are still pendant.
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Thus, the aim of this work was to study the dilatational
rheology properties of the interfacial films constituted by
nano-complexes and its influence in the foams formation and
stability.

MATERIALS AND METHODS
Materials

BioPURE B-lactoglobulin was supplied by DAVISCO Foods
International, Inc. (Le Sueur, Minnesota). Its composition was:
protein 97.8% (w/w dry basis) and B-lg making up 93.6% (w/w)
of total proteins, 0.3% (w/w) fat, 1.8% (w/w) ash and 5.0%
(w/w) moisture. FA was manufactured by DSM Nutritional
Products Argentina S.A. and was gently donated by
Laboratorios Bagd S.A. (La Plata, Argentina). Its purity was
98.8% (w/w, dry basis). Both B-lg and FA were used without
further purification.

Single and mixed solutions

B-lg and FA powders were dissolved separately in double
distilled water at room temperature, under agitation. Protein
solutions were kept 24 h at 4 °C to achieve complete
hydration of the molecules, while FA solutions were prepared
freshly on the same day of measurement. Pure solutions of [3-
lg and FA were prepared as control systems at 1% (w/w) and
0.25 %, respectively. pH was adjusted to 7.0 and 5.0 using 1 M
HCl or 1 M NaOH (analytical grade). The B-lg/FA nano-
complexes were produced by mixing under agitation the
solutions at pH 7 to reach the required final concentrations of
the protein and vitamin ligand in the bulk solution (1% (w/w)

and 0.25 %, respectively). In other set of samples, pH was
adjusted to 5.0 and they were centrifuged at 12,857 x g for 30
min at 25 °C. The measurements were carried out with the
supernatant.

Glass materials in contact with the solutions were properly
cleaned in order to avoid any contamination by surface-active
substances. The absence of these contaminants in the
solutions was checked by surface tension measurements
before samples preparation.

Dynamic interfacial properties

The interactions between B-lg and FA at the air-water
interface  were determined with an automatic drop
tensiometer (PAT-1, SINTERFACE Technologies, Berlin,
Germany) as described elsewhere (Mucic et al 2013; Pizones
Ruiz-Henestrosa et al 2014; Bellesi et al 2014).

The aqueous solutions of B-lg or B-lg/FA were placed in a 100
uL glass Hamilton syringe, and a droplet at a constant volume
(12 ul) was formed at the tip of it. The droplet was formed into
a rectangular glass cuvette (5 mL) which was partially filled
with water to generate a constant humidity environment.
Measurements were carried out for approximately 180 min,
where the image of the drop was continuously taken for from
a CCD camera and digitized.

The rheological parameters, were obtained by inducing
sinusoidal area perturbations by automatically increasing and
decreasing the drop volume at an amplitude of 3% and an
angular frequency of 0.05 Hz. The amplitude of the oscillation
was previously determined to guarantee that the surface
viscoelastic parameters were independent of the amplitude.
Data obtained were analyzed by applying the Fourier
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transformation, obtaining the corresponding dilatational
parameters of the interfacial layer over time (Berthold et al
2007; Pizones Ruiz-Henestrosa et al 2014; Bellesi et al 2014).

Foaming properties

Foam formation: Mixed systems or control 3-lg solutions (30
mL) were foamed at 25 °C in a graduated tube (3 cm diameter)
for 3 min with a stirrer (Griffin & George, Ltd., Great Britain) at
2500 rpm. Foam overrun (FO) was calculated as:

Ve—
J

FO(%) = -2 100 (1)

where V¢ is the foam volume reached after 3 min of whipping
[ml]; and Vp is the initial volume of the protein solution [ml]
(Martinez et al 2005). The data reported are means of at least
two replicates.

Foam drainage and collapse: The volume of liquid drained
to the bottom of the tubes and foam height (collapse) were
visually recorded over time. Foam volume was determined
over time as the difference of these two parameters. The
following empirical mathematical model was applied to fit the
drainage over time (Carp et al 1997):

— Q)

oy
v(t) =
cTE

where v(t) is the drained volume at time t [ml]; V is the
maximum drained volume [ml]; n is a constant related to the
sigmoid shape of the curves; and c is a constant related to

drainage half time by ¢'" [min]. The rate constant for drainage

(Kgr [ml min-1]) was calculated according to Carp et al. (1997):

The data reported are means of at least two replicates. The
fitting of the experimental data was performed with GraphPad
Prism© 5 (GraphPad Software, Inc) and the goodness of the fit
was evaluated by the R? parameter.

Statistical analysis

The data was statistically analyzed with Statgraphics Plus 5.1
software (Statistical Graphics Corp). Statistical analysis was
performed using one-way analysis of variance (ANOVA) to
identify which groups were significantly different from others
(P < 0.05. Linear regression analysis was performed using
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc).

RESULTS AND DISCUSSION
Viscoelastic properties of 3-lg/FA nano-complexes

Time evolution of surface dilatational elasticity (£, and loss
angle (0) for single B-lg and for the B-lg/FA nano-complexes
adsorbed films were obtained at pH 7 and 5, and the results
were shown in Fig. 1. It can be deduced from Figs. 1A and B
that £y increased upon time according to the protein or nano-
complexes adsorption up to a pseudo-equilibrium value as a
general trend, although differences at the different pH
solution could be found. Thus at pH 7 (Fig. 1A) the interfacial
protein film reached values of E4 ® 80 mN/m, while these
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values were 110 mN/m at the steady-state at pH 5 (Fig. 1B). It
indicates that protein could form a more structured adsorbed
film at pH values around its isoelectric point. Opposite effects
were observed with the complexation between the protein
and FA, since £yremarkably increased at pH 7 and it decreased
at pH 5. The synergistic effect observed at pH 7 indicates an
increase in the number and intensity of the macromolecular
interactions between the adsorbed protein molecules at the
air-water interface. Even B-lg and FA interaction has a
hydrophobic nature; it has been suggested for other protein
monolayer systems that the electrostatic and hydrophobic
interactions were reasonable (Pitcher Il et al 2002), which
allowed to obtain more elastic films. This fact would have
important implicances during the foam formation and its
stability (Pizones Ruiz-Henestrosa et al 2014). On the contrary,
the nano-complexes formed at pH 5 manifested £, values
similar to those corresponding to the single protein at pH 7,
which implies that the phenomena causing the synergism
given at this pH is not present under acidic conditions. As a
consequence, FA would not contribute to a better viscoelastic
flm development, maybe because of the structural
characteristics of the nano-complexes at pH 5 and the way
that they rearrange at the air-water interface.
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Figure 1: Time evolution of surface dilatational elasticity at pH
7 (A) and 5 (B) and loss angle at pH 7 (C) and 5 (D).

The value of the measured loss angle [0 = tan”(Ey/E,)] was
below 45°; this fact indicates that they all behaved as solid-like
materials or a gel structure of the film, even containing just 1%
(w/w) B-lg (Dickinson 2012). Time evolution of the loss angle
for B-lg and B-lg/FA nano-complexes adsorbed films did not
show any noticeable differences at pH 7. The £yincrease with
no changes in 6 values meant that viscous component of the
surface rheological modulus, £v, decreased concomitantly. The
behavior of the nano-complexes was different at pH 5, where
the loss angle values resulted higher than that corresponding
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to the single protein in accordance with the £, decrease,
showing the monolayer fluidification after FA complexation.

Foaming properties

Foam capacity: The values of FO (Foam Overrun) are shown
in Table 1, both at pH 5.0 and 7.0. When mixing these
components (B-lactoglobulin + FA) at pH 7.0 a synergistic
effect occurred. This fact is related to the rapid adsorption rate
of these molecules to the air-water interface as well as their
capacity to increase the surface pressure (m) (not shown)
(Langevin 2000; Rullier et al 2008; Martinez-Padilla et al 2014),
as it affects the ability of the liquid phase to incorporate air for
initial bubbles formation (Murray 2007; Marinova et al 2009),
although there is not a quantitative relation between these
factors (Wierenga and Gruppen 2010). The complexation of FA
with the protein at pH 7.0 showed a higher adsorption rate
than that for pure protein and it has to be considered that one
of the most important factors that affect the foam formation is
the adsorption rate, which in turn depends on the protein
concentration, molecular weight of the protein, protein
structure, and experimental conditions of the aqueous
medium, such as pH (Moro et al 2011).

On the other hand, lower values of FO were obtained for the
mixture at pH 5.0, which reflects an antagonistic behavior.

Sample FO (%) ¢ (min) Kar (ML min™")

oH7 B-lg 147 +19a 0.239+0.014a 0.114 +0.012a
B-lg + FA 190 +5b 0.514+0.021b 0.047 * 0.004 b

b-lg 200 +5a 0.462 +0.083a 0.040 + 0.013 a

PHS B-lg + FA 175 +12a 0.599 + 0.016a 0.047 + 0.003 a

Table 1: Parameters describing foam formation and stability
of pure B-lg and B-lg/FA nano-complexes. Mean+SD, n=3.
Different letters indicate significant differences.

Foam stability: Foam stability was analyzed from the changes
of the foam volume with time (Fig. 2), the rate constant of
liquid drainage (K4y) and the drainage half time (™ (Table 1).
Figures 2A and B reflect that the foam drained a lower
quantity of liquid when mixing the protein with FA than foams
produced with pure protein, especially at pH 7.0, where lower
values of the drainage rate constant were also observed (Table
1). This fact indicates that the mixture of these components
enhance the drainage stability. The behavior of the mixed
system is related to the higher surface activity (not shown) and
surface modulus (Fig. 1A) observed at pH 7.0.
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In order to better understand these results, it has to be
considered that the initial rheology of the interfacial film is
very important for the foam stabilization as the higher the film
mechanical strength is, the longer stability could be obtained,
by the way that hydrophobic interactions may improve the
foam stability through rapid formation of a viscoelastic film
(Moro et al 2011). Foam stability is known to be closely linked
with the structural changes of the protein, bulk viscosity and
the interfacial properties, such as surface tension, surface
rheological properties, and surface forces (Martinez et al 2009;
Pizones Ruiz-Henestrosa et al 2014). In this way, it has been
indicated by other authors (Kloek et al 2001; Baeza et al 2005;
Murray 2007) that a correlation between the dilatational
elasticity of protein films and the collapse time of foams did
exist. The drainage half time ('™ (Table 1) was also enhanced
when mixing these components, which indicates that foam
stability is better when the components were both present in
the aqueous medium. When considering the surface
dilatational viscoelasticity of the different interfacial films
(Figure 1), it can be appreciated that the higher the values of E
are, the higher the resistance of the foam was, which indicates
that the surface elasticity exert a great influence on the foam
drainage (Ruiz-Henestrosa et al 2008; Marinova et al 2009), as
it is affected by the interactions between these components
both in the aqueous solution and at the interface.
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In the present work the effect of pH (5.0 and 7.0) on the
surface  dilatational  parameters and the foaming
characteristics (foam capacity and foam stability) of the nano-
complexes (B-lg/FA) has been analyzed.

Surface dilatational properties depend on the molecular
structure of the adsorbed components and the pH of the
aqueous medium. The surface viscoelastic characteristics of
the protein films at the air-water interface were practically
elastic. E values depend on the interactions between the (-
lg/FA nano-complexes adsorbed at the air-water. Maximum
values for E over time were observed at pH 7 as well as
foaming and foam stability formed with the nano-complexes.
Foam capacity and stability correlates with the surface
dynamic properties (surface dilatational rheology) of the
nano-complexes adsorbed at the air-water.

This work demonstrates that interactions between these
components occur at the air water interface, thus affecting
their performance in foams. Direct relationships between
foaming capacity and foam stability exist with the surface
dilatational modulus of the nano-complexes interfacial film.
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