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PROLOGO

La calidad de los alimentos es de gran importancia porque compete a varios actores; desde empresarios hasta
consumidores, pasando por organismos de control y el estado. Los diferentes aspectos a considerar dentro de
la calidad tecnoldgica de los productos alimenticios y de sus materias primas son muy variados y dependen
de las caracteristicas intrinsecas de los mismos. Las propiedades tecnoldgicas estan determinadas por
pardmetros fisicos y quimicos que se definen para cada grupo de productos. Actualmente, los consumidores
demandan en mayor medida alimentos mas saludables y nutritivos, mas practicos y menos perecederos. Sin
embargo, el desarrollo de nuevos productos o la modificacion de la formulacién de aquellos tradicionales
conlleva una caida en la calidad tecnolégica de los alimentos y una disminucion de su aceptabilidad. Por lo
tanto, el desafio es investigar diferentes alternativas para que la calidad no disminuya y lograr una buena
aceptacion por parte de la poblacién en general de estas nuevas tendencias. En este libro se publican los
articulos completos de investigacion, revisados por pares, presentados al area Calidad Tecnoldgica en el VI
Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos. En los trabajos publicados se hace
especial hincapié en los resultados de investigaciones fundamentales y aplicadas que tienen potencial para
mejorar la calidad de los alimentos, prolongar la vida (til de los productos alimenticios frescos y procesados,
y mejorar la eficiencia de los procesos. También se incluyen nuevas perspectivas y tendencias innovadoras
en productos alimenticios y subproductos de la industria alimentaria. Creemos que este libro es una
contribucion a la difusion del conocimiento cientifico-tecnologico en el area de los alimentos que se
desarrolla en Argentina, Latinoamérica y el mundo.

LOS EDITORES
Steffolani Maria Eugenia
Sciarini Lorena Susana
Barrera Gabriela Noel

Borneo Rafael
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Almidon como base para la obtencion de matrices conteniendo sorbatos: influencia de cuatro factores
en el método de precipitacion etanoélica
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RESUMEN

Los almidones presentan un alto potencial para actuar como matriz soporte de sustancias activas en
tecnologia de alimentos. El objetivo del trabajo fue analizar la influencia de la concentracion del sorbato de
potasio (KS), la adicion del entrecruzantetrimetafosfato de sodio (STMP), el pH del medio y la intensidad de
las ondas de ultrasonido (%A) en las caracteristicas de particulas de almidon de mandioca conteniendo KS
obtenidas a partir de la técnica de precipitacion en etanol. Se determin6 el % de retencion de agua (%RA), %
solubilidad, contenido de amilosa (%Am) y contenido de KS (ppm) de las particulas. Los resultados
indicaron que a mayor %A, la solubilidad aumenté mientras que el %RA disminuyd. La concentracion de
STMP también redujo el %RA. El contenido de KS fue incrementado con un aumento de la cantidad de
preservador adicionado y del pH. El %Am disminuyd cuando la cantidad de STMP y KS aumentaron. Las
particulas obtenidas en presencia de 0,5% KS p/v, pH neutro, 0,07% STMP p/v y sin sonicacién, mostraron
baja solubilidad (10%) y alta KS (6114 ppm). Los sistemas desarrollados, podrian disminuir la interaccion
del KS con otros componentes alimenticios o generar un sistema de liberacion controlada para el
preservador.

Palabras Clave: almidoén, particulas, sorbato de potasio, precipitacion en etanol, disefio experimental.

ABSTRACT

Starches have a high potential to act as support matrix of active substances in food technology. The objective
was to analyze the influence of potassium sorbate concentration (KS), addition of crosslinker sodium
trimetaphosphate (STMP), pH of the medium and intensity of ultrasonic waves (%A) in the production of
tapioca starch particles containing KS, using ethanol precipitation technique. The water retention percentage
(%RA), solubility, amylose content (%Am) and KS content (ppm) were determined in the particles. The
results indicated that %A increased the particle solubility while %RA decreased as a higher %A and STMP
concentration were used. The KS content was enhanced with a higher KS concentration and a higher pH. The
%Am decreased when STMP and KS increased. The particles obtained in the presence of 0.5% w/v KS,
neutral pH, 0.07% w/v STMP and without sonication, would show low solubility (10%) and high KS (6114
ppm). The systems developed, could decrease the KS interaction with other food components, or help to
generate a controlled release system for the preservative.

Keywords: starch, particles, potassium sorbate, ethanol precipitation, experimental design.

INTRODUCCION

El uso del almidén como materia prima para la produccién de matrices con funcionalidad especifica, ha
despertado el interés de los investigadores desde hace ya varias décadas (Rodrigues y Emeje 2012). Se trata
de un biopolimero renovable, disponible durante todas las estaciones y relativamente econémico. Sin
embargo, la mayoria de los almidones en su forma nativa, presentan limitaciones de aplicacion tales como la
alta viscosidad después de la gelatinizacion de sus suspensiones acuosas Yy la susceptibilidad a la
retrogradacion. Por ello, muchos de los almidones usados para aplicaciones alimenticias e industriales son
sometidos a modificaciones quimicas y/o fisicas para acentuar sus caracteristicas positivas, disminuir sus
cualidades indeseables y/o agregar nuevos atributos (Le Corre et al. 2014).

Recientemente se ha informado del uso departiculas de almidon para el desarrollo de nuevos materiales de
envasado, para la estabilizacion de emulsiones y como aditivos para modificar la textura y sabor de los
alimentos (Kim et al. 2015). Ademas, estas estructuras permiten la compartimentalizacion de sustancias
activas, por ejemplo, antimicrobianos o antioxidantes, que pueden ser disueltos, atrapados, absorbidos 0.
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encapsulados en la matriz de las particulas, disminuyendo o suprimiendo su interacciobn con otros
componentes de los alimentos y contribuir a su eficacia (Gaonkar y Mcpherson 2006).

Dependiendo del método de preparacién, las microparticulas pueden obtenerse con diferentes propiedades y
caracteristicas de liberacion para los agentes soportados (Rao y Geckeler 2011).

El método de precipitacion implica la adicion lenta de una solucion de biopolimero a la fase no disolvente
con agitacion. En estas condiciones, las particulas son formadas instantdneamente durante la difusion rapida
de la solucion de polimero en la fase no disolvente.

El &cido sorbico y su sal de potasio (KS) se clasifican como aditivos generalmente reconocidos como
seguros (GRAS) y son activos contra levaduras, mohos y muchas bacterias. Estos conservantes son
inestables debido a su estructura quimica. También sufren degradacion oxidativa y pueden interactuar con
los componentes de los alimentos, disminuyendo asi su potencial antimicrobiano (Gliemmo et al. 2008). Por
lo tanto, la adicion de sorbatos a estructuras basadas en almiddn puede ser una estrategia para
compartimentalizar el antimicrobiano cuando se agrega a una formulacion de alimentos y podria, por lo
tanto, ayudar a minimizar la pérdida de conservante (Flores et al. 2007).

El objetivo del presente trabajo fue analizar la influencia de cuatro factores: concentracion de sorbato de
potasio (KS), adicion del entrecruzantetrimetafosfato de sodio (STMP), pH del medio e intensidad de ondas
de ultrasonido (% amplitud) en las caracteristicad de particulas de almidédn nativo de mandioca conteniendo
KS y obtenidas a través de la técnica de precipitacion en etanol.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Para la obtencién de las particulas se utiliz6 almidén de mandioca nativo (Bernesa S.A., Argentina) calidad
alimenticia. Los reactivos trimetafosfato de sodio (STMP, Anedra S.A, Argentina), NaOH (Anedra S.A,
Argentina), HCI (Cicarelli, Argentina), iodo (Anedra S.A, Argentina) y sorbato de postasio (Sigma-Aldrich,
USA) fueron de calidad analitica. El etanol (Purocol, Argentina) utilizado fue de calidad farmacopea.
Obtencidén departiculas mediante la técnica de precipitacion en etanol

Disefio experimental

En el presente trabajo se realizé un Disefio Factorial Completo (24) que incluyd el efecto de 4 factores
(cantidad de preservador, pH, cantidad de entrecruzante STMP y % de amplitud de sonicacion) con 2 niveles
por cada factor y puntos centrales por cuadruplicado. Los niveles de los factores fueron seleccionados de
acuerdo a ensayos previos y se encuentran detallados en la Tabla 1.

Obtencién de las particulas

Se prepararon suspensiones de almidon nativo al 3% p/p en agua destilada y se procedio a la gelatinizacién
del almidén mediante calentamiento sobre platina calefactora con agitacién hasta alcanzar 85°C. Se mantuvo
la temperatura por aproximadamente 15 minutos y luego se enfrid la solucion resultante a temperatura
ambiente.

De acuerdo a los requerimientos del disefio experimental propuesto (Tabla 1), el almidon gelatinizado fue o
sonicado; o sonicado y entrecruzado.

Los sistemas que requerian tratamiento con ultrasonido fueron colocados en un sonicador (VCX-750
Ultrasonic, USA) durante 10 minutos, usando los porcentajes de amplitud (%A) especificados en la Tabla 1.
Posteriormente se adicion6 a cada sistema la cantidad requerida de KS segln el disefio experimental (Tabla
1) y se homogeneiz6 la mezcla por 15 minutos con agitacion a temperatura ambiente.

A los sistemas entrecruzados se les ajusté el pH con una solucion de NaOH 0,1 N hasta obtener un pH final
de 10,5 — 11. Posteriormente se agregd STMP como entrecruzante de acuerdo al disefio experimental
propuesto y se mantuvo durante 15 minutos con agitacion. Finalmente, el pH de cada sistema fue ajustado
con una solucion de HCI 0,1N hasta obtener el valor requerido de acuerdo al disefio.

Una vez obtenidos los sistemas, se tomaron 10ml de cada uno con pipeta y este volumen fue vertido gota a
gota en un vaso de precipitado conteniendo 30ml de etanol con vigorosa agitacion. El precipitado obtenido
fue recuperado por centrifugacion, lavado con solucién acuosa de etanol 75% (v/v). Se dejé evaporar el
solvente bajo campana y por Gltimo los sistemas fueron deshidratados por liofilizacion (LiofilizadorChrist 1-
4 LD, Alemania). El producto obtenido se molié en mortero, se envaso y se almacené en desecador con
CaCl; hasta el momento de su caracterizacion.
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Tabla 1. Disefio Factorial completo (2*). Detalle de los niveles utilizados para los factores %KS, pH,

%STMP y % amplitud de sonicacion.

% KS Ph % STMP % Amplitud

Sistemas | Codifica Sin Codifica Sin Codifica Sin Codifica Sin
do Codificar do Codificar do Codificar do Codificar

0a 0 0,3 0 5 0 0,3 0 40
Ob 0 0,3 0 5 0 0,3 0 40
Oc 0 0,3 0 5 0 0,3 0 40
od 0 0,3 0 5 0 0,3 0 40
1 1 0,5 1 7 1 0,60 1 80
2 1 0,5 1 7 -1 0,00 -1 0
3 1 0,5 -1 3 1 0,60 -1 0
4 1 0,5 -1 3 -1 0,00 1 80
5 -1 0,1 1 7 1 0,60 -1 0
6 -1 0,1 1 7 -1 0,00 1 80
7 -1 0,1 -1 3 1 0,60 1 80
8 -1 0,1 -1 3 -1 0,00 -1 0
9 1 0,5 1 7 1 0,60 -1 0
10 1 0,5 1 7 -1 0,00 1 80
11 1 0,5 -1 3 1 0,60 1 80
12 1 0,5 -1 3 -1 0,00 -1 0
13 -1 0,1 1 7 1 0,60 1 80
14 -1 0,1 1 7 -1 0,00 -1 0
15 -1 0,1 -1 3 1 0,60 -1 0
16 -1 0,1 -1 3 -1 0,00 1 80

Caracterizacion de las particulas

Solubilidad en agua y capacidad de retencién de agua de las particulas

Una masa de 0,1 g de cada sistema fue adicionada a 9 g de agua destilada en un tubo Falcén de 15 ml
previamente tarado. Las muestras fueron colocadas en un bafio a 85°C por 30 min con agitacion cada 5 min.
Se centrifug6 (Centrifuga 5804 R, Eppendorf, Alemania) a 25°C a 5000 rpm durante 10 min. Se registré el
volumen de sobrenadante, se retird una alicuota de 5 ml y se transfiri6 a placas de Petri taradas. EIl contenido
de las placas se deshidrat6 en estufa de vacio a 100°C durante 16 h. La proporcion de masa solubilizada fue
calculada para el volumen total de sobrenadante. La solubilidad (g disueltos / 100 g de muestra) es informada
como la relacion masica entre el peso seco obtenido a partir del sobrenadante y el peso inicial de la muestra
de almidon utilizada.

Adicionalmente, se dej6 escurrir el liquido remanente de los tubos Falcon y posteriormente se pesaron. La
ganancia de peso del almidon hinchado (pellet) fue utilizada para calcular la capacidad de retencion de agua
(%RA) como el porcentaje en peso entre la ganancia de peso del pellet y el peso inicial de la muestra
utilizada.Las determinaciones se realizaron, al menos, por duplicado.

Determinacion del contenido de Amilosa

Para la determinacion del contenido de amilosa de las muestras, se siguieron los procedimientos
recomendados por la norma ISO 6647-1 (2007) con algunas modificaciones. Esta metodologia se basa en
determinacion colorimétrica del complejo iodo-amilosa.

Brevemente, se pesaron 100 mg de cada uno de los sistemas y se traspasaron cuantitativamente amatraces de
100 ml. Luego se adiciond a cada matraz 1 ml de etanol (95%) y 9 ml de hidroxido de sodio 1N. Se taparon
los matraces y se estabilizaron a temperatura ambiente por un periodo de 22 horas. Pasado este tiempo, se

-
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llevé a volumen final de 100 ml con agua destilada. Posteriormente, se transfirieron alicuotas de 5 ml de las
soluciones previamente preparadas a matraces de 100 ml conteniendo 50 ml de agua destilada, se adiciono 1
ml de acido acético 1 N y se homogeneiz6. Luego, se incorporaron 2 ml de solucion de iodo / ioduro al 2%
p/v'y se completd el volumen con agua destilada. Una vez preparadas todas las muestras, se almacenaron en
oscuridad durante 15 minutos a 25°C. Finalmente, se ley0 la absorbancia de las muestras en un
espectrofotometro (Shimadzu UV-1800, Jap6n) a una longitud de onda de 620 nm.

Para la construccion de la curva estandar se utilizaron soluciones mezcla de amilosa y amilopectina de papa
(SIGMA, Alemania). Las determinaciones se realizaron por duplicado.

Dosaje de sorbato de potasio (KS)

La cuantificaciéon del preservador se realiz6, usando la técnica colorimétrica recomendada por la AOAC
(1990) sobre las muestras deshidratadas; realizando primero una destilacién por arrastre con vapor y
posteriormente la oxidacion del KS a malonhaldehido para finalmente cuantificar el pigmento rojo formado
por medio de un espectrofotometro (Shimadzu Modelo UV-1800, Jap6n) a una longitud de onda de 532 nm.
Las determinaciones se realizaron por duplicado.

Anélisis del disefio y andlisis estadistico

Para la creacion y analisis del disefio experimental, construccion de las superficies de respuesta y
optimizacién de las respuestas (funcion deseabilidad) se utilizé el programa StatgraphicsCenturion XV (V
2.15.06, 2007, Warrenton, VA, USA).

El ajuste de cada respuesta a un modelo polinémico se evalu6 a través del coeficiente de determinacion (R?),
el coeficiente de Durbin Watson (DW>1) y el test de falta de ajuste (p>0,05). El anélisis estadistico de los
resultados se realizd mediante andlisis de la varianza (ANOVA) con un nivel de significancia (a) del 0,05
seguido de un Test de Fisher (LSD) para establecer diferencias significativas entre las muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION
En la Tabla 2 se resumen los resultados obtenidos para las respuestas analizadas. A partir del analisis del
disefio, se obtuvieron los Diagramas de Pareto estandarizados que se muestran en la Figura 1.

Tabla 2. Variables repuestas del disefio factorial completo (2%)

Sistemas % Retencién de agua % Solubilidad % Amilosa Conzgg'rg()) KS
0a 583125 274 N.D. 2217416
Ob 582+48 21,6+0,1 N.D. 2327+27
Oc 748138 28+4 16,940,3 2547430
0d 671+60 35+2 10,740,1 2401+20
1 433452 28,0+0,7 12,840,3 4614+20
2 1323+79 9,940,1 12,240,3 5692+5
3 93448 22,4+0,5 7,940,3 381245
4 894145 28+4 16,940,3 2976+10
5 1224+112 17,840,6 7,5+0,3 1402+16
6 645+8 20+2 36,7+0,3 1810+14
7 529+45 23+2, 14,840,1 1630+13
8 1782456 11+1 34,3+0,3 1385+12

9 1495+115 11,6+0,4 N.D. 712713
10 665181 17+1 4,5+0,8 4975+15
11 524+96 37+1 N.D. 2575115
12 1268156 17,840,1 24,2+0,3 4362420
13 406+72 29+3 N.D. 1321+12
14 1402+111 13+1 27,7+0,3 1382+10
15 999+141 11,1+0,9 N.D. 1102+17
16 824+101 2619 18,1+0,3 1061+13
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N.D.: no determinado
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Figura 1: Diagramas de Pareto estandarizados para el analisis de los efectos de los factores A: contenido de
KS, B: pH, C: Contenido de STMP y D: % de amplitud sobre las respuestas i) Retencién de agua, ii) %
Solubilidad, iii) % amilosa y iv) contenido de KS.

Pudo observarse que el contenido de STMP vy el tratamiento con ultrasonido fueron los factores que
significativamente afectaron la retencién de agua de los sistemas analizados (Figura 1, panel i). En
particular, la capacidad de retencion de agua fue disminuida significativamente a mayor % de amplitud
aplicado y ante un aumento en la cantidad de STMP adicionada. Estos resultados pueden relacionarse con la
presencia de un alto nimero de puentes diester fosfato como producto del proceso de entrecruzamiento, el
cual estaria favorecido con el alto grado de disrupcién del granulo gelatinizado por accion de las ondas de
ultrasonido, generando una limitada capacidad de retencion de agua por disminucion de los puntos de
interaccién con la misma. Recientemente, Alzate et al. (2016) reportaron una disminucién en la capacidad de
retencion de agua tanto en almidén de mandioca nativo como acetilado, como consecuencia de una mayor
integridad de la matriz amilacea debido a un importante grado de entrecruzamiento.

La solubilidad fue modulada positivamente por el % de amplitud, Unico factor que ejercié un efecto
significativo sobre esta respuesta (Figura 1, panel ii). Posiblemente el alto grado de disrupcion de los
granulos de almidén y la de-polimerizacion sufridos por la amilosa y la amilopectina, provoguen una
estructura mas susceptible a la accion del agua como solvente. De acuerdo a Cheng et al. (2010), las
soluciones de almidon gelatinizado estan compuestas principalmente por granulos hinchados y robustos, los
cuales pueden de-polimerizarse debido a los intensos efectos mecanicos producidos por la cavitacion, los
cuales causan la ruptura de uniones de la amilosa y/o amilopectina.

Por otro lado, la Figura 1, panel iii, muestra que el contenido de amilosa disminuyde ante un aumento de los
niveles de STMP y de KS, siendo estos factores los que presentan un efecto significativo sobre esta
respuesta. Es de esperar, que ante un aumento en el nivel de entrecruzante, sea menor la fraccion de
moléculas de amilosa disponibles para formar complejos con otros compuestos como el iodo. A su vez, es
conocido que compuestos tales como los acidos grasos alifaticos disrumpen la conformacién en doble hélice
del almidén, por formacién de complejos asociados a las cadenas simples (conformacion tipo V) (Godet et
al. 1995). Este hecho, obstaculizaria la formacion del complejo iodo-amilosa durante su determinacion .-
cuantitativa. /
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El contenido de KS en las particulas fue la respuesta mas sensible a los factores estudiados, siendo la
cantidad de preservador y el pH de las muestras, los de mayor influencia. La cantidad de preservador
contenido en las particulas, fue mayor ante un aumento del mismo, y a su vez, con un aumento del pH. En
este caso, también result6 significativa, la interaccion positiva (sinergismo) entre ambos factores (Figura 1,
panel iv).

Para una mayor comprension, en la Figura 2, pueden observarse las superficies de respuesta obtenidas, las
cuales muestran el efecto de los factores estudiados, tal como se describi6 previamente.

Superficie de Respuesta Estimada Superficie de Respuesta Estimada

I) Factor_A=0,3,Factor_B=5,0 | I) Factor_A=0,3,Factor_C=0,3
s 1410 ‘
3 \
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) ) SN ]
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Figura 2: Superficies de respuesta para:
i) % Retencion de agua (R% 0,8247; DW: 1,05; p falta de ajuste: 0,0667),
ii) % Solubilidad (R% 0,7316; DW: 1,42; p falta de ajuste: 0,3896),
iii) % amilosa (R?: 0,9085; DW: 2,26; p falta de ajuste: 0,1645),
iv) contenido de KS (ppm) (R?: 0,9534; DW: 1,39; p falta de ajuste: 0,074).

A fin de analizar las condiciones del proceso que permitan obtener particulas de almidon con una baja
solubilidad y capacidad de retencién de agua y; un alto contenido de KS y amilosa, se optimizaron las
respuestas mencionadas de manera individual. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de proceso predichas que optimizan las respuestas individuales

Variables Respuesta Valor KS (% p/v) pH STMP (% p/v) | % Amplitud
% Retencion de agua (minima) 320 0,1 7 0,6 80
% Solubilidad (minima) 12 0,5 7 0 0
% Amilosa (méxima) 33 0,1 7 0 80
Contenido de KS (ppm) (maxima) 5602 0,5 7 0 0

En una segunda etapa, se analizaron las condiciones que permitirian minimizar la solubilidad y maximizar el
contenido de KS de manera simultanea (Tabla 4).

.
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Tabla 4. Condiciones de proceso predichas que maximizan el contenido de KS y minimizan la solubilidad en
una optimizacién mualtiple

Variables Respuesta Valor KS (% p/v) pH STMP (% p/v) | % Amplitud
% Solubilidad 10
Contenido de KS (ppm) 6114 0,5 7 0,074 0

Por lo tanto, de acuerdo al procedimiento estadistico utilizado, es posible fijar las condiciones de proceso que
permitirian obtener particulas de almidon conteniendo KS con propiedades deseables, como una baja
solubilidad y una alta carga del antimicrobiano. Estos sistemas presentan potencialidad para ser aplicados
como matrices protectoras del KS en alimentos, o bien, como sistemas de liberacidn controlada.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron matrices amilaceas conteniendo sorbato de potasio (KS), mediante la técnica de precipitacion
en etanol. A su vez, se determiné si los factores analizados, ejercieron efectos significativos sobre las
variables respuesta estudiadas.

Las condiciones del proceso: 0.5% p/v de sorbato de potasio (KS), pH neutro, 0.07% p/v de trimetafosfato de
sodio (STMP) y sin tratamiento con ultrasonido; permitirian obtener un sistema de baja solubilidad (10%) y
con alto contenido de KS (6114 ppm).

Las particulas desarrolladas, pueden ser compatibles con la formulacién de los alimentos, brindando a su vez
proteccidn al preservador contra otros componentes de la formulacion. A su vez, podrian ayudar a generar un
sistema de liberacién controlada del preservador hacia la matriz del alimento, favoreciendo la extension de la
vida atil del mismo.
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RESUMEN

Los almidones resistentes son utilizados como ingredientes funcionales para incrementar el aporte dietario de
fibra en alimentos, siendo mayormente incorporados en productos panificados y horneados. Sin embargo, la
incorporacién de nuevos ingredientes a las formulaciones puede afectar la calidad del producto final. Este
trabajo busco evaluar el efecto de diferentes contenidos de almidon resistente tipo 1l (Hi-Maize®) (HM) en
la reologia de masas destinadas a la produccion de un sustituto saludable del pan blanco. Se idearon 4
premezclas con distintos niveles de reemplazo de harina de trigo (HT) por HM: 0, 10, 20 y 30% (control,
HM10, HM20 y HM30, respectivamente), conteniendo todas 2% de NaCl base HT o mezcla HT-HM. Sobre
las premezclas se realizaron ensayos farinograficos y, sobre las masas, ensayos reolégicos fundamentales,
con redémetro oscilatorio de pequefia deformacion, y empiricos, con texturometro. Los resultados mostraron
que la incorporacion de concentraciones crecientes de HM produjo un aumento de la absorcion de agua y una
disminucién de la estabilidad frente el amasado de las premezclas. En las masas, la utilizacion de HM
incrementd los valores de los modulos elastico y viscoso, especialmente en muestras con mayor contenido, y
produjo masas mas duras, consistentes y adhesivas, y de menor cohesividad y resiliencia.

Palabras clave: Almiddn resistente, masa panaria, reologia, farinogramas, textura

ABSTRACT

Resistant starches have been used as functional ingredients to enhance dietary fiber intake in foods, being
mainly incorporated in breads and baked goods. However, incorporation of novel ingredients to bread
formulations could affect the quality of final products. The aim of this work was to evaluate the effect of
different amounts of resistant starch type Il (Hi-Maize®) (HM) on rheology of doughs destined to production
of a healthy substitute for white bread. For this, 4 premixes with different levels of substitution of wheat
flour (HT) by HM were proposed: 0, 10, 20 and 30% (control, HM10, HM20 and HM30, respectively), all
containing 2% NaCl HT basis (or HT-HM mix basis). The premixes were studied by farinographic assays
and doughs were analyzed by fundamental rheology, using a small deformation oscillatory rheometer, and
empirical rheology, with texturometer. Results showed that increasing concentrations of HM produced a
rising on water absorption and a falling on stability during kneading of the premixes. In doughs, values of
elastic and viscous moduli increased, especially for samples with higher concentration of HM. Besides, HM
addition led to harder, more consistent and adhesive doughs, with lower cohesiveness and resilience.

Keywords: Resistant starch, bread dough, rheology, farinograms, texture

INTRODUCCION
Los panificados son productos que gozan de una muy buena aceptabilidad en Argentina y la region. De
hecho, en los ultimos afios se ha observado un incremento en el consumo de panificados industrializados,
principalmente debido a la gran variedad de productos. Se estima que en Argentina el consumo de pan
industrial alcanza los 70 kg anuales per capita, mientras que el pan artesanal alcanza los 4,6 kg/ afio/ persona
(Lezcano, 2011).
Por otro lado, es sabido que el consumo excesivo de hidratos de carbono simples, sumado a un estilo de vida
sedentario, aumenta en el riesgo de desarrollar enfermedades cronicas no transmisibles tales como obesidad
y diabetes mellitus tipo 2 (Larrafiaga y col. 1997). Tras ser ingeridos, los hidratos de carbono, que pueden ser
asimilados luego de la accion de las enzimas digestivas, generan un aumento brusco de la glucemia vy,
consecuentemente, de la hormona insulina (FAO/WHO 1998, Araya y Lutz 2003). Se ha comprobado que la
repeticion de este proceso a lo largo de la vida aumenta el riesgo de desarrollar cuadros de resistencia a la
insulina y, por ende, diabetes tipo 2 (Augustin y col. 2002, Brand-Miller 2003). Asimismo, el elevado
consumo de alimentos procesados ha traido consigo problemas relacionados al bajo consumo de fibra.
alimentaria. Esto es, problemas de motilidad intestinal, desequilibrio de la microbiota y elevados niveles de
%
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colesterol, entre otros (Juarez y Mariné 2008). Este escenario conlleva una serie de preocupaciones ya que el
pan es un alimento que, si bien es valorado como fuente de nutrientes accesible y ubicua, también contiene
una elevada cantidad de carbohidratos en la forma de su componente mayoritario: el almidén.

Paralelamente, en los ultimos afios también se ha visto incrementada la tendencia a consumir alimentos
funcionales, entendiéndolos como aquellos que ademé&s de proveer nutrientes basicos de la alimentacion
sana, promueven diferentes beneficios para la salud y/ o reducen el riesgo de padecer enfermedades crénicas
en los individuos sanos que los consumen como parte de su dieta cotidiana (Juarez lIglesias y Perote
Alejandre, 2010). Dentro de la categoria de ingredientes funcionales se destaca el almidon resistente, un tipo
de fibra prebiotica que se define como la suma del almidén y productos de degradacion del mismo que
resisten la digestién en el intestino delgado de individuos sanos (Asp, 1992).

Teniendo en cuenta los riesgos asociados al consumo excesivo de hidratos de carbono y la extension del
consumo de pan en nuestro pais, es necesario idear una estrategia que permita pensar a los panificados como
potenciales alimentos funcionales. En este sentido, el empleo de almidon resistente puede conferir
funcionalidad al pan tradicional si se reemplaza parcialmente a la harina de trigo por éste. Esta estrategia
permitiria obtener panificados de bajo indice tanto calérico como glucémico que podrian ser utilizados en
regimenes especiales. Adicionalmente, el empleo de almiddn resistente tendria ventajas sobre el uso de fibras
convencionales (como salvado de trigo) que dan como resultado productos de menor aceptabilidad y
diferentes al pan blanco (pan negro). El almidén resistente es un ingrediente que, dado su color blanco,
pequefio tamafio de particula y sabor neutro, permitiria obtener un sustituto saludable del pan blanco que
goce de una aceptabilidad similar, aprovechando también sus probadas propiedades prebidticas (McClearly y
Brown 2004).

El objetivo del presente trabajo fue realizar una evaluacion del comportamiento reol6gico de premezclas
formuladas con harina de trigo y almiddn resistente tipo Il destinadas a la elaboracién de panificados
saludables.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Para todos los ensayos se emple6 harina de trigo 000 comercial (Molino Campoddnico S.A., Argentina)

(HT) y almidon resistente tipo Il Hi-Maize® (Ingredion Ltd., EEUU) (HM). Las premezclas fueron

formuladas utilizando un esquema de reemplazo de HT por HM en porcentajes del 0, 10, 20 y 30% en base

HT (Control, HM10, HM20 y HM30, respectivamente), conteniendo todas un 2% de NaCl (Celusal,

Argentina) en base HT o mezcla HT-HM, segun corresponda.

Métodos

Ensayos farinograficos

Para determinar la absorcion farinografica de agua (A), asi como la calidad panadera de la HT y las

premezclas, se empleé un farindgrafo de Brabender de 300 g de capacidad (Duisburg, Alemania). Los

ensayos se realizaron de acuerdo al método AACC 54-21.01 (2000). El parametro A fue obtenido de pre-

ensayos en los cuales se busco la cantidad de agua necesaria para alcanzar una consistencia de 500 UB para

cada muestra. Los parametros extraidos de los farinogramas fueron el tiempo de desarrollo (B), estabilidad y

ablandamiento. Todos los ensayos fueron realizados por duplicado.

Preparacion de las masas

Los parametros farinogréaficos absorcion de agua y tiempo de desarrollo fueron empleados para la

elaboraciéon de las masas. ElI parametro A se utiliz6 como la cantidad 6ptima de agua para el amasado

mientras que el pardmetro B se utiliz6 como tiempo de amasado. Para la elaboracion, los ingredientes secos

se mezclaron durante 1 min en amasadora planetaria (Kenwood, Italia), y posteriormente se adicioné agua

destilada a 4°C, la cual fue agregada lentamente durante el primer minuto de amasado. El agua se agrego fria

con la finalidad de asegurar que las masas no superarian los 30°C durante el amasado, ya que, durante el

mismo, la masa va elevando progresivamente su temperatura debido a la friccion entre las paletas de la

amasadora y el bollo de masa. Las masas asi obtenidas se cubrieron con papel film y se dejaron reposar 10

min antes de realizar los ensayos reolégicos.

Reologia oscilatoria de pequefia deformacion

Se prepararon discos de masa de 30 mm de diametro y 2 mm de espesor, los cuales fueron evaluados en un

redbmetro Haake RS 600 (ThermoScience, Alemania) equipado con un sistema de platos paralelos aserrados

con una separacion de 1,5 mm. La muestra fue colocada en el equipo dejando un periodo de 15 min de.

reposo en la posicion de medida para permitir la relajacion y termostatizacion de la masa. Los bordes de la
%
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muestra fueron cubiertos con vaselina liquida para evitar variaciones por deshidratacion de la masa durante
la medida. Todos los ensayos fueron realizados a 25°C. Para la determinacion del rango de viscoelasticidad
lineal (RVL) se realiz6 un barrido de esfuerzos a una frecuencia constante de 1 Hz. Para la obtencion de los
espectros mecanicos se realizaron barridos de frecuencia con un esfuerzo constante de 5 Pa (valor dentro del
RVL determinado previamente). Las variables evaluadas fueron el médulo eléstico (G’), el modulo viscoso
(G”) y la tangente del angulo de desfasaje (tan 3). Los espectros mecanicos fueron realizados sobre dos
masas preparadas en forma independiente y con cada una de ellas se realizaron 3 determinaciones.

Anadlisis del perfil de textura

Discos de masa de 3 mm de didmetro y 10 mm de espesor fueron evaluados en texturometro TA.XT2i
TextureAnalyzer (Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido) utilizando una sonda de 75 mm de espesor.
Los discos se comprimieron en dos ciclos hasta un 40% de su altura original. Los pardmetros extraidos de los
perfiles de textura fueron dureza, consistencia, cohesividad, adhesividad, elasticidad, resiliencia y
gomosidad. Cada formulacidn se preparo6 por duplicado y sobre cada una de ellas se evaluaron 16 discos.
Anélisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor con test de homogeneidad de varianzas de
Levene y test de Fisher LSD para la comparacion de medias entre muestras (o, = 0,05). Ademas, se realiz6 un
analisis de correlacion de Pearson entre los resultados de los diferentes ensayos. Para realizar el analisis se
utilizé el software OriginPro 8 SRO v8.0724 (Northampton, EEUU).

RESULTADOS Y DISCUSION

Absorcion de agua y pardmetros farinogréaficos

Los ensayos farinograficos permitieron obtener el valor de absorcion de agua tanto para la HT como para las
diferentes premezclas. Como se puede ver en la Tabla 1, el valor de absorcion correspondiente a la harina
sola (HT) se reduce cuando se adiciona sal (premezcla Control). Sin embargo, a medida que se incorporan
concentraciones crecientes de HM, las premezclas requieren mayor cantidad de agua para alcanzar la misma
consistencia, como fue reportado por Fu et al. (2008). Este efecto podria encontrarse relacionado con una
mayor capacidad de absorcion de agua del HM respecto al almidén presente en la harina de trigo y también a
gue varian en las premezclas las cantidades relativas de las diferentes fracciones almidonosas asi como
también la proporcion de almidon dafiado (Nindjin et al. 2011, Ma et al. 2016), el grado de cristalinidad
(Démé et al. 2015) y la granulometria (Mufioz et al. 2015).

Los valores de tiempo de desarrollo disminuyeron para los niveles altos de reemplazo de HT por HM, lo cual
se atribuiria a una menor cantidad total de proteina capaz de formar la red. Con respecto a la estabilidad, se
observo un marcado aumento con el agregado de sal (premezcla control) respecto a la HT, lo cual se vincula
con un mayor entrecruzamiento de la red de gluten favorecido por la presencia de sal (Ukai et al. 2008). Sin
embargo, la incorporacion de HM produce una caida progresiva en este parametro. Esto podria deberse a un
efecto de dilucion de la red de gluten cuando se reemplaza HT por HM, ya que hay menor cantidad de
proteina formando la red, la cual ademas seria mas débil. En este mismo sentido, se observé como el
ablandamiento de la masa de la formulacion Control se reduce drasticamente respecto a la HT con la
incorporacion de sal, mientras que se incrementa marcadamente al aumentar los niveles de HM.

Tabla 1. Pardmetros farinogréficos

Muestra  Absorcion de agua (ml/100 Tiempo de desarrollo Estabilidad Ablandamiento
0) (min) (min) (UB)
HT 58,8 +0,3° 10+ 1° 21+1°¢ 32+6°
Control 55,4 + 0,82 10+ 1° 30+ 3¢ 19+ 8
HM10 58,2 +0,2° g+ 2@ 22 +2°¢ 30 +1°
HM20 60,3+0,3¢ 7+0° 16 £ 2° 57 +13°
HM30 63,1 + 0,49 7+0° 12 £ 02 85+ 11°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P < 0,05; n = 2)

Reologia oscilatoria y perfil viscoelastico

Los barridos de esfuerzo obtenidos se muestran en la Figura 1. Estos permitieron determinar que el RVL de
todas las masas se extiende hasta los ~7 Pa y, en todos los casos, los valores de G’ se encuentran por encima
de los valores de G”’, denotando un caracter viscoelastico mas ligado al comportamiento sélido como fue -
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reportado también por Altuna et al. (2016). Se observo, ademas, que el aumento en la concentracion de HM
conlleva un incremento progresivo de ambos médulos desde el control hasta HM30.

Dados los RVL obtenidos, se empled un esfuerzo de corte constante de 5 Pa para realizar los espectros
mecanicos de las muestras. En ellos se pudo ver un aumento de los mddulos con la frecuencia y una
tendencia similar a la encontrada en los barridos de esfuerzo: el moédulo G’ siempre prevalecio por encima de
G”.
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Figura 1. Barridos de esfuerzo de masas panarias.

Los valores de G’, G’ y de la tan & fueron obtenidos a 1 Hz para su comparacion y analisis (Figura 2). Se
encontré que el médulo elastico de la masa aument6 progresivamente al incrementar la concentracion de HM
de las premezclas. En cambio, el médulo viscoso no mostré este comportamiento y s6lo HM30 exhibid
valores de G’’ mayores a las demds formulaciones. Resultados similares fueron encontrados por otros
autores al utilizar almiddn resistente tipo 2 en masa panaria (Ahmed et al. 2013, Altuna et al. 2016). Estas
modificaciones se reflejaron también en los valores de la tan 3, la cual mostrd un efecto de la concentracion
de HM utilizado, siguiendo la tendencia de G’ pero de forma invertida, ya que la tan & se obtiene de la
relacion entre G*” y G’. El aumento del modulo elastico con la concentracion de HM y la leve variacion del
mddulo viscoso a bajas concentraciones de este ingrediente estarian indicando que la incorporacion de
almidon resistente tipo 2 aporta a la masa caracteristicas mas asociadas a un sélido, lo cual podria estar
relacionado con la forma granular del almiddn (no gelatinizado). La tan & correlaciond negativamente con la
absorcion de agua farinogréfica (r = -0,9990), posiblemente debido al efecto combinado de la mayor
absorcion de agua por parte del HM y su contribucion como carga s6lida a la matriz de la masa. Asimismo,
también se encontré una correlacion positiva importante entre la tan & y la estabilidad farinografica (r =
0,9763) y una negativa con el ablandamiento (r = -0,9856). Esto podria atribuirse a la dilucion de la red de
gluten y la mayor proporcion de granulos de almidén incluidos en la matriz, capaces de obstaculizar la
formacion de la red, debilitandola.
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Figura 2. Parametros reoldgicos de masas panarias con diferentes niveles de HM. Letras diferentes en
columnas del mismo color indican diferencias significativas (P < 0,05).

Perfil de textura
Los perfiles de textura de las masas permitieron extraer los parametros dureza, consistencia, cohesividad,

adhesividad, elasticidad, resiliencia y gomosidad, algunos de los cuales son mostrados en la Figura 3. En las
masas con elevados niveles de reemplazo (HM20 y HM30) se observo un aumento marcado y progresivo en
la dureza y la gomosidad respecto al control, aunque el reemplazo del 10% no produjo modificaciones
significativas en estos parametros. Al realizar el analisis de correlacion de Pearson, se encontré que la dureza
y el ablandamiento correlacionaron positivamente con la absorcion de agua farinografica y G’; y
negativamente con la tan 8. Esto podria deberse a la combinacion de dos fendmenos: un efecto de dilucion de
las proteinas del gluten al realizar el reemplazo de HT por HM y una posible competencia por el agua entre
los granulos de HM y los demés componentes de la harina. Esta situacion impediria al gluten desarrollar sus
caracteristicas viscoelasticas regulares.
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Figura 3. Parametros texturales obtenidos por TPA. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<
0,05).

La consistencia tuvo un comportamiento similar a la dureza, aumentando progresivamente de 8,27 £ 1,50 N.s
(Control y HM10) a 9,12 + 1,32 y 9,88 + 1,14 N.s con reemplazos del 20 y 30%, respectivamente,
correlacionando positivamente con el ablandamiento (r = 0,9722). La adhesividad no se modific6 con un
reemplazo del 10% respecto al Control (3,56 + 0,80 N.s), pero fue mayor para HM20 y HM30 (4,46 + 0,97
N.s).

Por otro lado, aunque el empleo de HM dio lugar a una leve disminucion en la cohesividad de las masas no
se observo un efecto de la concentracion utilizada de este ingrediente (0,754 + 0,018 y 0,739 + 0,035 para el
Control y las muestras HM, respectivamente). Asimismo, esta pequefia disminucion de la cohesividad
probablemente no lleve a modificaciones trascendentes en la masa al momento de panificar. Con respecto a
la elasticidad de la masa, se observé un pequefio aumento para HM30, siendo HM10 y HM20 similares al
control. Finalmente, se encontrd un efecto de la concentracion de HM utilizada en la resiliencia, la cual
disminuy6 fuertemente tras la incorporacion de HM. Ademads, este pardmetro correlaciond negativamente
con la absorcién de agua (r = -0,9914) y con el ablandamiento (r = -0,9912), y positivamente con el tiempo

de desarrollo, la estabilidad y la tan 8 (r = 0,9570; r = 0,9797 y r = 0,9922, respectivamente). Dado que la
resiliencia se relaciona con la recuperacion instantanea de la forma de la masa luego de la aplicacion de un o
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esfuerzo, su disminucion podria deberse a un fenémeno conjunto causado por la presencia de menos red de
gluten (efecto de dilucion) la cual ademés se encontraria obstaculizada mecanicamente por los grénulos de
almidon a nivel microestructural. Estos resultados relacionados con las caracteristicas elasticas de las masas
parecerian contradictorios con los encontrados al realizar los ensayos con redmetro oscilatorio. Cuando las
masas fueron sometidas a pequefias deformaciones (dentro del rango de viscoelasticidad lineal) mostraron en
todos los casos un mayor comportamiento elastico, tal como esta demostrado por el incremento de G’ con la
concentracién de HM. Sin embargo, éstas masas al ser sometidas a mayores deformaciones (en este caso, un
40% de compresién) no son capaces de responder a la misma del mismo modo que la formulacion control, lo
cual pone en evidencia la formacion de una red de gluten méas débil.

En general, se encontré que el reemplazo del 20 y 30% de HT por HM produjo masas mas duras,
consistentes, adhesivas y gomosas, disminuyendo asimismo la resiliencia, especialmente en HM30. En
cambio, un reemplazo del 10% no implic6 grandes modificaciones respecto a la masa control.

En todos los casos las modificaciones reoldgicas, estarian fuertemente vinculadas al efecto de dilucion de las
proteinas del gluten y al cambio en el perfil de absorcién de agua en presencia de HM, principalmente en
niveles altos de reemplazo, como lo demuestran las correlaciones con los pardmetros reoldgicos y texturales.

CONCLUSIONES

El empleo de almiddn resistente tipo 2 como fuente de fibra prebidtica en formulaciones para panificados
saludables produjo modificaciones de las masas a nivel reolégico. En general, las premezclas con almidén
resistente requirieron mayor cantidad de agua para la formacién de la masa. Sin embargo, las mismas fueron
mas duras, principalmente aquellas con concentraciones mas elevadas de almidon resistente. Los cambios
observados se relacionaron principalmente con variaciones en los perfiles de absorcion de agua de las
premezclas y con el aumento de la carga s6lida que implicé la incorporacion de granulos de almidén en
detrimento de la cantidad total de gluten. A pesar de las modificaciones, fue posible en todos los casos
obtener masas panarias que, conteniendo niveles importantes de fibra, presentaron caracteristicas texturales
adecuadas para su manipulacion.
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RESUMEN

No existe consenso acerca de una manera Unica y correcta para predecir el rendimiento en la elaboracion de
queso a partir de la composicién de la leche y del queso. Las ecuaciones disponibles se basan en un balance
de masa de componentes que incluyen coeficientes de transferencia y/ o retencién de un componente en el
gueso o suero, sin considerar las desviaciones provocadas por las condiciones de procesamiento, siendo estas
tan complejas y diversas que hacen imposible desarrollar un modelo matemético que incluya factores
fisicoquimicos, tecnolégicos y humanos.Se estudié el rendimiento quesero de queso Sardo Argentino
provistos por una planta industrial situada en Villa Maria (Cordoba, Argentina). Se model6 una red neuronal
para prediccion de rendimiento, con los datos de composicion de la leche y cantidades de insumos utilizados,
comparando el rendimiento real y el predicho. Se prob6 la capacidad de prediccion del modelo de redes
neuronales y su aplicacién a nivel industrial, al menos para este caso particular. Finalmente, se logré contar
con un rendimiento predicho que permite evaluar el desempefio global del proceso de fabricacién mediante
su comparacion con el rendimiento real, permitiendo definir acciones de control para el proceso y al mismo
tiempo, proveer informacion para la mejora continua del proceso.

Palabras Clave: rendimiento quesero, composicion lactea, redes neuronales, control de procesos.

ABSTRACT

There is no consensus concerning the correct way to predict cheese yield from milk and cheese
composition.The equations available are based on a mass balance of the components, regardless of the
deviations caused by the processing conditions, these being so complex and diverse that make it impossible
to develop a mathematical model able to include them.In this work, the yield of the Argentinian Sardo cheese
was studied with data from elaborations made in the industrial plant located in Villa Maria (Cordoba,
Argentina).A neural network to predict this yield was modeled with input data from milk composition and
guantities used to compare the actual performance and the predicted one.The predictive capacity of the
neural network model and its application to industrial level were tested, at least for this case.Finally, a
predicted yield value capableof assessing the overall performance of the manufacturing process compared to
real performance was obtained, allowing to define actions for the control process, and at the same time
provides information for continuous process improvement.

Keywords: Cheese yield, milk composition, neural network, process control.

INTRODUCCION

Para los fabricantes de quesos, optimizar el rendimiento no deberia significar solamente recuperar la maxima
cantidad posible de los componentes de la leche (materia grasa, MG, sélidos no grasos, SNG, entre éstos las
proteinas, PR), sino también poner en practica estrategias eficaces y eficientes para satisfacer sus propdsitos,
los de sus clientes y los de sus proveedores, principalmente los productores de leche. Es decir, aplicar la
definicion de “calidad” como la definida por la norma ISO 9000 (2015): La facultad de un conjunto de
caracteristicas inherentes de un producto, sistema o proceso para cumplir con los requisitos de los clientes y
de otras partes interesadas.

De esa manera, a la optimizacion del rendimiento no se la considera como un tdpico aislado y
eminentemente tecnoldgico, sino que adquiere su sentido mas amplio y profundo cuando se le considera
como un asunto interrelacionado integralmente con los atributos de calidad del queso y con la vision de un
negocio sustentable a mediano y largo plazo.

-

19



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

La tarea de optimizar el rendimiento podria reducirse a un esquema simplificado de busqueda de tecnologia
para aumentar la relacion humedad/ proteina en los quesos. Para lo cual, optimizar el rendimiento en la
elaboracién de quesos es un reto que consiste esencialmente en maximizar la cantidad y la calidad, a la vez,
como un todo (Emmons et al. 2003, Dalla Costa2012).

Una vez que los requerimientos de los clientes han sido traducidos en especificaciones que se encuadran con
las del Codigo Alimentario Argentino (Capitulo VII, Art. 637) y luego de definir especificaciones propias de
producto (calidad de las materias primas e insumos y procedimientos operacionales), se debe reducir la
variacion; es decir, mantener una calidad estable en el tiempo (CAA, SAGPyA y SPRyRS,2006).

Una caracteristica particular en la elaboracion de quesos, consiste en que independientemente de la
tecnologia empleada (asociada generalmente al sector al que pertenezca la empresa: PyME o grande),
conserva siempre aspectos artesanales en alguna instancia del proceso que son dificiles de eliminar con la
incorporacion de tecnologia, o bien el costo de ésta lo hace inviable econdmicamente Inda Cunningham
(2000).

En toda empresa siempre existen variaciones en el proceso productivo, introducidas por el personal y su
forma de trabajar, relacionadas con los aspectos artesanales de la elaboracion arriba mencionados, las
materias primas (particulares y estacionales)(Gilles1985, Lawrence 1996, Pécora et al. 2008), el
funcionamiento de los equipos, el medio ambiente fisico y las condiciones psicoldgicas del personal, las
mediciones de costos, o los controles de laboratorio y de rendimientos (Alais, 1985, Vicente Madrid, 1999).
Estas variaciones influyen en la calidad final de los productos y en su variabilidad, poniendo en evidencia la
complejidad para definir calidad en una empresa elaboradora de quesos (Lolkemal993) y demostrando que
mantener y minimizar su variabilidad en el tiempo es una tarea ain mas compleja.

Integrar una herramienta que mejore la prediccion del rendimiento con el control estadistico del proceso,
permitiria controlar la variabilidad del proceso a través de la posibilidad de establecer indicadores (AENOR,
2003) que contemplen el rendimiento predicho y los rendimientos reales, y de este modo permitir analizar y
resolver las causales de estas desviaciones en una segunda instancia (Jimenez-Marquez2002).

En el presente trabajo se pretende evaluar y aplicar herramientas estadisticas y de modelado de redes
neuronales a la industria quesera, particularmente para el queso tipo sardo.

Las redes de neuronas artificiales (denominadas habitualmente artificial neural network, ANN, 0, en espafiol,
RNA) son un paradigma de aprendizaje y procesamiento automatico inspirado en la forma en que funciona el
sistema nervioso de los animales. Se trata de un sistema de interconexion de neuronas que colaboran entre si
para producir un estimulo de salida, en base a un aprendizaje previo y las variables de entrada. En
inteligencia artificial es frecuente referirse a ellas como redes de neuronas o redes neuronales (Bose yLiang
1996).

Como principal objetivo del trabajo se plantea determinar la capacidad de una red neuronal artificial (ANN)
para predecir el rendimiento de produccién de queso sardo considerando aspectos fisicoquimicos y permitir
una mejora en la evaluacién del desempefio del proceso, mediante la comparacion entre el rendimiento real
obtenido y el predicho por ANN.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

El objeto de estudio de esta investigacion fue el rendimiento en la elaboracion de queso (RQ) en dicho
proceso.

Las unidades de andlisis fueron elaboraciones de queso obtenidas de una planta industrial de la zona de Villa
Maria.

Como se desprende de este trabajo exploratorio, existe un nimero significativo de variables dependientes
que determinan el rendimiento quesero. A los fines practicos, se considero el conjunto de variables continuas
relacionadas a la calidad de la materia prima empleada es decir, la composicion quimica de aquellos
componentes de la leche gue tienen incidencia sobre el rendimiento quesero

Se seleccionaron 1526 datos de elaboracién de queso sardo, extraidos de los registros de elaboracion de la
planta industrial, en el periodo 2006-2015, periodo que no refleja cambios significativos en el proceso ya que
se dispone del mismo equipamiento como se evidenci6 en las entrevistas con la responsable técnica de la
planta.

-
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Se realiz6 un tratamiento sobre los datos originales de composicion de leche, efectuando un andlisis de las
variables %MG, %PR, %SNGy RQ Real. Se realizo el calculo de los limites de control inferior (LCI) y el
limite de control superior (LCS), tomando un intervalo de confianza de +c (Tabla 1).

Tabla 2.Variables y limites de controlpara la composicion de leche

Dimensién Promedio Desv.Est. LClI LCS

Materia Grasa [% p/p] 2,2041 0,15069 2,05338 2,35475
Proteinas Totales [% p/p] 3,2484 0,14213 3,10627 3,39053
Sélidos No Grasos [% p/p] 8,7514 0,22461 8,52678 8,97600
Rendimiento Real [kg/100 kg] 7,7103 0,00487 7,70543 7,71516

El subconjunto de datos originales (DO), se depur6 y se descartaron elaboraciones fuera de los respectivos
intervalos de confianza definidos para cada dimension. Los datos depurados (DD), quedando reducido a un
total de 1211 elaboraciones, del conjunto de datos DD, se seleccionaron los 1000 primeros elementos a los
que se llama datos de partida (DP) y se realiz6 una mezcla aleatoria de los datos, con el fin de evitar posibles
tendencias en el tiempo, ya que los datos fueron procesados en forma correlativa y corresponden a un
periodo largo de tiempo (Tabla 2).

Tabla 3.Resumen de los conjuntos de datos

Conjunto de datos Sigla Cantidad
Datos Originales DO 1526
Datos Depurados DD 1211
Datos de Partida DP 1000
Subconjunto DP p/Entrenamiento DP-E

Subconjunto DP p/Validacion DP-V

Metodologia

Los datos composicionales fueron analizados en el laboratorio del establecimiento y estan disponibles en los
registros de produccion. El rendimiento de elaboracion de queso se determin6é en kg de queso/ 100 kg de
leche, peso determinado a momento de salir del proceso de salado.

Luego se procedié a modelar una ANN y se selecciond el modelo que mejor predice el rendimiento quesero.

RESULTADOS Y DISCUSION

Relevamiento del conjunto de datos del proceso

La complejidad de variables que intervienen con mayor o menor peso sobre el rendimiento quesero hace que
los modelos actuales posean una simplicidad que no se corresponde con las dimensiones que definen el
rendimiento quesero, principalmente los aspectos referidos al proceso de elaboracion. EI empleo de un
parametro dificil de predecir como lo es el RQ, para la evaluacion y seguimiento de un proceso, a través del
rendimiento real y el predicho, que se obtiene en cada lote de produccion puede ocasionar dificultades al
momento de evaluar la eficiencia de un proceso, pudiendo en muchos casos arribar a conclusiones erréneas.
Como se menciond, existen muchos factores que afectan el rendimiento quesero y se podrian reunir en
grupos, segun la caracteristica principal a la que se refieren, a continuacion, se detallan los principales.
Referidos a la materia prima: materia grasa, proteinas y fraccion de caseina (dato no disponible), lactosa (no
disponible), cenizas (no disponible), cuajo y fermentos empleados y proceso de estandarizacion. Algunas de
estas variables estan analizadas por el laboratorio de calidad de la propia planta industrial y se encuentran
detallados para cada lote de produccion, otras variables se encuentran disponibles pero no con la frecuencia
que se requiere, s6lo son ensayos puntuales.

Referidos al proceso de elaboracién en tina: operario, tamafio del grano, temperatura de coagulacion, pH
Inicial, Cantidad de Cl.Ca empleado, punto final de la coagulacién, aspectos relativos al disefio de la
herramienta de corte, velocidad de agitacion, tamafio de grano alcanzado.

Referidos al proceso de terminacion: condiciones prensado (tiempo, presion, temperatura, etc.), condiciones

salado (concentracion, tiempo, pH y temperatura), condiciones de maduracion (tiempo, temperatura .y -

humedad).

-
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A partir de lo anterior, se realizd una revision de los datos disponibles asociados a cada lote de produccion, el
modo de como se llevan a cabo las elaboraciones y una revision de la tecnologia disponible entrevistando los
responsables de la planta.

Se recopilaron datos disponibles de la materia prima empleada de cada lote de produccién, a saber: Volumen
de leche empleada [L], Materia Grasa [MG, % p/p], Proteinas [PR,% p/p], SNG [%,p/p], Cantidad de Cuajo
[L]y CaCl;[kg], Peso de Producto final [kg].

Variacién de los rendimientos queseros en funcion de los componentes quimicos de la leche

El anélisis estadistico de datos apareados de rendimiento quesero en funcidon de materia grasa, proteinas,
lactosa y solidos totales, mostré una correlacion significativa con proteinas, materia grasa y con sélidos
totales, como se muestra en la

Tabla 4. Se observo claramente una dependencia fuerte con proteinas y SNG como se observa en la Figura
1, y en menor medida con MG.

454 9.0

3.54 -8.5

Prot 6 MG (% PI/P)
(did %) ONS

254 +8.0

12 14 16
RQ Real

Figura 1.Correlacion RQ vs MG, PRy SNG

Tabla 4.Correlacion entre rendimiento real y variables independientes

Mejores valores de ajuste %MG [p/p] %SNG [p/p] %Prot [p/p]
Pendiente 0,09285 +0,009558  0,1008 + 0,02192 0,05567 + 0,009279
Y-interseccién cuando X=0,0 1,487 £ 0,07390 7,972 £ 0,1695 2,820 £ 0,07175
X- interseccion cuando Y=0,0 -16,01 79,10 -50,65

1/Pendiente 10,77 9,923 17,96

95% Intervalo de confianza para la

pendiente:

Pendiente 0,07412 t0 0,1116 0,05782 to 0,1437 0,03749 to 0,07386
Y-interseccién cuando X=0,0 1,342 10 1,632 7,640 to 8,304 2,679 t0 2,960
X-interseccion cuando Y=0,0 -22,01 to -12,03 -143,6 to -53,16 -78,96 to -36,27
Coeficiente de correlacion

R® 0,08640 0,02075 0,03482

Sy.x 0,1438 0,3297 0,1396

Andlisis del ajuste:

F 94,38 21,15 36,00

DFn, DFd 1,000, 998,0 1,000, 998,0 1,000, 998,0

Valor P <0,0001 <0,0001 <0,0001

Desviacion de cero Significativo Significativo Significativo

Datos:
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Cantidad de valores X 1000 1000 1000

Implementacion de algoritmo en MATLAB

Para correlacionar y predecir el rendimiento quesero utilizando un modelo ANN se codificaron los siguientes
archivos:

A:Un archivo de Excel que contiene las variables independientes: %MG, %SNG, %PR, Cantidad de Cuajo y
Calcio

B:Un archivo de Excel que contiene la variable dependiente: Rendimiento quesero

C:Un cddigo de MATLAB que consta de cinco bloques, cada bloque contiene dos partes: una seccion de
entrenamiento y otra seccion de prediccion.

En la seccién de entrenamiento el programa lee los datos de entrada (los dos archivos de Excel), define la
arquitectura, define la funcion de entrenamiento de la red y se generan las matrices de peso y las matrices de
ponderacion, para luego almacenar los datos para la prediccion.

En la seccidn de prediccion del programa, se carga la configuracion de la red entrenada y el archivo de Excel
que contiene las concentraciones de Materia Grasa, S6lidos No Grasos y Proteinas, y luego los resultados se
almacenan en un archivo de salida.

La

23

Figura 2 presenta un diagrama de flujo del programa desarrollado para utilizar ANN. En el mismo se
detallan las conexiones entre el cédigo de programa y los archivos de Excel que contienen la informacién
necesaria para el entrenamiento y la prediccion. Dicho diagrama es Gtil para una mejor comprension del
cadigo desarrollado.
-
-
after_training = ‘y
Normalizaciéninversaon. tn \’

pnew=Vars(M
G, PR, SNG)




VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

Figura 2. Diagrama de flujo que muestra las conexiones entre los diferentes archivos y programas que
forman la ANN.

Prediccion de Rendimiento por ANN Entrenada (RQ ANN)

Se realiz6 el calculo de prediccién del RQ del producto Queso Sardo empleando las variables del conjunto de
datos DP: MG [% p/p], SNG [% p/p], PR [% p/p], Cuajo [L], CaCl.[kg] y RQ Real.

Para ajustar la red neuronal se sigui6 la siguiente secuencia: (1) La cantidad de variables independientes para
entrenar la red; (2) Seleccionar un modelo de ANN, (3) Definir el tamafio 6ptimo para el conjunto de datos
(DP-A y DP-V) de entrenamiento de la red y validacion de la red; (4) Determinar la topologia de la mejor
modelo de red neuronal y (5) Decidir la mejor funcion de aprendizaje para la fase de entrenamiento.

Para la evaluacion del comportamiento de las distintas configuraciones de la red neuronal se evalud el r? de
un esquema de identidad donde se consider6 el rendimiento real vs rendimiento predicho para el conjunto de
datos DP. Se considerd que r> mayor corresponde un mejor desempefio de la configuracion de ANN, Laurene
(1994).

Se empled el software MATLAB v7.2 R2011a que incluye el modelo de redes neuronales, y se cred un
algoritmo que reproduce el esquema de la

Figura 2.
Definicion del modelo de la ANN
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Se procedi6 al andlisis del modelo de red neuronal que mejor ajustase los datos disponibles. En ese sentido,
la arquitectura méas basica utilizada normalmente para este tipo de aplicaciones implica una red neuronal de
propagacion hacia atras feed-forward que contiene tres capas: una capa para la matriz de entrada, una capa
oculta y otra capa de salida (Zupan y Gasteiger1993). Esta arquitectura no generd buenos resultados en este
caso. Por esta razon, fue necesario emplear dos capas ocultas y se evaluaron, entrenaron y optimizaron
distintos modelos de redes neuronales feed-forward, EIman, Cascade Forward Backpropagation y Fitnet,
(Liao2005).

Para los casos de estudio se determiné la cantidad de variables y luego el conjunto de datos de entrenamiento
en una primera instancia, luego se definio la mejor estructura de la red y posteriormente se selecciono la
mejor funcion de entrenamiento. Para definir el proceso de entrenamiento se realizaron cinco entrenamientos
sucesivos y se selecciond el que brindaba mejor coeficiente de correlacién.

Modelo de Red: Feed-Forward

En el modelo se determind la cantidad de variables independientes a emplear en el proceso de ajuste de la
red, adoptando como valores iniciales un 80% de los datos para entrenamiento y el 20% restante para validar
el modelo, adoptando inicialmente una estructura de red de n — 2n —2n — 1 neuronas, donde el valor n,
representa la cantidad de variables independientes empleada.

En el modelo se procedi6 a determinar el tamafio 6ptimo de entrenamiento de la red, luego determinar la
topologia éptima de la red y la mejor funcion de entrenamiento (Tabla 4).

Tabla 5. Determinacion de la cantidad de variables independientes

N° Topologia Coeficiente de correlacion r? (Rendimiento Real y ANN)

Prueba Trainl  Train 2 Train 3 Train 4 Train5  Mejor
1 2x4x4x1 0,0041  0,2024 0,1877 0,1880 0,1770  0,1880
2 3x6x6x1 0,0994  0,2302 0,0390 0,0192 0,2396  0,2396
3 4x8x8x1 0,1727  0,2656 0,2852 0,3294 0,0772  0,3294
4 5x10x10x1 0,0290 0,3575 0,2416 0,0092 0,0282  0,3575

Se pudo observar que los mejores resultados se obtuvieron empleando para el entrenamiento de la red 5 con
las variables independientes, que corresponden a %MG, %Pr, %SNG y Cantidad de Cuajo y Calcio
empleados.

Con los parametros que se emplearon para predecir con ANN, se realizaron pruebas con distintos tamarfios
para el conjunto de entrenamiento como se observa en la Tabla 5 y mejor ajuste para el conjunto de datos
DP-V corresponde a un conjunto de entrenamiento del 90%.

Tabla 6. Determinacion del tamafio de muestra para entrenamiento

Prueba Tamaﬁo_ de _ Coeficier_lte de correla_cién r? (Rend_imiento Real_ y ANN) _
entrenamiento Train 1 Train 2 Train 3 Train 4 Train 5 Mejor
1 10% 0,00003 0.00574 0.01184 0.00539 0.00364 0.01184
2 20% 0,00004 0.00078 0.00651 0.00023 0.00058 0.00651
3 30% 0,02282 0.00051 0.00247 0.00455 0.00449 0.02282
4 40% 0,01225 0.04094 0.00543 0.00547 0.04037 0.04094
5 50% 0,06945 0.00795 0.13161 0.02945 0.00809 0.13161
6 60% 0,08532 0.03591 0.16912 0.00083 0.03472 0.16912
7 70% 0,01993 0.24165 0.03032 0.03147 0.01036 0.24165
8 80% 0,02896 0.35746 0.24159 0.00917 0.02818 0.35746
9 90% 0,42735 0.46885 0.15434 0.04219 0.41231 0.46885
10 100% No se considera ya que no ofrece modo de validar la capacidad de
prediccion

Posteriormente, se analizaron distintas topologias como lo muestra la Tabla 6, donde, por ejemplo, en la
prueba N° 9,se empled una topologia de red de 5x10x10x1, que corresponde a una estructura de 3 capas de
neuronas, 5 neuronas en la capa de entrada, 2 capas ocultas con 10 neuronas y una neurona en la capa de
salida.

.
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Tabla 6. Determinacion de la topologia de la ANN

N° Prueba Topologia

Coeficiente de correlacion r? (Rendimiento Real y ANN)

delaANN Trainl Train2 Train 3 Train 4 Train 5 Mejor
9 5x10x10x1  0,42735  0,46885 0,15434 0,04219 0,41231 0,46885
11 5x15x15x1  0,74603  0,17061 0,24770 0,43487 0,33352 0,74603
12 5x20x20x1  0,46365  0,28747 0,23889 0,12247 0,02835 0,46365
13 5x25x25x1  0,42190 0,42924  0,45394 0,44275 0,42629 0,45394
14 5x10x20x1  0,07137  0,10744  0,19767 0,08968 0,48780 0,48780
15 5x20x10x1  0,05299  0,45500  0,03936 0,02582 0,35111 0,45500

Se adopta como la funcion de entrenamiento “trainlm” (ecuacion de Levenberg-MarquardtBackpropagation)
ya que mejora significativamente la correlacién como se puede observar en la Tabla 7.

Tabla 7. Seleccidén de la funcién de entrenamiento

N°  Funci6n de Coeficiente de correlacion r? (Rendimiento Real y ANN)

Pr  Entrenamiento  Train 1 Train 2 Train 3 Train 4 Train5  Mejor
20 traingda 0,16076  0,12955 0,15196 0,11544 0,11861  0,16076
21 traincgf 0,28609 0,16997 0,26882 0,23654 0,23536  0,28609
22 Trainrp 0,30448 0,29294  0,28893 0,34881 0,26842  0,34881
23 Traingd 0,11568 0,12102 0,13076 0,09588 0,10955  0,13076
24 trainscg 0,29173 0,37154  0,24946 0,31791 0,35373  0,37154
25 traincgp 0,27593  0,30868 0,34408 0,29038 0,12422  0,34408
26  trainoss 0,25067  0,25245 0,26472 0,26699 0,28811  0,28811
27 traincgb 0,22970  0,28689 0,40782 0,10567 0,13816  0,40782
11 trainlm 0,74603  0,17061 0,24770  0,43487 0,33352  0,74603

Posteriormente, se analizaron los rendimientos reales, y se calcularon los rendimientos predichos con el
modelo de la Prueba 11, Trainl sobre el conjunto de datos DP.
Se emple6 el software GraphPadPrism 5,01 para el analisis estadistico de las variables rendimiento real y
rendimiento predicho por ANN11, se muestra en la Figura 3, y se realizé un resumen estadistico de la
correlacion en la Tabla 8. Es interesante destacar que la pendiente se acercd bastante al valor ideal de 1,
siendo r?=0,74603. En la Tabla 7, se puede observar los resultados obtenidos al optimizar otros modelos de

ANN.
Tabla 7.Resumen de Ajuste de RQ Real segln el modelo de prediccion
Red Topologia Tamafio Funcién de r2
Entrenamiento  Entrenamiento
Feed-Forward Backpropagation 5x15x15x1 90% trainLM 0,74603
Elman 5x15x15x1 40% trainRP 0,61232
Cascade Forward Backpropagation 5x15x1 70% trainLM 0,57431
Fitnet 5x15x1 70% trainLM 0,57290
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RQ Real vs RQ ANN11 TR:1
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Figura 3.Rendimiento Real vs. ANN

Tabla 8.Andlisis de Regresion entre RQ Real y RQ predicho por la ANN8 TR:3

Estadistico Valor Valor(*)
Mejores valores de ajuste:

Pendiente: 0,9543 + 0,01762 1,001 + 0,0009857
Y-interseccion cuando X=0,0 0,003599 + 0,001361 0,0000

X- interseccion cuando Y=0,0 -0,003772 0,0000
1/pendiente 1,048 0,9992

95% Intervalo de confianza

Pendiente 0,9197 to 0,9888 0,9989 to 1,003
Y- interseccion cuando X=0,0 0,0009317 to 0,006267

X- interseccion cuando Y=0,0

-0,006813 to -0,0009423

Calidad del ajuste:

r2 0,7460
Sy, X 0,002400 0,002407
Andlisis del ajuste: 1,001 + 0,0009857
F 2932
DFn, DFd 1,000, 998,0
Valores P < 0,0001
Desviacioén de cero Significativa
0,9543 + 0,01762

0,003599 + 0,001361
Datos
Cantidad de valores X 1000 1000

(*) Ajuste forzando linea de regresién a pasar por el origen.
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CONCLUSIONES

El andlisis estadistico de datos de rendimiento quesero en funcién de las variables adoptadas para el
modelado de composicién de la materia prima, materia grasa, proteinas, lactosa, sélidos totales, mostr6 una
correlacion significativa con proteinas, materia grasa y con sélidos totales (

Tabla 4.Correlacion entre rendimiento real y variables independientes).

Se optimizaron modelos de prediccion basados en una ANN, y se demostré su aptitud para obtener
predicciones precisas de la dimensién Rendimiento Quesero (r?=0,7463 para el mejor modelo neuronal).

El modelo desarrollado utiliza datos disponibles en cualquier planta, ya que no es necesario contar con datos
fisico-quimico composicionales que pueden no estar disponibles en la misma, y ademas permite incorporar
otro tipo de variables de interés a nivel industrial como fueron el volumen de cuajo y cantidad de cloruro de
calcio que mejoraron el modelo de prediccion.

Finalmente, se logré contar con un rendimiento predicho que permite evaluar el desempefio global del
proceso de fabricacion mediante su comparacién con el rendimiento real, lo cual da lugar al establecimiento
de acciones de control para el desarrollo del proceso, y al mismo tiempo provee informacion para la toma de
decisiones en el entorno industrial.

BIBLIOGRAFIA

AENOR-UNE: 66175. 2003. Sistemas de gestion de la calidad. Guia para la implantacion de sistemas de
indicadores. Madrid, Espafia.

Alais C. 1985. Ciencia de la Leche. Barcelona: Editorial Reverté S.A.

Aytug H, Lawley M, McKay K, Mohan S, y Uzsoy R. 2005. Executing production schedules in the face of
uncertainties: A review and some future directions. European Journal of Operational Research, 161: 86-110.
Bose NK, y Liang P. 1996. Neural Networks Fundamentals with Graphs, Algorithms. 2 @ ed. New York.
USA: The McGraw-Hill Companies, Inc.

CAA, SAGPyA, y SPRyRS. 2006.Codigo Alimentario Argentino. Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Pesca y Alimentacion.

Dalla Costa CA. 2012. Rendimiento Quesero Tedrico y Real de la Leche de la Cuenca de Villa Maria,
Cordoba. Tesis de posgrado: Magister en tecnologia de los alimentos. Coérdoba:
http://pa.bibdigital.uccor.edu.ar/665/1/Tesis RQ_Final CDC_15 IMPRIMIR.pdf.

Emmons DB, Dubé C, and Modler HW. 2003. Transfer of Protein from Milk to Cheese.Journal of dairy
science, 86(2): 469-485.

Fausett L. 1994. Fundamentals of neural networks. Architectures, algorithms and applications. New Jersey.
USA. Prentice-Hall.

Gilles J. 1985. The yield of cheese.New Zealand of Dairy Science and Technology, 20: 205-214.

Inda CunninghamAE. 2000. Optimizacién del Rendimiento y Aseguramiento de Inocuidad en quesos.
Campestre, México: Organizacion de los Estados Americanos.

Jimenez Marquez SA, Lacroix C, and Thibault J. 2002.Statistical data validation methods for large cheese
plant database.Journal of Dairy Science, 85(9): 2081-2097.

Liao SH. 2005. Expert system methodologies and applications—a decade review from 1995 to 2004.Expert
Systems with Applications, 28: 93-103.

Lolkema H. 1993.Factors affecting the yield of cheese., in Factors affecting the yield of cheese.Inter. Dairy
Federation: Brussels: D.B Emmonds Editor.

Madrid VA. 1999, Tecnologia Quesera. Editorial AMV.Ediciones Mundi- Prensa.

Pécora RP, Gon G, Dalla Costa CA, Hantis Dy Kivatinitz SC. 2008. Variacién anual de la composicion
quimica de la leche de vaca de la cuenca lechera de Cordoba, Argentina. CESIA-CIBSA, M.R.y.J.
ZALAZAR.

Zupan, J, y Gasteiger J. 1993. Neural Networks for Chemists. New York: VCH Publishers.

28



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

El andlisis de imagenes como herramienta de monitoreo en la deshidratacion de banana
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar los cambios morfométricos, fractales y de color durante la
deshidratacion de rodajas de banana mediante el uso de analisis de imagenes. El secado convectivo se realizo
entre 75 y 134°C a una velocidad de aire promedio de 0,65 m/s. Los resultados mostraron que las imagenes
tomadas proporcionaron informacion cuantitativa de los cambios morfométricos (reduccion de area y
circularidad, y aumento del perimetro) por efecto de los tratamientos térmicos. El andlisis de la textura
fractal detectd cambios en la intensidad de los pixeles, indicando que las superficies resultaron mas
complejas e irregulares a medida que disminuyé el contenido de humedad del producto. La dimension fractal
de contorno (DFcont) aumento con el tiempo de secado. En relacién al color del producto seco, los pardmetros
a* y b* aumentaron, mientras que la Luminosidad (L*) disminuyd, lo cual esta asociado al oscurecimiento
de las rodajas e influenciado por el aumento de la temperatura. Las micrografias determinaron la presencia
de poros que fueron aumentando en cantidad cuando incrementd la temperatura. El analisis de imagenes
puede ser empleado como herramienta de monitoreo debido a su versatilidad, bajo costo, rapidez de
respuesta, ademas de no ser una técnica destructiva.

Palabras clave: deshidratacion, banana, analisis de imagenes

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the morphometric, fractal and color changes during the
dehydration of banana slices through the use of image analysis. The convective drying was performed
between 75 and 134 °C at an average air velocity of 0,65 m/s. The results showed that the images taken
provided quantitative information of the morphometric changes (area and circularity reduction, and perimeter
increase) due to the effect of thermal treatments. The analysis of the fractal texture detected changes in the
intensity of the pixels, indicating that the surfaces were more complexes and irregular as the moisture content
of the product decreased. The fractal dimension of the contour (FDcon) increased over drying time.
Regarding the color of the dried product, the parameters a* and b* increased, whereas the lightness (L*)
decreased, which is associated with the darkening of the slices and influenced by the increase of the
temperature. The micrographs determined the presence of pores that were increasing in quantity when the
temperature increased. Image analysis can be used as a monitoring tool because of its versatility, low cost,
speed of response, in addition to being a non- destructive technique.

Keywords: dehydration, banana, image analysis

INTRODUCCION
La banana es una de las frutas mas consumida a nivel mundial y la alta preferencia de los consumidores se
atribuye a su sabor dulce y agradable. La FAO coloca al banano en el quinto lugar en la lista de cultivos de
mayor produccion mundial después de los principales cereales (maiz, arroz, trigo y cebada). A pesar de ser
un importante cultivo en climas tropicales, su produccion alcanza a mas de 120 paises (SAGyP 2011).
Dentro de los nutrientes que aporta podemos mencionar a la vitamina C y vitaminas del complejo B, ademés
de poseer un alto contenido de potasio, algo inusual entre las frutas. El problema que presenta es su alta
susceptibilidad al deterioro por su importante contenido en agua y azlcares. Desde el punto de vista
bioldgico, la banana es una de las frutas que presenta las mayores pérdidas por descomposicion después de la
cosecha ya que es extremadamente perecedera y no permite el uso de la congelacion para su conservacion
(Fernandes et al. 2006). Su preservacion puede reducir estas pérdidas y aumentar la disponibilidad de la
oferta mundial de alimentos (Baini y Langrish 2007). La deshidratacién es una forma de aprovechar este
producto para conservarlo por un periodo de tiempo mayor. El secado convencional con aire caliente es el.
método mas antiguo utilizado en la conservacion de alimentos y ha sido ampliamente aplicado para el secado
%
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de bananas (Pan et al. 2008). La técnica de analisis de imagenes es una herramienta muy importante y
novedosa en los procesos de produccion de alimentos ya que permite valorar cambios que ocurren durante un
proceso en base a las caracteristicas que se extraen desde las imagenes. El objetivo de este trabajo fue
analizar el proceso de deshidratacién de rodajas de banana mediante analisis de imagenes y geometria de
fractales y relacionar los resultados con la cinética de secado y el desarrollo de color.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima y preparacion de las muestras

Se trabajé con bananas de la marca Banana Tropical de origen ecuatoriano y variedad Cavendish. La
madurez se determind de acuerdo a la escala de Von Loesecke con grado de maduracion 5 (fruto amarillo
con puntas verdes). Las frutas fueron peladas y se trabajé con la parte central (descartando los extremos) y
luego se cortaron en rebanadas de 3 mm de espesor con un utensilio rebanador de cocina. Las muestras se
sumergieron en una solucion con 10 g/L de acido ascérbico y 10 g/L acido citrico durante 1 minuto antes del
secado lo cual fue adoptado sobre la base de una préactica utilizada en la industria alimentaria segtin describe
Pan et al. (2008).

Equipo de secado

Las rodajas fueron deshidratadas en horno por conveccion forzada Philco HE-PH40W. Los rangos de
temperatura fueron: T1 (min. 75 — max. 86°C), T2 (min. 93 — méax. 99°C) y T3 (min. 127 — méax. 134°C). Se
analizaron cuatro lotes por cada temperatura, considerando a cada lote una bandeja con 35 rodajas.
Posteriormente se analizaron dos lotes mas. Los tiempos de secado se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Esquema de tiempos de secado para cada temperatura.

Temperatura Tiempo (min)
T1 0|15(30| 45|60 |90 | 120 | 150 | 180 | 210
T2 0[10(15|20|25|30| 35 | 40 | 50 | 60 | 65
T3 0| 5(10|15]20|25| 28 | 30

Adquisicion y analisis de imagenes

Las imagenes se obtuvieron con cdmara digital Panasonic Lumix, modelo DMC-TZ3. La Figura 1 muestra
un diagrama de los objetos intervinientes en la toma de imagenes. Las fotografias se tomaron sin flash, sin
zoom, con autodisparador y en modo macro. Se trabajo con ajustes en “modo fino” que prioriza la calidad de
la imagen en comparacion con el modo standard. Las imagenes RGB en formato de archivo JPG se
analizaron con el programa ImageJ versién 1.49m. La microestructura de los snacks se analizé por
microscopia electronica de barrido (SEM).

pantalla de telgopor de 5 cm de espesor
ubicada a 85 cm por armiba de la muestra

caja de carton corrugado doble onda
Tipo "EC"de 5,6 mm de espesor, pintadas
en su caraintema de color negro mate
ancho: 41 cm - alto: 36 cm - largo: 67 cm

camara

lampara incandescente
(tipo reflector) ubicada

a 15 cm de la pared de
la caja

61 cm es la distancia que separaala
Ilédmpara de la pantalla de telgopor
raa

o
£a(ra

icacion de

27 om de la mi

|

placa para asentar las muestras

Figura 1. Diagrama de objetos intervinientes en la toma de imagenes.
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Analisis morfométrico

Se analizaron 15 rodajas de cada lote. Se aplico andlisis de imagenes para determinar cambios morfométricos
de: area, perimetro, circularidad y Didmetro de Feret. El area es el nimero total de pixeles que cae dentro del
contorno del elemento, multiplicado por el area de un pixel. El perimetro representa el nimero total de
pixeles pertenecientes al contorno del objeto. La circularidad expresa la similitud del objeto comparado con
un referente perfectamente circular. Varia entre cero y uno, siendo uno un circulo perfecto. EI Didametro de
Feret es un descriptor quese define como la mayor distancia de separacion entre dos pixeles tomados a
orientaciones diferentes y permite evaluar encogimiento. Las iméagenes se convirtieron a 8-bits (0 negro, 255
blanco) creando una imagen binaria que permiti6 obtener los cuatro pardmetros mencionados.

Andlisis fractal

Se tomaron 5 rodajas por cada lote y se selecciond un area de interés de 87 x 255 pixeles que abarcd desde
un extremo al otro de cada rodaja, pasando por la parte central. Se utiliz6 la Matriz de Co-ocurrencia en
escala de grises (GLCM) para determinar las caracteristicas de textura superficial a partir de imagenes en
escala de grises. Este algoritmo de segundo orden considera la relacion entre parejas de pixeles. Se utilizaron
cuatro parametros texturales (Tabla 2), de los catorce que se puede obtener segun Haralick et al. (1973).

Tabla 2. Ecuaciones de los parametros texturales del algoritmo de GLCM.
Parametro textural

N-1

Energia (ASM) Z P} (1)
i,j=0
N-1
Contraste (Con) Z P; (i = j)* )
i,j=0
N-1
Homogeneidad (IDM) L 3
a1+ (I—))?
1,j=0
—1
Entropl'a (Ent) z _Pi,j In P(l,]) (4)
i,j=0

Siendo, i,j las intensidades de nivel de gris de cada uno de los pixeles que forman la pareja, comprendidos
entre 0 (negro) y 255 (blanco); N es el nimero de niveles de gris posibles (256 en una fotografia de 8 bits);
Pi;j es la probabilidad de aparicion de la pareja de pixeles con intensidades de gris i y j respectivamente, a una
distancia de separacion entre pixeles igual a 1 y con un angulo de desplazamiento de 0°.

La Energia (ASM, Angular Second Moment) es una medida de la homogeneidad local de una imagen.
Presenta altos valores cuando la frecuencia de aparicion de las parejas de pixeles en la matriz de co-
ocurrencia tiene la misma intensidad de nivel de gris. El Contraste (Con) es una medida de la variacion local
del nivel de gris. Aumenta a medida que el nivel de gris de la pareja de pixeles se aleja hacia los extremos de
la escala en una imagen de 8 bits. La Homogeneidad (IDM, Inverse Difference Moment) es una medida de la
diferencia en la intensidad de gris entre pixeles vecinos. La Entropia (Ent) es una variable que esta
relacionada con el orden o desorden que tiene una imagen y es usada para caracterizar la textura de las
imagenes. Imégenes complejas tendran altos valores de entropia (Mendoza et al. 2007).

El Algoritmo Modificado de Conteo Diferencial de Cajas (SDBC) permitié determinar la dimensién fractal
de textura de las imagenes. La dimension fractal es posible utilizarla para caracterizar la textura de las
superficies y expresarla como una medida de la rugosidad o irregularidad que presenta la superficie de una
imagen (Quevedo et al. 2008). Este algoritmo se calculd sobre un grafico de intensidad de superficie
generado a partir de los pixeles de la imagen 2 D en escala de grises (coordenadas x,y) y su intensidad en el
eje z. La configuracion del tamafio de las cajas se consider6 como “automatico” que es la opcion
predeterminada por el programa ImageJ y comprendié tamarios de caja entre 10 y 50 pixeles. El valor de la
DFsyp es la pendiente de la relacion logaritmica del nimero de cajas (log N) en funcién del logaritmo del
tamano de las cajas (log r) (Ecuacion 5). Los valores de dimension fractal oscilan entre 2 'y 3. Las superficies

lisas, sin rugosidad, presentan valores numéricos proximos a 2 (DFsy>2), mientras que las superficies”
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altamente rugosas presentan un incremento en los valores de la dimension fractal (Santacruz-Vazquez et al.
2008).

log(N)
1

log()

La dimension fractal de contorno (DFcont) permitié determinar cuan irregular fue el borde de las rodajas.

Cuanto mas irregular sea el contorno del objeto mayor serd su DFcon. Se trabajo con 5 rodajas por lote — las
mismas que se utilizé en GLCM — tomando un “crop” de 368 x 379 pixeles que abarcaba la rodaja completa.

DFsup = ®)

Analisis de color y pardeamiento de las rodajas

Se trabajé con el submenu Color Inspector 3D (v2.3) dentro del menu Plugins del ImageJd, seleccionando el
espacio de color CIELab a partir del cual se obtuvieron los pardmetros L*, a* y b*. Se tomaron 5 crops (87 x
255 pixeles) y se realiz6 un promedio de color de los pixeles de la imagen, resultando en una superficie de
una sola tonalidad a partir de la cual se obtuvieron los parametros. Los resultados se presentan como el
promedio de los 5 “crops”. La diferencia de color (AE, Ecuacion 6) se utiliz6 para describir el cambio de
color de las rodajas durante el secado (Maskan 2000). Esta ecuacion tiene en cuenta el cambio en cada uno
de los colores descrito por los pardmetros L*, a* y b*, y puede ser mas aplicable que los tres parametros de
color de forma individual para evaluar el efecto de las condiciones de secado en platanos (Baini y Langrish
2009, Atares et al. 2011).

AE = /(L* = Ly)2 + (a* —a})?+ (b* —b2)? (6)

L" representa la Luminosidad (L™= 0, negro y L"= 100, blanco), a”"indica la posicién entre verde y rojo
(valores negativos indican verde mientras que valores positivos indican rojo) y b* indica la posicion entre
azul y amarillo (valores negativos indican azul mientras que valores positivos indican amarillo). L*o, a*o y
b*, corresponde a valores iniciales, mientras que L*, a* y b* corresponde a los tiempos de secado (Tabla 1).

El indice de pardeamiento (Bl, “Browning Index”) representa la pureza del color marron y se ha reportado
como un importante parametro en procesos donde el pardeamiento enzimatico y no enzimatico tiene lugar
(Palou 1999). Se calcul6 utilizando la Ecuacion 7.

100 (x— 0,31)

Bl 0,172

(7)

donde:
X = (a+ 1,75L*)/(5,645L* + a* - 3,012b*) (8)

Anélisis estadistico

Se utiliz6 el software estadistico InfoStat (Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de
Cérdoba) con el cual se analizaron los datos obtenidos mediante andlisis de varianza (ANOVA). Los
resultados fueron comparados con el método DGC vy las diferencias significativas fueron consideradas
cuando p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido de humedad inicial de las rodajas frescas

En la Figura 2 se muestran las curvas de humedad de los diferentes tratamientos de secado. La humedad
inicial de las muestras frescas de Musa cavendish fue de 78,11%, lo que equivale a 3,568 kg agua/ kg solido
seco. Similares contenidos de humedad inicial fueron informados por otros autores (Chua et al. 2001, Leite et
al. 2007).
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Figura 2. Contenido de humedad en funcién del tiempo de secado a diferentes temperaturas.

Se encontr6 que los cambios en el contenido de humedad en funcion del tiempo de secado fueron diferentes
para las distintas temperaturas, ya que cuanto mayor fue la temperatura del aire, mas rapidamente se seco el
producto y mas corto fue el tiempo de procesamiento (Boudhrioua et al. 2002).

Analisis de parametros morfométricos

La Figura 3 muestra la variacion de los parametros morfométricos. El area inicial promedio de las rodajas
estuvo comprendida en el rango de 6,85 a 7,42 cm? La temperatura del aire provocd encogimiento —
fendmeno esperado en este tipo de procesos — resultando en un area final entre 6,16 y 6,47 cm?. Durante el
secado convectivo, el agua que se elimina produce un desequilibrio entre la presion interna del material y la
presion externa, generando tensiones de contraccion que dan lugar a la contraccion o al colapso del material,
cambios en la forma y ocasionalmente el agrietamiento del producto (Mayor y Sereno 2004). La reduccién
de area en T1 fue mayor (13%) debido a que la deshidratacion fue mas lenta y provocd un efecto de
contraccién mas acentuado. Por el contrario, cuando la deshidratacion fue rapida (T2 y T3) la estructura se
rigidizé6 mas rapido y mostré6 menor encogimiento y por consecuencia mayor area de rodaja. El perimetro
presentd bordes bien definidos al inicio del secado y valores, entre 10,05 y 10,48 cm. En los primeros
minutos, se observé una leve disminucion (aumento del valor normalizado) que acompafié a la reduccion del
area provocada por efecto de la temperatura, pero manteniendo bordes lisos y bien delimitados.
Posteriormente, la deshidratacion produjo deformaciones sobre el contorno de la fruta y el perimetro fue
aumentando significativamente (p<0,05), con cambios influenciados por la temperatura de secado,
resultando en valores finales entre 11,35 y 12,29 cm. Por otra parte, la circularidad de las rodajas frescas
pasé de valores altos al inicio del secado (0,84-0,86) a una reduccién comprendida entre un 30-33% que
origind una forma alargada en el producto seco como consecuencia de deformaciones en la estructura de la
fruta debido a los procesos térmicos. También estuvo influenciado por la temperatura de secado, ya que en
T3 la pérdida de circularidad ocurrié rapidamente con tiempos de procesamiento considerablemente
menores. EI Didmetro de Feret disminuyd demostrando que la estructura de la fruta cambi6 y que el agua
eliminada provoco el encogimiento de las rodajas durante el secado.
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Figura 3. Variacion de pardmetros morfométricos: (A) Area, (B) Perimetro, (C) Circularidad y (D) Diametro
de Feret.

Andlisis fractal

La variacion de la energia y la homogeneidad en funcién del tiempo de secado se muestra en la Figura 4. El
andlisis GLCM determin6 que la Energia (ASM) y la Homogeneidad (IDM) mostraron tendencias similares,
disminuyendo ambas en funcion del tiempo de secado. Los altos valores encontrados al inicio del tratamiento
(rodajas frescas, t = 0 min) se debieron a que en las imagenes de 8 bits hubo una alta similitud entre las
parejas de pixeles, con una escasa diferencia en los tonos de gris que presentaban. Ademads, al estar
uniformemente distribuidas y con una alta frecuencia de aparicién, reflejaban una superficie de
caracteristicas lisa, uniforme y homogénea. Durante la deshidratacion, se modificé la textura superficial de la
rodaja, ocasionada por la evaporacion de agua, y la uniformidad textural comenz6 a decaer, reflejado en
pixeles que presentaban distinta intensidad en sus niveles de gris. En el secado de discos de manzana
realizado por Fernandez et al. (2005) se encontr6 que la disminucion de la homogeneidad se debié a la
pérdida en la homogeneidad textural de las muestras.
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Figura 4. Energia (A) y Homogeneidad (B) normalizadospara las diferentes condiciones de secado.
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La Figura 5 muestra que los valores de Entropia (Ent) y Contraste (Con) aumentaron a medida que avanzo .
el secado. La entropia es un parametro opuesto a la energia y como tal manifesté un comportamiento
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contrario. Su aumento dejé en evidencia que los snacks presentaron imagenes complejas respecto de las
imagenes tomadas a las rebanadas frescas. A su vez, y como sucedié con otros pardmetros, una mayor
temperatura de secado acelerd el cambio de entropia. En el contexto del procesamiento de imagenes, este
aumento reflejé que las parejas de pixeles presentaron un desorden en la distribucién de los niveles de gris
que aport6 informacion de lo ocurrido en el secado y mostrd, como se puede observar visualmente, que las
rodajas adquirieron una superficie menos uniforme y de textura compleja. Los altos valores entrdpicos se
evidencian por la elevada propagacion de pixeles de variada intensidad y en forma uniforme sobre la imagen
espectral (Park y Chen 2001), demostrando un mayor desorden y deformacion superficial consecuencia del
proceso de deshidratacion. Por otra parte, el contraste mostré6 un comportamiento bien definido en cada
temperatura. La pendiente de la grafica manifiesta la rapidez con la que cambi6 este parametro. Al igual que
la homogeneidad, el contraste es una medida de la variacion local del nivel de gris de pixeles vecinos, por lo
que su aumento se atribuyd a la diferente intensidad que presentan los pixeles de la imagen. Este cambio esta
asociado al cambio de color en la superficie de las rodajas durante el secado, con pixeles que presentaban
intensidad de gris mas cercana a cero (aumento del negro), lo cual significd6 un mayor oscurecimiento
provocado por el pardeamiento de las muestras.
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Figura 5. Entropia (A) y Contraste (B) normalizados para las diferentes condiciones de secado.

En la Tabla 3 se muestra la correlacion de Pearson entre la humedad y los parametros fractales. Los
resultados indicaron que los coeficientes tuvieron una alta correlacion y demostraron que cambios en la
humedad del producto estan fuertemente asociados a cambios en los parametros fractales. La disminucién de
la humedad durante el secado modificé el ordenamiento y la intensidad de los pixeles en las iméagenes
analizadas por GLCM, lo que hizo posible seguir la deshidratacion por analisis de imagenes, hasta obtener
valores en donde el producto lleg6 a su humedad de equilibrio y en consecuencia al tiempo final de secado.

Tabla 3. Correlacion de Pearson entre humedad y parametros fractales.

Humedad ASM Con IDM Ent
Humedad 1,00
ASM 0,99 1,00
T1 Con -0,96 -0,94 1,00
IDM 0,98 0,98 -0,98 1,00
Ent -0,99 -1,00 0,96 -0,99 1,00
Humedad 1,00
ASM 0,96 1,00
T2 Con -0,98 -0,94 1,00
IDM 0,98 0,97 -0,99 1,00
Ent -0,97 -0,99 0,95 -0,98 1,00
Humedad 1,00
ASM 0,98 1,00
T3 Con -0,99 -0,99 1,00
IDM 0,99 0,98 -1,00 1,00
Ent -0,99 -0,99 1,00 -1,00 1,00

En todos los casos los valores de p<0,01. il
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Dimension fractal de superficie (DFsup)

En la Figura 6 se muestran los valores de DFs,, en distintos tiempos de secado de cada temperatura. El
analisis de textura fractal detecté cambios en la intensidad de los pixeles indicando que la superficie de la
banana resulté méas rugosa e irregular a medida que disminuy6 su contenido de humedad (p<0,05). Al inicio
del secado, la DFs,, estuvo comprendida entre 2,20 y 2,25, asociado a una menor complejidad topografica
expresada por las diferencias de los niveles de grises de los pixeles, y, por lo tanto, atribuidos a una
superficie de caracteristicas mas lisa y homogénea.

Temperatura
T1 T2 T3

t=0min t=0min t=0min

. ) o
DFgup= P DFsyp= " DF = o L
5 200,02 , 2,22+0,012 , 2,250,012 4

=0,

t =90 min t =30 min t =15 min ,
DFsyp= * DFsup= DFsup= ‘*’
2,27+0,03° ey 2,28+0,01° 2,27+0,01° :
t =210 min t =65 min ; t =30 min
DFsup= DFsup= “ DFsup= '
2,32+0,05° 2,37+0,03¢ ) ' 2,32+0,01° , :

Figura 6. Topografia superficial 3D de rodajas de banana en distintos tiempos de secado de cada
temperatura.

La transferencia de calor durante el secado provocé la disminucion de la humedad en el producto y sugirié
cambios a nivel superficial. Estas modificaciones provocaron un aumento de la complejidad superficial,
fenébmeno marcado por un comportamiento no uniforme o fractal. Los valores finales estuvieron
comprendidos entre 2,32 y 2,37. La DFyp y la entropia fueron pardmetros que presentaron un
comportamiento opuesto a la energia y la homogeneidad. La relacion entre ambos sefiald que el efecto de la
temperatura provoc6é un cambio en la complejidad superficial del producto que pudo ser demostrado por
analisis de textura de imagenes.

Dimension fractal de contorno (DFcont)

La Figura 7 muestra como cambi6 la DFcn €n los tratamientos térmicos. Las rodajas de banana fresca se
caracterizaron por presentar un contorno mas liso y sin alteraciones, con valores mas cercanos a la unidad
(forma circular). La variacion de este pardmetro dependié de cada tratamiento. Las muestras sometidas a
condiciones de menor temperatura (T1) no mostraron cambios significativos en su contorno (p>0,05),
mientras que, las rodajas de banana sometidas a condiciones de temperaturas mas altas (T2 y T3) presentaron
bordes irregulares y sinuosos a lo largo del secado (p<0,05). Estos resultados no coincidieron con los
informados por Santacruz-Véazquez et al. (2010), quienes describieron menores valores de DFcon para
condiciones de secado mas rapidas (mayor temperatura). Lo que sugiere que las velocidades de
deshidratacion tienen gran influencia en las caracteristicas de los productos obtenidos.
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Temperatura

T1 T2 T3
t=0min t=0min t=0min
DFcont = DFcont = DFcont =
1,043+0,006? 1,039+0,0042 1,039+0,009?
t =90 min t =30 min t =15 min
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1,041+0,0022 1,050+0,002° 1,037+0,0042
t =210 min t = 65 min t =30 min
DFcont = DFcont = DFcont =
1,049+0,010? 1,058+0,004° 1,057+0,002°

Figura 7. Imagenes binarias obtenidas durante el secado y sus valores de DFcon.

Anélisis de color

La Figura 8A muestra que la diferencia de color (AE) aument6 desde el inicio del secado debido al cambio
de tonalidad en la superficie de la rodaja. Como un indice de evaluacion importante, el color en cierta
medida puede reflejar el efecto de la temperatura sobre los materiales (Romano et al. 2008). A pesar de
conseguir valores similares cuando finalizo el secado, la condicion de mas alta temperatura (T3) mostr6 que
el desarrollo de color fue rapido debido al corto tiempo de procesamiento de estas muestras. Por su parte, el
indice de pardeamiento aument6 en funcion del tiempo y la temperatura de proceso (Figura 8B). El color de
las rodajas de banana fue ligeramente amarillo antes del secado y se convirtié en marrdn después del secado
(Thuwapanichayananet al. 2011). Inicialmente este indice estuvo comprendido entre 46,02+3,74 y 55,54+
2,56, pero aumentd su valor ni bien comenzo la deshidratacion. Al igual que con el cambio de color, la
velocidad de pardeamiento del snack fue mas rdpida en la temperatura més alta (T3). EI comportamiento
bien definido en cada una de las temperaturas guard6 relacion con el aumento del contraste, ya que ambos
pardmetros estan referidos al oscurecimiento del material. Cuando finalizé el secado, los valores obtenidos
estuvieron comprendidos entre 90,94+12 91 y 105,85+3,78.
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Figura 8. Diferencia de color AE (A) e Indice de pardeamiento normalizado (B) para las tres temperaturas de
secado.

Microestructura del producto

En la Figura 9 se muestran las imagenes SEM de los snacks de banana. Una mayor temperatura de
deshidratacion incrementd la temperatura de la muestra y gener6 gradientes de presion en su interior. Estos
provocaron un fuerte movimiento de la humedad que aumenté la porosidad del producto. La disminucion de
la humedad en la etapa final del secado provoca un rapido aumento en la porosidad (Aprajeeta et al. 2015).
Los poros obtenidos presentaron formas irregulares y su distribucion en las rodajas no sigui6 un patron de
referencia. Algunos de estos llegaron a superar los 200 micrémetros.

...................

Figura 9. Micro_grafl'as SEM de los snacks de bargna. A)T1,B)T2yC) T3.

CONCLUSIONES

El andlisis de imégenes permitio evaluar los cambios ocurridos durante el secado de rodajas de banana, lo
que facilité el control del proceso y la determinacion de los tiempos de secado, mostrando una alta
correlacién con la pérdida de humedad. La condicion de menor temperatura (75 — 86°C) representd una
alternativa viable ya que es menos agresiva sobre los tejidos de la fruta y ofrecié cambios graduales en los
distintos parametros evaluados.
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RESUMEN

De acuerdo a la normativa vigente en Argentina, se entiende por subproductos oleaginosos, a los residuos
sOlidos resultantes de la extraccién industrial del aceite de granos oleaginosos. El objetivo del trabajo fue
aprovechar el expeller de soja como sustrato/soporte de bacterias probioticas. Se aplicd la metodologia de
superficie de respuesta para estudiar la influencia de las variables tamafio de particula (157,50; 393,75 y
630,00 um), la cantidad de agua (2,0; 3,5 y 5,0 ml de agua/g de expeller seco), y de suero de queso (0,0; 0,2
y 0,4 g suero/g expeller seco) sobre el pH, la acidez total y la viabilidad celular del L. casei. El suero de
queso fue el Unico factor que mostré un efecto significativo (p<0,05) y positivo sobre el recuento de células
viables, lo que significa que su presencia es necesaria para el crecimiento de los probioticos. Por otro lado,
los tres factores afectaron (p<0,05) la acidez y consecuentemente el pH final. Las condiciones Optimas para
maximizar el recuento de Lactobacillus casei y la acidez titulable, minimizando el pH resultaron: 629,99 pum,
6,0 ml de agua/g de expeller y 0,31 gramos de suero/g de expeller; correspondiéndose aproximadamente al
sistema 12 del disefio experimental ensayado.

Palabras claves: expeller de soja, Lactobacillus casei, subproducto vegetal.

ABSTRACT

According to current regulations in Argentina, the oleaginous by-products are the solid waste from industrial
extraction of oil from oil seeds. The aim of this work was to profit the soy by products as substrate /support
of probiotic bacteria. The response surface methodology was applied to study the influence of the variables:
particle size (157.50; 393.75 and 630.00 um), the amount of water (2.0; 3.5 and 5.0 ml water / g dry
expellers), and the amount of cheese whey powder (0.0; 0.2 and 0.4 g cheese whey powder / g expellers dry),
on the pH, total acidity and cell viability of L. casei. The amount of cheese whey powder was the only factor
that showed a significant (p <0,05) and positive effect on the viable cell count, which means that their
presence is necessary for the growth of probiotics. Furthermore, the three factors affected (p <0,05) the
acidity and consequently the final pH. The optimum conditions to maximize Lactobacillus casei count and
titratable acidity by minimizing pH resulted: 629.99 um, 6.0 ml water / g expeller and 0.31 g cheese whey
powder / g expeller; and corresponded, approximately, to the system 12 tested in the experimental design.

Key words: soy by-product, Lactobacillus Casei, vegetable by-products

INTRODUCCION
La produccién de poroto de soja en la Argentina para la campafia 2014/ 2015 oscil6 en los 60,1 millones de
toneladas, cifra record a nivel histérico para nuestro pais. La expansion en el agro argentino tiene estrechas
vinculaciones con la evolucién de las variables externas, teniendo en cuenta que practicamente su totalidad
tanto en forma de poroto, pellets, como aceite de soja se exporta hacia el resto del mundo (Strada 2016).
De la produccion total, se estima que cerca de 45,5 millones de toneladas serian destinadas al complejo
industrial oleaginoso. De este proceso, las plantas aceiteras en su conjunto podrian llegar a obtener cerca de
8,8 millones de toneladas de aceite de soja, que representan el 19% de 45,5 millones de Tn. de poroto
triturados. Mientras que el 78% restante, 34,5 millones de toneladas corresponden a subproductos, expeller
de soja, harina y pellets de bajo valor (Calzada 2016). La industria de la molienda de soja es una actividad de
margenes muy reducidos, donde la materia prima principal, el poroto, es por lejos el principal costo de la
industria. La soja ha representado aproximadamente el 92% del valor del producto final entre los afios 1993
y 2010 (IERAL 2011). El principal destino de los subproductos de soja, es la suplementacion animal
(Gallardo 2011).
Un alimento funcional puede ser un alimento natural en el que uno de sus componentes ha sido mejorado; un .
alimento al que se ha afiadido un componente para que produzca beneficios; un alimento del cual se’ha
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eliminado un componente y producira menos efectos adversos sobre la salud; un alimento en el cual alguno
de sus componentes ha sido modificado quimicamente para mejorar la salud; un alimento en el que la bio-
disponibilidad de uno o mas componentes ha sido aumentada; una combinaciones de las anteriores (Olagnero
et al. 2007).

El objetivo de este trabajo es aprovechar el expeller de soja para la obtencion de un ingrediente funcional
conteniendo microorganismos probidticos (L. casei). Se utilizé la metodologia de superficie de respuesta a
fin de evaluar los efectos de las condiciones de proceso: tamafio de particula, cantidad de agua y cantidad de
suero de queso, sobre el crecimiento de Lactobacillus casei (LC), pH y acidez total como indicadores de
desarrollo de los probidticos.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Los recortes de expeller fueron donados por R-Mix SRL proteico. Undinarrain (Entre Rios), los cuales se
molieron (D-56 Moulinex, Buenos Aires, BA, Argentina) y tamizaron en un juego de tamices (Zonytest, Rey
Ronzoni S.R.L., Bs As. Argentina). Obteniendo las siguientes fracciones en cuanto al tamafio de particula
promedio: 630,00; 393,75y 175,50 um. Las distintas fracciones, con un contenido de humedad final de 5,5%
fueron almacenadas en bolsas al vacio a -18°C y descongeladas antes de su uso. Otros materiales utilizados
fueron: suero de queso en polvo (Mastellone, Buenos Aires, BA, Argentina), agar y caldo (MRS) (Biokar
Diagnostics, Beauvais. Ol, Francia) y los reactivos quimicos utilizados fueron de grado analitico (Research
AG. S.A. Argentina).

Métodos

Preparacion del in6culo

El indculo se preparé mediante la transferencia de 1 ml del cultivo madre crio-conservado conteniendo L.
casei, en un matraz de 250 ml que contenia 30 ml de caldo MRS estéril. El cultivo de células se incubéd a
37°C durante 20 h en una cdmara (Inquilab 1-290, Argentina) con agitacion constante de 120 rpm (Vicking,
Argentina). El indculo se consideré adecuado para los ensayos, cuando presenté al menos 9,00 log UFC/ml
de LC.

Disefio experimental y andlisis estadistico.

En el presente trabajo se utilizd un disefio de Box-Behnken en el cual se estudiaron los efectos de 3 factores
en 15 corridas experimentales formado por tres variables y tres niveles por cada variable (Tabla 1). El
disefio experimental se llevd a cabo en un solo bloque y puntos centrales se realizaron por triplicado. El
analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo mediante el uso del método de superficie de respuesta
(RSM) en el nivel de confianza del 95%. Los datos experimentales se ajustaron a un modelo de polinomio de
segundo orden, como:

y:a0+a1'X1+a2'X2+a3'X3+a11'X12+a22'X22+a33'X32+a12'X1'X2+a13'X1'X3+a23
'Xz'X3+€

Donde “p” es la funcién de respuesta, ao, ai, a» as, a1, az, ass, a2, as, azs son los coeficientes, X es el
tamafio de particula, X, es la cantidad de agua y Xs es la cantidad de suero, y € como término de error
aleatorio. El parametro estadistico R-cuadrado (R?adj) mayor que 95% Yy la falta de ajuste no significativa (p
> 0,05) se utilizaron para informar la bondad del modelo. El disefio experimental, gréaficos de respuesta,
contornos de superficie de respuesta se llevaron a cabo utilizando el programa Statgraphics Centurion XV (V
02/15/06, 2007, StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, VA, EE.UU.).

Preparacion de los Sistemas

El expeller fue distribuido en porciones de 1,00033+0,00032 g en tubos tipo falcon. Se prepararon 15
sistemas, mezclando 1 g de expeller de soja, agua y suero de queso deshidratado, de acuerdo al disefio
experimental propuesto (Tabla 1). Posteriormente, se esterilizaron y se enfriaron para ser inoculados con una
suspension de L. casei (4,86x10* UFC/ml) en caldo MRS (Biokar, Francia). Se incubaron a 37°C durante 24
h en una cdmara (Inquilab 1-290, Argentina) con agitacion constante de 120 rpm (Vicking, Argentina).
Posteriormente, el material fue centrifugado y lavado con agua destilada estéril (Eppendorf, Alemania), se
deshidraté al vacio (Martin Christ Alpha 1-4 LSD, Alemania) durante 36 horas. Se almacen6 en un
desecador a temperatura ambiente, hasta la determinacion del recuento.

-
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Viabilidad celular de Lactobacillus casei

El recuento de células viables de Lactobacillus casei (LC) en el producto final deshidratado, se realiz
mediante diluciones seriadas a partir de 1 g de muestra seca en 9 ml de agua peptona estéril 0,1% (p/v)
(Biokar Diagnostics, Beauvais, Ol, Francia) por duplicado. Las alicuotas de 100 pl de las diluciones
seleccionadas fueron sembradas sobre placas con Agar MRS (Biokar Diagnostico, Beauvais, Ol, Francia) e
incubadas a 37°C durante 72 h en condiciones aerdbicas. Los resultados fueron expresados como log
(UFC/gde muestra seca), informando el valor promedio * desvio estandar (DE) de las determinaciones.
Determinacion del pH

Para la medicién de pH, se tomé el sobrenadante obtenido luego de centrifugar y lavar dos veces con agua
destilada estéril, utilizando un electrodo de superficie combinado de vidrio Ag°/AgCl conectado a un pH
metro (Cole-Parmer, USA). Las mediciones fueron realizadas por duplicado para cada muestra. Antes de
cada anélisis, el pH metro fue calibrado con soluciones buffer de pH 7,0 y pH 4,0.

Determinacion de acidez total

La acidez total fue determinada mediante titulacion de alicuotas de 5 ml de sobrenadante con una solucion de
NaOH (0,01N) utilizando fenolftaleina como indicador. Las mediciones fueron realizadas por duplicado para
cada sistema. El resultado fue expresado en mili-equivalentes de &cido lactico/g del sistema, de acuerdo a la
siguiente expresion:

. VNaoH+N v
Acidez Total = [ '* NaOH] % LSobrenadante 1000 (1)
Valicuota Priuestra

Doénde: Nnaon (Ml) = volumen NaOH gastados; Nnaon = Normalidad del NaOH (0,01N) y V alicuota (mL) =
volumen de muestra titulado (5 ml).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestra el disefio con los niveles ensayados para cada variable independiente (tamafio de
particula, cantidad de agua y cantidad de suero de queso) y los valores obtenidos para cada una de las
variables de respuesta (recuento de L. Casei, pH y acidez titulable). El Unico factor que mostré un efecto
significativo (p<0,05) y positivo sobre el recuento de células viables fue el suero, lo que significa que su
presencia es necesaria para el crecimiento de los probidticos (Figura 1A). Con respecto, a la cantidad de
agua y el tamafio de particula no mostraron efectos significativos sobre el recuento (Figura 1A). Por otro
lado, los tres factores afectaron (p<0,05) la acidez y consecuentemente el pH final (Figura 1B y 1C). Siendo
el suero, el factor con mayor efecto, seguido por el tamafio de particula y la cantidad de agua. Los términos
cuadraticos para el suero y el tamafio de particula también resultaron significativos (p<0,05) siendo ambos
negativos para la acidez, representando un maximo en la funcién. En cambio, para el pH, el término
cuadratico del suero resulté positivo mientras que el del tamafio fue negativo. Adicionalmente, se observd
que el término cuadratico del agua, asi como el de la interaccion entre el suero y el tamafio resultaron
significativos (p<0,05).
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Tabla 1. Valores experimentales y codificados de las variables independientes y respuestas obtenidas del

disefio de Box-Behnken.

Variables Independientes

Variables de Respuestas

TAMANO AGUA SUERO

RECUENTO ACIDEZ
Sistemas (hm) Codi _(ml) ©) pH )
odificados |Qg megac
X, X, Xs UFC/gramo Lactico/g
1 393,75(0) 4,5(0) 0,2 (0) 11,4+0,2 4,57 0,310,1
2 393,75(0) 4,5(0) 0,2 (0) 11,4+0,2 4,58 0,25+0,03
3 393,75(0) 4,5(0) 0,2 (0) 11,0+0,2 4,58 0,26+0,01
4 393,75(0) 6,0(1) 0,4(1) 11,240,2 4,48 0,38+0,04
5 630,00(1) 3,0(-1) 0,2(0) 11,0+0,2 4,52 0,142+0,005
6 393,75(0) 3,0(-1) 0,4(1) 11,240,2 4,55 0,26+0,03
7 630,00(1) 4,5(0) 0,4(1) 11,240,2 4,31 0,23+0,01
8 157,50(-1) 4,5(0) 0,4(1) 11,3+0,2 4,52 0,35+0,03
9 630,00(1) 4,5(0) 0,0(-1) 10,3+0,1 6,48 0,021+0,001
10 393,75(0) 3,0(-1) 0,0(-1) 10,323+0,001 6,56 0,04040,001
11 157,50(-1) 3,0(-1) 0,2(0) 11,1+0,2 4,65 0,20+0,01
12 630,00(1) 6,0(1) 0,2(0) 11,8+0,2 4,33 0,14040,005
13 393,75(0) 6,0(1) 0,0(-1) 10,23+0,05 6,62 0,058+0,001
14 157,50(-1) 4,5(0) 0,0(-1) 10,51+0,09 6,74 0,037+0,004
15 157,50(-1) 6,0(1) 0,2(0) 10,9+0,2 4,54 0,29+0,01
Xitamafio, Xzcantidadde agua, X; cantidad de suero
A Diagrama de Pareto Estandarizada para Recuento
C:Suero _ I I .
cc | I -
Be | (N
AB | [N
AA | N
sc | I
Ac | I
A:Tamafo -
B:Agua | . . .
0 2 4 6

Efecto estandarizado

43



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

Diagrama de Pareto Estandarizada para acidez
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C Diagrama de Pareto Estandarizada para pH
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Figura 1. Efectos Significativos de los Factores utilizando Diagramas de Pareto Estandarizados para (A)
Recuento de células viables, (B) Acidez titulable y (C) pH.

Luego de la fermentacion llevada a cabo durante el disefio experimental, el LC mostré un crecimiento de al
menos 6 ciclos log como se ve en la (Tabla 1). En la Figura 2, se puede observar como evoluciona el
recuento de células viables, conforme se incorpore suero de queso al medio y se varie el tamafio de la
particula de expeller, para una cantidad dada de agua equivalente a la del punto central. La cantidad de agua
se mantuvo constante para este analisis ya que no present6 efectos significativos sobre el recuento. Se puede
observar una curvatura, que se corresponde con el signo negativo de los coeficientes de la ecuacion de
prediccion (Tabla 2) y un maximo en el rango de 11,3-11,38 UFC/ ml con una cantidad de suero de ~0,3 gy
un tamafio de particula de =400 um. Cabe sefialar que el proceso de reduccion de tamafio implica mayor
consumo energético, mayores potencias o bien tiempos de molienda. ElI hecho de que ni el tamafio de
particula ni la cantidad de agua tengan un efecto significativo sobre el crecimiento del probidtico (Figura
1A), representaria una ventaja desde el punto de vista de la sustentabilidad del proceso aqui propuesto. Por
otro lado, la necesidad de incorporar suero lacteo para incrementar el crecimiento de LC demuestra que la
matriz de expeller como sustrato requiere ser suplementada. La suplementacion con suero podria servir como
fuente de carbono y/ o de nitrégeno (Genevois et al. 2016).

Si bien el objetivo del trabajo no fue especificamente la produccién de acido lactico, el mismo se genera .-

como producto del metabolismo de las bacterias acido lacticas, estando su produccion parcialmente asociada
-

-

-/

%
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al crecimiento celular (Aguirre-Ezkauriatza et al. 2010). De manera que se analiz6 la reduccién del pH vy el
contenido de acido lactico conforme se modificaron las variables del proceso (Tabla 1, Figura 3A, B).

Superficie de Respuesta Estimada

Recuento

10,0-10,15
10,15-10,3
10,3-10,45
10,45-10,6
10,6-10,75
10,75-10,9
10,9-11,05
11,05-11,2
11,2-11,35
11,35-11,5

Recuento

0,3

04 800 Tamafio
Suero

Figura 2. Superficie de respuesta que muestra el efecto de la cantidad de suero y el tamafio de particula
sobre el Recuento de L. Casei.

Los coeficientes de correlacion producto de Pearson van de -1 a +1, y miden la fuerza de la relacion lineal
entre las variables. Este coeficiente para la correlacién entre el pH y la acidez titulable resulté significativo
(p< 0,05) tomando un valor de -0,8207, ello demuestra que la reduccién del pH en la mayoria de las muestras
se debe al &cido lactico producido por las bacterias durante la fermentacion.

La cantidad de agua se fijé en la superficie de respuesta porque fue el factor que menor efecto present6 para
la variable estudiada. En la Figura 3A se muestra la evolucién del pH conforme se aumenta la adicion de
suero de queso 0 se varia el tamafio de la particula de expeller, para una cantidad de agua constante
equivalente a la del punto central. Se puede observar que la funcidn depende fundamentalmente del factor
suero, mostrando una concavidad que se corresponde con el signo positivo del coeficiente del término
cuadratico del suero de la ecuacion de prediccion (Tabla 2). Si bien, el tamafio de particula tuvo un efecto
significativo sobre la modificacion del pH, éste fue varios érdenes menor respecto al efecto observado del
suero, como se desprende de los coeficientes de la ecuacion de prediccion de la Tabla 2. Ello explicaria que
en la superficie de respuesta de la Figura 3A, el efecto del tamafio de particula del expeller sobre el pH sea
despreciable, frente al efecto del suero. La reduccién del pH fue méas pronunciada cuando se utiliz6 suero a
valores entre 0,2y 0,4 gr.

En cuanto a la acidez, se puede observar que los tres términos lineales y los cuadraticos respecto al suero y al
tamafio de particulas resultaron significativos (Figura 1B y Tabla 2). Ello explicaria la concavidad de la
curva que se observa en la Figura 3B. Para una determinada cantidad de suero, a un tamafio de particula de
~400 um la acidez llega a su punto maximo.
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Superficie de Respuesta Estimada
Agua=4.,5

pH

Superficie de Respuesta Estimada

B Agua=4,5

Acidez

Figura 3Ay 3B. Superficie de respuesta que muestra el efecto de la cantidad de suero y del tamafio de

particula sobre el pH (3A) y sobre la acidez titulable (3B).
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Tabla 2. Coeficientes de regresion de la ecuacion de prediccion para las variables respuesta; Recuento de L.
casei, pH y acidez, en funcion de las variables independientes: X; = tamafio (um), X, = cantidad de agua

(ml), X5 = cantidad de suero (g). Valores p < 0,05 indican el efecto significativo del coeficiente en la

ecuacion.

Valores de Respuesta

Coeficiente Recuento pH Acidez
Coeficiente Coeficiente Coeficiente
de p-valor de p-valor de p-valor
estimacion estimacion estimacion
ao 9,76231 6,47352 -0,337312
a1 -0,000356 0,7263  0,00052499  0,0004**  0,00084959 0,01**
a 0,381111 1 0,0713889 0,0028** 0,111324 0,023**
as 4,98125 0,0234* -14,8458 0** 1,03767 0,001**
an 0,00033157  0,3648  -5,644E-05 0,0202* -6,66E-05 0,0612
ais 0,0010582 0,6697  0,00026455 0,0494* -0,0005504 0,0512
azs 0,175 0,6551 -0,108333 0,0078** 0,0820625 0,0566
an -1,87E-06 0,4263 -9,56E-07 0,0032** -7,89E-07 0,0203*
a2 -0,0607407  0,3234 -0,005926 0,0472* -0,009202 0,0831
as3 -9,72917 0,0659 24,7292 Q*** -1,29722 0,0148*
R? 95,4854 99,8462 99,3699
falta de ajuste 0,8553 0,0055 0,3504

1: tamafio de la particula de expeller, 2: cantidad de agua, 3: cantidad de suero
*: Significativo p<0,05
**: Significativo p<0,01

La optimizacion del proceso
Para maximizar el contenido de células viables del probi6tico por unidad masica del producto final, se
realiz6 una optimizacién de las condiciones de fermentacién. En la Tabla 3 se muestran las condiciones
(tamafio de particula, cantidad de agua y de suero de queso) que estadisticamente maximizarian las variables
de respuesta recuento celular y acidez o minimizarian el pH. De acuerdo al modelo de prediccion, las
condiciones que maximizarian el crecimiento celular y consecuentemente el recuento final, se encuentran en
417 um de tamafio de particula, 4,7 ml de agua/ g de expeller seco y 0,32 g de suero/ g de expeller seco
(Tabla 3). Cabe destacar, que estas condiciones se corresponderian aproximadamente a las ensayadas en el
punto central del disefio planteado (Tabla 1). Como se observa en la Tabla 1, se obtuvo experimentalmente,
un recuento de 11,4+0,2 log UFC/ g, que como se observa corresponderia a la estimacion estadistica (Tabla

3).

47



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

Tabla 3. Condiciones de proceso predichas que maximizan las variables de respuesta, Recuento de L. casei y
pH o minimizan la acidez total utilizando optimizacion individual.

Estimado Tamario Cantidad Cantidad de

Variables Respuesta estadistico (um) de Agua Suero
(ml) (9)
Méaximo Recuento (log UFC/g) 11,4 416,7 4,7 0,32
Minimo Ph 4,1 630 6 0,31
Méaxima Acidez (megéac 0.42 1612 5 0.4

lactico/g)

Por otro lado, se llevo a cabo un andlisis de multiples respuestas a fin de optimizar las tres propiedades. Vale
decir, maximizar el recuento y el contenido de &cido lactico y minimizar el pH. Para ello se busco la
combinacion de niveles de factores que maximiza la funcion de “deseabilidad” en la region indicada. El
valor 6ptimo de deseabilidad resultd 0,9914, indicando que un proceso de fermentaciéon con tamafio de
particula de 629,99 ['m, un contenido de agua de 6,0 ml y 0,31 gramos de suero; resultaria estadisticamente
un recuento de 11,29 log UFC/g; 0,21 meq de &cido lactico/g y un pH de 4,05. Las condiciones
estadisticamente recomendadas se encuentran muy cercanas al sistema 12 ensayado en el disefio
experimental. Se puede observar en la Tabla 1 que también los valores predichos se aproximan a los
registrados experimentalmente para el sistema 12, donde se encontr6 un recuento de 11,8+0,2 log UFC/g;

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se pudo analizar el efecto de los diferentes factores sobre el recuento celular, el
pH y la acidez final. Ademas, se pudieron obtener ecuaciones de prediccion dentro del rango estudiado que
sirvan de base para futuros desarrollos. El suero de queso fue el Unico factor que mostré un efecto
significativo (p< 0,05) y positivo sobre el recuento de células viables, lo que significa que su presencia es
necesaria para el crecimiento de los probioticos. Por otro lado, los tres factores afectaron (p< 0,05) la acidez
y consecuentemente el pH final. A través de un andlisis de multiples respuestas se pudo determinar
estadisticamente que las condiciones Optimas para maximizar el recuento de LC y la acidez titulable,
minimizando el pH resultaron: 629,99 um, 6,0 ml de agua/g de expeller y 0,31 gramos de suero/g de
expeller. Estas condiciones se corresponderian aproximadamente al sistema 12 ensayado en el disefio
experimental. Los resultados generados a partir de este estudio proporcionan datos de referencia para el
aprovechamiento de este residuo vegetal para la obtencion de ingredientes con mayor valor agregado.
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RESUMEN

La okara es un subproducto del proceso de obtencidn de leche de soja y tofu. Se aplicé la metodologia de
superficie de respuesta para estudiar la influencia de los factores tamafio de particula (157,50- 630,00 um),
cantidad de agua (2,0-5,0 ml de agua/g de okara seco), y cantidad de suero de queso en polvo (0,0-0,4 g
suero/g okara seco) sobre las variables de respuesta: viabilidad celular del L. casei, pH y acidez total. El
tamafio de las particulas no tuvo un efecto significativo en ninguna de las respuestas medidas, mientras que
el suero fue el factor que mostré mayores efectos (p<0,05). El suero tuvo un efecto positivo sobre la acidez y
el recuento, mientras que fue negativo para el pH. La cantidad de agua tuvo un efecto positivo sobre la
acidez y negativo sobre el recuento. Las condiciones 6ptimas para simultdneamente maximizar el recuento y
la produccidén de &cido; minimizando el pH, fueron identificadas como 628,35 um, 6,0 ml de agua/g okara
seco y 0,35 g de suero/g de okara seco. Estas condiciones son analogas a las ensayadas experimentalmente
en el sistema 7 del disefio. Este estudio permite la reutilizacion de okara en la obtencion de ingredientes
funcionales conteniendo probidticos.

Palabras claves: Okara, Lactobacillus casei, Ingrediente Funcional, Subproductos Vegetales

ABSTRACT

Okara is a by-product of the process of obtaining soy milk and tofu. The response surface methodology was
applied to study the influence of factors particle size (157.50-630.00 um), amount of water (2.0-5.0 ml of
water / g of dry okara), And amount of whey powder (0.0-0.4 g cheese whey / g dry okara) on the response
variables: cell viability of L. casei, pH and total acidity. Particle size did not have a significant effect on any
of the measured responses, whereas cheese whey was the factor that showed greatest effects (p <0.05). The
cheese whey had a positive effect on cell counting and acidity, whereas it was negative for pH. The amount
of water had a positive effect on the acidity and negative on the cell count. Optimum conditions to
simultaneously maximize cell count and acid production; minimizing pH, were identified as 628.35 um, 6.0
ml water / g dry okara and 0.35 g cheese whey / g dry okara. These conditions are analogous to those tested
experimentally in system 7 of the design. This study allows the re-use of okara in obtaining functional
ingredients containing probiotics.

Keywords: Okara, Lactobacillus casei, Functional Ingredient, Vegetable By-products

INTRODUCCION

La produccion de soja en Argentina alcanzd 40 millones de toneladas en la cosecha 2011/ 2012 y para la
campafa 2014/ 2015 oscilé en los 60,1 millones de toneladas, cifra record a nivel historico para nuestro pais
(Strada y Vila 2015, 2016). La molienda de soja podria crecer a una tasa ligeramente superior a la de la
produccién, lo que indica que cada vez mas soja se destinara a la molienda (IERAL 2011). La harina de soja
es el subproducto de la industria aceitera, mientras que la okara representa el residuo que se obtiene de la
molienda himeda del poroto de soja durante la preparacion de bebidas o jugos a base de leche de soja. La
industria de la molienda de soja es una actividad de margenes muy reducidos, donde la materia prima
principal, el poroto, es por lejos el principal costo de la industria.

Los subproductos con poca insercién en el mercado son los provenientes de leguminosas, como es el caso de
la semilla de soja, (Kushi et al.1999, Messina 1999, Anderson y Major 2002, Guillon y Champ 2002). En
particular, la okara, se destina a alimentacion animal o es desechada. Contiene mayoritariamente fibra
compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina, lo cual hace que este subproducto se pueda utilizar para la
elaboracioén o el enriquecimiento de distintos productos alimenticios (O Toole 1999; Redondo-Cuenca et al.
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2007). Reutilizar los subproductos o residuos, transformandolos en insumos de mayor valor agregado,
representaria un aporte tanto para el sector agroindustrial como para el medioambiente.

El objetivo del presente trabajo fue la obtencion de ingredientes funcionales deshidratados a partir de okara,
enriquecidos en fibra dietaria y conteniendo microorganismos probidticos (L. casei). Para ello se planted
estudiar el efecto de los factores: cantidad de suero, cantidad de agua y tamafio de particula de la okara sobre
el crecimiento del Lactobacillus casei, el pH y la acidez total como indicadores de desarrollo de los
probidticos a través de una metodologia de superficie de respuesta.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Los porotos de soja (Glycinemax) fueron adquiridos en un supermercado mayorista local. Se utiliz6 suero de
gueso (Mastellone, Buenos Aires, BA, Argentina), agar y caldo MRS (Biokar Diagnostics, Beauvais. Ol,
Francia). Los productos quimicos empleados fueron de grado analitico (Research AG. S.A. Argentina).
Disefio experimental y andlisis estadistico

En el presente trabajo se utilizé un disefio de Box-Behnken en el cual se estudiaron los efectos de 3 factores
en 15 corridas experimentales; en tres niveles para cada factor (Tabla 1). El disefio experimental se llevo a
cabo en un solo bloque y los puntos centrales se realizaron por triplicado. El andlisis estadistico de los
resultados se llevo a cabo mediante el uso del método de superficie de respuesta (RSM) en el nivel de
confianza del 95%. Los datos experimentales se ajustaron a un modelo polinomial de segundo orden:

y:a0+alxl+a2 X2+a3x3+a11X12+a22X22+a33X§+a12X1X2+a13X1X3+a23X2X3+8

Donde “y” es la funcién de respuesta, ao, a1, a2 as, a1, az, ass, a2, a3, azz SON los coeficientes de los
términos lineales, cuadraticos y de interaccién del polinomio, X es el tamafio de particula, X2 es la cantidad
de agua y Xs es la cantidad de suero, y € como término de error aleatorio. El parametro estadistico R-
cuadrado (R%adj> 79%) vy la falta de ajuste no significativa (p> 0,05) se utilizaron para informar la bondad
del modelo. El disefio experimental y los graficos de superficie de respuesta se llevaron a cabo utilizando el
programa Statgraphics Centurion XV (V 02/15/06, 2007, StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, VA,
EE.UU.). Se repiti6 el disefio completo con un segundo lote de porotos de soja, observandose las mismas
tendencias. Se informan los resultados del disefio que arrojé los mejores ajustes.

Preparacion de la Okara

Se pesaron 500 g de semillas de soja y se mezclaron con 500 ml de agua potable, se dejaron en remojo en
una camara a 25°C al menos 18 horas. Posteriormente, las semillas se lavaron con agua potable y se
colocaron en un triturador (D-56 Moulinex, Buenos Aires, BA, Argentina). La mezcla obtenida se coloc6 en
un recipiente de acero inoxidable, se adicionaron 2500 ml de agua, y se calentd con agitacion constante hasta
ebullicion a fin de inhibir la tripsina. Se dejé enfriar y se midié el pH de la leche resultante (pH 6,41). El
producto obtenido se filtro a través de un lienzo o gasa fina para separar el liquido (leche de soja) de la okara
(O’Toole 1999). Finalmente, el secado de la okara hiimeda se realiz6 en estufa de conveccion de aire a 60°C
por un tiempo de 6 h hasta una humedad de 7%. El producto seco se molié (D-56 Moulinex, Buenos Aires,
BA, Argentina) y se tamizd en un tren de tamices (Zonytest, Rey Ronzoni S.R.L., Bs As. Argentina). Se
obtuvieron las siguientes fracciones en cuanto al tamafio de particula promedio: 630,00; 393,75 y 157,50 pum.
Finalmente, las fracciones, fueron envasadas al vacio y almacenadas a -18°C. Las muestras se descongelaron
a temperatura ambiente antes de su uso.

Preparacion del in6culo

El in6culo se prepar6 mediante la transferencia de 1 ml del cultivo madre crio-conservado conteniendo L.
casei ATCC 393, en un matraz de 250 ml que contenia 30 ml de caldo MRS estéril. El cultivo de células se
incub6 a 37°C durante 20 h en una camara (Inquilab 1-290, Argentina) con agitacion constante de 120 rpm
(Vicking, Argentina). El indculo se considerd adecuado para los ensayos, cuando presenté un recuento en
placa de al menos 9,00 log UFC/ml de L. casei.

Preparacion de los Sistemas

La okara fue distribuida en porciones de 1,0004 + 0,0004 g en tubos tipo Falcon. Se prepararon 15 sistemas,
adicionando al gramo de okara, la cantidad de agua y suero de queso deshidratado, de acuerdo al disefio

experimental propuesto (Tabla 1). Luego de esterilizados y enfriados, los sistemas fueron inoculados con "
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una suspension de L. casei de 7x10* UFC/ml de caldo MRS (Biokar, Francia). Se incubaron a 37°C durante
24 h en una camara (Ingilab 1-290, Argentina) con agitacion constante de 120 rpm (Vicking, Argentina).
Posteriormente, el material fue centrifugado (Eppendorf, Alemania), lavado con agua destilada estéril y
deshidratado al vacio (Martin ChristAlpha 1-4 LSD, Alemania) durante 36 h. Se almacend en un desecador a
temperatura ambiente, hasta la determinacion del recuento.

Viabilidad celular de Lactobacillus casei

El recuento de células viables de Lactobacillus casei (LC) en el producto final deshidratado, se realizd
mediante diluciones seriadas a partir de 1 g de producto seco en 9 ml de agua peptona estéril 0,1% (p/v)
(BiokarDiagnostics, Beauvais, Ol, Francia) por duplicado. Alicuotas de 100 pl de diluciones seleccionadas
fueron sembradas en placas con agar MRS (Biokar Diagndéstico, Beauvais, Ol, Francia) e incubadas a 37°C
durante 72 h en condiciones aerdbicas. Los resultados fueron expresados como log (UFC/gde muestra seca),
informando el valor promedio * desvio estandar (DE) de las determinaciones.

Determinacion del pH

La medicion de pH se tomo sobre el sobrenadante obtenido luego de centrifugar y lavar dos veces con agua
destilada estéril, utilizando un electrodo de superficie combinado de vidrio Ag°®/ AgCl conectado a un
pHmetro (Cole-Parmer,USA). Las mediciones fueron realizadas por duplicado para cada muestra. Antes de
cada analisis, el pHmetro fue calibrado con soluciones buffer patrones de pH 7,0 y pH 4,0.

Determinacion de acidez total

La acidez total fue determinada mediante titulacion de alicuotas de 5 ml de sobrenadante con una solucion de
NaOH (0,01N) utilizando fenolftaleina como indicador. Las mediciones fueron realizadas por duplicado para
cada sistema. El resultado fue expresado en miliequivalentes de acido lactico / g del sistema, de acuerdo a la
siguiente expresion:

V
Acidez Total :{VNaOH NNaOH}x sobrenadate . 1000 (1)

alicuota muestra

Doénde: Nnaon(ml) = volumen NaOH gastado; Nnaon = Normalidad del NaOH (0,01N) Y Vaiicuota (ML) =
volumen de muestra titulado (5 ml).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se detalla el disefio de Box-Behnken empleado, con los niveles ensayados para cada variable
independiente (tamafio de particula, cantidad de agua y cantidad de suero de queso) y los valores obtenidos
para cada una de las variables de respuesta (recuento de L. Casei, pH y acidez titulable). En la Figura 1, se
observan los resultados del analisis de los efectos de los factores estudiados sobre cada respuesta a través de
los diagramas de Pareto estandarizados. El tamafio de particula no present6 efectos significativos sobre
ninguna de las variables de respuesta medidas, mientras que la cantidad de suero afectd significativamente
(p<0,05) a todas las variables estudiadas (Figura 1). El suero tuvo un efecto positivo sobre la acidez y el
recuento pero negativo para el pH. Ello representa que mayores cantidades de suero, conducirian a mayores
recuentos y mayores niveles de acidez y consecuentemente, menores pHs. La okara se caracteriza por un alto
contenido de fibra dietaria insoluble y proteina pero muy bajo contenido de hidratos de carbono y de fibra
dietaria soluble (O’Toole 1999, Surel y Couplet 2005, Redondo-Cuenca et al. 2008). Posiblemente la
presencia del suero complemente una fuente de carbono mas accesible al probidtico necesaria para su
crecimiento y para la produccion de &cido lactico (Bernardez et al. 2008). El efecto cuadratico del suero fue
significativo (p<0,05) y negativo respecto a la acidez, y positivo para el pH, observandose un maximo en la
acidez y un minimo para el pH en el rango de trabajo estudiado. La cantidad de agua afectd (p<0,05) al
recuento final y a la acidez pero no al pH. Posiblemente, la capacidad buffer del suero explique que algunos
efectos, como los del agua, no puedan ser registrados sobre el pH (Horackova et al. 2014). La cantidad de
agua tuvo un efecto positivo sobre la acidez y negativo sobre el recuento. A su vez, el efecto cuadratico fue
significativo (p<0,05) y negativo respecto de la acidez (Figura 1B).
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Tabla 1. Valores experimentales y codificados de las variables independientes y respuestas obtenidas del
disefio de Box-Behnken.

Variables Independientes

Sistemas

O© 00 N O O b W N -

e e =
w N P O

=
g

Variables de Respuesta

Tamarfio

(%)

X1
393,75(0)
393,75(0)
393,75(0)
393,75(0)
630,00(1)
393,75(0)
630,00(1)
157,50(-1)
630,00(1)
393,75(0)
157,50(-1)
630,00(1)
393,75(0)
157,50(-1)
157,50(-1)

Agua
(ml)
Codificados
X
4,5(0)
4,5(0)
4,5(0)
6,0(1)
3,0(-1)
3,0(-1)
4,5(0)
4,5(0)
4,5(0)
3,0(-1)
3,0(-1)
6,0(1)
6,0(1)
4,5(0)
6,0(1)

Suero

(9)

X3
0,2(0)
0,2(0)
0,2(0)
0,4(2)
0,2(0)
0,4(2)
0,4(2)
0,4(2)
0,0(-1)
0,0(-1)
0,2(0)
0,2(0)
0,0(-1)
0,0(-1)
0,2(0)

Recuento L.
casei

log (UFC/g)

9,677+0,009
9,58+0,08
10,1+0,1
10,1+0,1
10,2+0,3
10,844+0,008
10,743+0,008
10,2+0,3
9,2+0,3
9,7+0,6
10,741+0,008
10,2+0,4
8,6+0,8
9,2+0,3
10,0+0,2

pH

4,36
4,48
4,26
4,31
4,42
4,59
4,26
4,24
6,16
6,57
4,28
4,25
6,64
6,35
4,22

Acidez

meq ac.
lactico /g
0,17 £0,01
0,161 £ 0,004
0,20 £ 0,03
0,22 +0,04
0,151 £ 0,004
0,14 £0,02
0,26 £ 0,03
0,31+£0,02
0,035 £ 0,005
0,016 £ 0,002
0,16 £ 0,02
0,20+ 0,01
0,020 £ 0,001
0,034 £ 0,008
0,17+ 0,04

Xitamarfio de la particula de okara, X; cantidad de agua, X3 cantidad de suero
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Recuento
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Figura 1. Efectos de los factores tamafio de particula de okara, cantidad de agua y cantidad de suero,
utilizando Diagramas de Pareto Estandarizados para las respuestas (A) Recuento de L. Casei, (B) Acidez y
(C) pH.
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Los microorganismos necesitan la presencia de agua, en una forma disponible, para crecer y llevar a cabo sus
funciones metabolicas (Brennan 2006). De acuerdo a los resultados del presente trabajo, luego de la
fermentacion llevada a cabo durante el disefio experimental, el LC mostré un crecimiento de al menos 4-6
ciclos log, habiendo partido de un inéculo inicial de 7x10* UFC/g (Figura 1A). Se observé que, para obtener
un aumento en el recuento de bacterias, la cantidad de suero debe ser mayor (0,3-0,4 g) mientras que la
cantidad de agua puede ser minima (Figura 2). Esto representaria una reduccién de consumo de agua potable
y consecuentemente una ventaja adicional desde la sustentabilidad del proceso propuesto.

Superficie de Respuesta Estimada
Tamafio=393,75

Recuento
8,6-9,0
9,0-9,4
9,4-9,8
9,8-10,2
10,2-10,6
10,6-11,0
s 11,0-11,4
. 114-11,8

11,8-12,2
B 122-12,6

Recuento

4 45 5

3 0,
5,5 6 0 Suero

Cantidad de Agua

Figura 2. Superficie de respuesta del recuento de L. casei viables en funcion de la cantidad de agua y la
cantidad de suero a tamafio de particula constante igual al valor central (393,75 um).

Los coeficientes de las correlaciones momento producto de Pearson, entre pares de variables va de -1 a +1, y
miden la fuerza de la relacion lineal entre las variables. En este trabajo, las correlaciones fueron
significativas (p<0,05) para todos los pares ensayos. Por un lado, para el par: acidez titulable-recuento LC, se
obtuvo un valor de 0,6760, mostrando de ese modo que la produccion de &cido lactico se encuentra
parcialmente asociada al crecimiento. Resultados similares se obtuvieron con el crecimiento de L. casei en
otros medios (Aguirre-Ezkauriatza et al. 2010). La acidez desarrollada es consecuencia de la accién de las
bacterias lacticas que producen un aumento de la concentracion de acido lactico durante la fermentacion. En
este caso se vieron aumentos considerables de la acidez cuando se aumentd la cantidad de suero (Figura 1B
y 3A). En el caso de la cantidad de agua, si bien tuvo un efecto significativo (p<0,05) sobre la acidez (Figura
1B), el coeficiente de la ecuacién de regresion resulté ocho veces menor que el observado para el suero
(Tabla 2). Por esta razédn, en la Figura 3A el efecto del agua es mucho menos marcado en comparacion con
el efecto del suero. Por otro lado, se encontrd una correlacion lineal (-0,9182) e inversa entre la acidez
titulable y el pH. De manera que, la reduccidn del pH en la mayoria de las muestras se debe al acido lactico
producido por las bacterias durante la fermentacion. En general, el pH inicial de la okara (6,41) se redujo
para todos los sistemas ensayados a excepcion de los sistemas 10, 13 y 14 (Tabla 1). La cantidad de suero es
el unico factor que afectd significativamente al pH (Figura 1C y Tabla 2). El tamafio de particula de la
okara al igual que la cantidad de agua no afect6 en ningin momento al pH. Adicionalmente, se observo un
efecto cuadrético significativo (p<0,05) y positivo para el suero, que coincidid con el signo del coeficiente de
la ecuacion polindmica (Tabla 2), lo que explicaria la curvatura que se observa en la superficie de respuesta
(Figura 3B). Se ha reportado que el pH es el factor que més influye en la viabilidad celular en productos
como el yogurt (Champagne et al. 2011). Sin embargo, de acuerdo a los resultados de nuestro trabajo, un
descenso del pH hasta valores de 4,0 no tuvo una influencia negativa sobre la supervivencia del probi6tico
(Tabla 1). Estos resultados concuerdan con los reportados recientemente por Genevois et al. (2016) quienes
desarrollaron un ingrediente funcional a base de subproducto de calabaza y contendiendo L. casei. De
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acuerdo a estos autores la resistencia de L. casei al bajo pH podria deberse al efecto protector provisto por la

matriz vegetal. En nuestro caso la okara estaria cumpliendo un rol similar.

A Superficie de Respuesta Estimada
Tamafio=393,75

Acidez

Cantidad de Agua

pH

4,5

Acidez
0,0-0,04
0,04-0,08
0,08-0,12
0,12-0,16
0,16-0,2
0,2-0,24
BN 0,24-0,28
s 0,28-0,32

0,32-0,36
. 0,36-0,4

Superficie de Respuesta Estimada
Tamaiio=393,75

3,5

ph

02 ¥ 58 E?antidad de Agua

4,0-4,3
4,3-4,6
4,6-4,9
4,9-5,2
5,2-5,5
5,5-5,8
5,8-6,1
6,1-6,4
6,4-6,7
6,7-7,0

Figura 3Ay 3B. Superficie de respuesta que muestra el efecto de la cantidad de agua y la cantidad de suero

sobre (3A) la Acidez y (3B) sobre el pH.
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Tabla 2. Coeficientes de regresion de la ecuacion de prediccion para las variables respuesta Recuento
deL.casei, pH. Valores p < 0,05 indican el efecto significativo del coeficiente en la ecuacion.

Valores de Respuesta
. Recuento Ph Acidez
Coeficiente
. Coeficiente Coeficiente
Coeficiente de -valor de -valor de -valor
estimacion P . ., P . ., P
estimacion estimacioén
ao 13,315 6,92 -0,184
a -0,0049 0,6234 0,0016 0,4887 -0,0002 0,2486
a -1,0743 0,0223* -0,3224 0,1289 0,1056 0,0325*
as 2,4489 0** -15,0021 0** 0,8127 0**
an 0,0003 0,3844 1,7637E-05 0,923 -1,5319E-05 0,5625
a3 0,0043 0,1305 0,0001 0,9383 -0,0002 0,2485
s 0,4073 0,3541 -0,1583 0,466 0,0479 0,1367
an 3,0669E-06 0,217 -1,9746E-06  0,1147 2,97E-07 0,1016
a 0,0793 0,199 0,0332 0,2749 -0,0110 0,0191*
ass -6,8472 0,0559 25,8385 0** -1,1020 0,0003**
Rag’ 79,8054 97,8795 92,0827
falta de ajuste 0,8609 0,873 0,123

1: tamafo de la particula de okara, 2: cantidad de agua, 3: cantidad de suero
*: Significativo p<0,05
**: Significativo p<0,01

Optimizacion del proceso

Con el objeto de buscar las condiciones de proceso que maximicen la produccion de células viables de LC y
en segunda instancia mejoren la produccion de &cido lactico, se realiz6 la optimizacion de cada respuesta. En
la Tabla 3, se observan los valores de tamafio de particula, cantidad de agua y cantidad de suero que
maximizan el recuento de L. Casei y la acidez titulable y, por otro lado, minimizan el valor de pH y los
valores estadisticamente estimados para estas variables de respuesta, a partir de las ecuaciones de prediccion.
Puede observarse que tamafios de 157,50 ['m, contenidos de agua entre 3,0 y 5,5 ml/g de okara y cantidades
de suero entre 0,31 y 0,40 g/gramos de okara conducirian a valores éptimos del recuento, acidez y pH (Tabla
3). Los sistemas 6, 7 y 11 ensayados en el disefio experimental son los que presentaron mayor recuento
celular, independientemente del tamafio de particula empleado (Tabla 1). Ello se debe a que este Gltimo
factor no presentd un efecto significativo sobre esta respuesta. En cuanto a la cantidad de agua y de suero de
estos sistemas, estan en concordancia con lo estimado estadisticamente. Por otro lado, experimentalmente el
contenido de acidez titulable mayor, se obtuvo en el sistema 8 del disefio (Tabla 1), el cual fue llevado a
cabo bajo parametros similares a los predichos estadisticamente (Tabla 3).

A fin de maximizar el recuento y el contenido de &cido lactico minimizando el pH simultdneamente, se llevo
a cabo un andlisis de respuestas maltiples. Para ello se buscd la combinacion de niveles de factores que
maximiza la funcion de “deseabilidad” en la region indicada. El valor 6ptimo de deseabilidad resultd 0,9734,
indicando que un proceso de fermentacion con tamafio de particula de 628,35 ['m, un contenido de agua de
6,0 ml y 0,35 gramos de suero; resultaria estadisticamente un recuento de 10,86 log UFC/g; 0,22 meq de
acido lactico/g y un pH de 4,07. Entre los puntos de disefio ensayados experimentalmente, la “deseabilidad’
maxima se alcanza para el sistema 7, tomando un valor de 0,9266. Las condiciones estadisticamente
recomendadas se encuentran muy cercanas al sistema 7 ensayado en el disefio experimental.
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Tabla 3. Condiciones de proceso predichas que maximizan o minimizan las variables de respuesta recuento
deL.casei, pH y acidez total utilizando optimizacion individual.

Tamafio  Cantidad de Agua Cantidad de Suero

Variables Respuesta Valor
(um) (ml) (9)
Méximo Recuento (UFC / g) 10,94 158,02 3,00 0,31
Minimo pH 3,94 157,50 5,54 0,31
Maéxima Acidez (meq ac. lactico/g) 0,27 157,50 5,56 0,40

CONCLUSIONES

El tamafio de particula de la okara no tuvo efecto significativo sobre ninguna de las variables de respuesta
(recuento de LC, pH y acidez). Por otro lado, el suero resulto el factor con mayores efectos en todas las
variables estudiadas. Las condiciones Optimas para maximizar el recuento de probidticos, se identificaron
como 158 um, 3 ml de agua y 0,31 g de suero. Mientras que un proceso de fermentacién con tamafio de
particula de 628,35 "Jm, un contenido de agua de 6,0 ml y 0,35 g de suero; permitiria simultaneamente
maximizar el recuento y la produccion de &cido lactico; minimizando el pH. Estas condiciones son analogas
a las ensayadas experimentalmente en el sistema 7 del disefo.

Estos resultados permiten inferir que es factible la reutilizacién de la okara como sustrato/ soporte en la
preparacion de alimentos conteniendo probi6ticos como el Lactobacillus casei. Adicionalmente, el proceso
propuesto como 6ptimo fue el de menor requerimiento de agua potable. Los resultados generados a partir de
este estudio proporcionan datos de referencia para el uso de este subproducto vegetal aplicando una
tecnologia alternativa.

BIBLIOGRAFIA

Aguirre-Ezkauriatza E, Aguilar-Yéfez J, Ramirez-Medrano, Alvarez M. 2010. Production of probiotic
biomass (Lactobacillus casei) in goat milk whey: Comparison of batch, continuous and fed-batch cultures.
Bioresource Technology, 101(8): 2837-2844.

Anderson JM, Major AW. 2002. Pulses and lipaemia, short-and long term effect: potential in the prevention
of cardiovascular disease. Br J, Nutr, 88:263-271.

Bernardez P F, Amado | R, Castro LP, Guerra NP. 2008. Production of a potentially probiotic culture of
Lactobacillus casei subsp. casei CECT 4043 in whey. International Dairy Journal, 18(10-11): 1057-1065.
Brennan JG. 2006. Manual del Procesado de los Alimentos. Editorial Acribia S.A. pag. 358.

Champagne CP, Ross RP, Saarela M, Hansen KF, Charalampopoulos D. 2011. Recommendations for the
viability assessment of probiotics as concentrated cultures and in food matrices. International Journal of
Food Microbiology, 149(3): 185-193.

Genevois C, Flores S, de Escalada Pla M. 2016. Byproduct from pumpkin (Cucurbita moschata Duchesne ex
poiret) as a substrate and vegetable matrix to contain Lactobacillus casei. Journal of Functional Foods, 23:
210-2109.

Guillon F, Champ MM. 2002.Carbohydrate fractions of legumes: uses in human nutrition and potential for
health. Br J Nutr, 88(3): 293-3306.

Horackova S, Sedlackova P. Slukova M, Plockova M. 2014. Influence of Whey, Whey Component and Malt
on the Growth and Acids Production of Lactobacilli in Milk. Czech Journal of Food Science, 32(6), 526-531
IERAL de Fundacion Mediterranea. 2011. Disponible en:
http://www.ieral.org/images_db/noticias_archivos/1890.pdf.

Kushi LH, Meyer KM, Jacobs DR. 1999.Cereals, legumes, and chronic disease risk reduction: evidence from
epidemiologic studies. Am J ClinNutr, 70: 451-458.

Messina MJ. 1999. Legumes and soybeans: overview of their nutritional profiles and health effects. Am J
ClinNutr, 70:439-450.

oA

e’

58



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

O'Toole DK. 1999. Characteristics and use of okara, the soybean residue from soy milk production a review.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 47(2): 363-371.

Redondo-Cuenca A., Villanueva-Suarez MJ, Mateos-Aparicio 1. 2008. Soybean seeds and its by-product
okara as sources of dietary fibre. Measurement by AOAC and Englyst methods. Food Chemestry, 108: 1009-
1105.

Strada J,Vila IA. 2015. La produccién de soja en Argentina: causas e impactos de su expansion. Disponible
en http://www.centrocultural.coop/revista/articulo/550/

Surel O, Couplet B. 2005. Influence of the dehydration process on active compounds of okara during its
fractionation. Journal of the Science of Food and Agriculture, 85: 1343-1349.

AGRADECIMIENTOS
Los autores agradecen la ayuda financiera de la Universidad de Buenos Aires GEF 2014-2017
20020130200237.

59


http://www.centrocultural.coop/revista/autor/332/strada_julia.html
http://www.centrocultural.coop/revista/autor/332/strada_julia.html
http://www.centrocultural.coop/revista/articulo/550/

VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

Caracterizacion sensorial y tecnoldgica de lomos de cerdo salados elaborados con cantidades reducidas
de sodio
Chesta, A. A.%, Gonzalez Estevez, V.1, Boiero, M. L.2, Montenegro, M. A. 2

tUniversidad Tecnoldgica Nacional, Facultad Regional Villa Maria, Av. Universidad 450, Villa Maria,
Cordoba, Argentina.

2CIT VM-CONICET, Universidad Nacional de Villa Maria, Av. Arturo Jauretche 1555, Villa Maria,
Cordoba, Argentina.

Direccion de e-mail: chaldana@gmail.com

RESUMEN

El consumo excesivo de sal causa hipertension, responsable, en gran medida, de las muertes por cardiopatias
y accidentes cerebrovasculares. Los productos carnicos constituyen una de las cuatro categorias que se
considera que contribuyen en mayor medida a la ingesta de sal en Argentina. Pero, desde el punto de vista
tecnolégico, la sal resulta fundamental en el desarrollo de la textura, el sabor y el color de productos carnicos
y contribuye a su conservacion. El objetivo de este estudio fue determinar la concentracion minima de
cloruro de sodio que permite obtener lomos de cerdo salados con caracteristicas sensoriales apropiadas para
los consumidores. Para ello, se elaboraron productos con cuatro concentraciones distintas de sal, se los
someti6 a un analisis sensorial (panel no entrenado) y se midieron ciertas propiedades tecnoldgicas: textura,
color, pH y contenido de humedad, parametros en los que la sal cumple un rol fundamental. Por Gltimo, se
realizé el recuento de los grupos microbianos mas relevantes. Los resultados indican que incluso en el caso
del tratamiento mas pretencioso, es posible elaborar lomos de cerdo salados méas saludables y con
caracteristicas sensoriales aceptables, lo que resultaria beneficioso tanto para consumidores como para la
industria carnica.

Palabras clave: lomos de cerdo salados, sodio, hipertension, caracteristicas sensoriales.

ABSTRACT

Excessive intake of salt causes hypertension, responsible of several heart disease and stroke deaths. Meat
products constitute one of the four categories considered to contribute the most to salt intake in Argentina.
On the other hand, salt is essential in color, flavour and texture development in meat products and it
contributes to their preservation. The aim of this study was to determine the minimum concentration of
sodium chloride that allows to obtain salted pork loins with acceptable sensory characteristics. In order to
achieve this, products with four different concentrations of salt were prepared. They were subjected to a
sensory analysis (untrained panel) and certain technological properties were measured: texture, color, pH and
moisture content; salt meets a fundamental role in these variables. Additionally, the microbial count of the
most relevant microbial groups was performed. The results indicate that even in the case of the most
pretentious treatment, it is possible to elaborate healthier salted pork loins with acceptable sensory
characteristics, which would be beneficial to both consumers and the meat industry.

Keywords: salted pork loins, sodium, hypertension, sensory characteristics.

INTRODUCCION

Las nuevas tendencias en la industria de alimentos, respondiendo a exigencias de mercado, se orientan hacia
la elaboracion de productos minimamente procesados, saludables, elaborados sin preservantes quimicos y en
lo posible, que produzcan al consumidor algun beneficio adicional al estrictamente nutritivo. Pero al mismo
tiempo, se demandan productos de alta calidad organoléptica, buenas caracteristicas sensoriales y vida media
larga. Esto supone un desafio para la industria que debe ser capaz de lograr un equilibrio entre estas
exigencias, que implican decisiones completamente opuestas, para dar respuesta a esta demanda del
mercado, al mismo tiempo que debe ser capaz de preservar las caracteristicas sensoriales y tecnoldgicas
propias de sus productos.
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En los dltimos tiempos, las enfermedades no transmisibles como las enfermedades cardiovasculares, el
cancer, la diabetes o las enfermedades pulmonares crénicas han superado a las enfermedades infecciosas
como principales causas de mortalidad en el mundo (OMS 2013). Las enfermedades cardiovasculares, en
particular, son responsables de practicamente un tercio de las muertes mundiales totales anuales y, uno de los
factores de riesgo clave en su aparicién es la hipertension, responsable de al menos el 45% de las muertes
por cardiopatias y el 51% de las muertes por accidente cerebrovascular (OMS 2011). La relacion entre el
consumo de sal (cloruro de sodio) y las funciones renal y cardiaca ha sido documentada (He y MacGregor
2003, Lev-Ran y Porta 2005), existiendo estudios que confirman que la presion arterial se ve afectada de
manera directamente proporcional al consumo de sal (He y MacGregor 2007, Mohan y Campbell 2009). El
grado de consumo de sal, al igual que sus patrones de consumo, varia significativamente de un pais a otro.
Sin embargo, la poblacion de la region de América Latina consume mucha mas sal de la que deberia. El
consumo de sal por persona recomendado por la comunidad cientifica internacional es menor a 5 g por dia,
equivalente a 2000 mg de sodio (OMS y FSA 2010). En Argentina, segln datos del Ministerio de Salud de la
Nacion, el consumo de sal por persona ronda los 12 g diarios, equivalente a 4800 mg de sodio (CSRSI 2010)
y, entre el 65% y el 70% de ese consumo proviene de alimentos procesados o industrializados y alimentos
preparados en restaurantes, rotiserias y puestos de comida. Como consecuencia de esto, organismos
nacionales e internacionales recomiendan reducir el consumo de sal para prevenir o reducir la incidencia de
la hipertension.

En Argentina se aprobé a finales de 2013 la Ley N° 26.905 de Reduccién del Consumo de Sodio, que plantea
la reduccidn progresiva de la sal contenida en los alimentos procesados hasta alcanzar los valores maximos
fijados por la cartera sanitaria nacional, en grupos alimentarios definidos.

Pero desde el punto de vista tecnoldgico, la sal resulta fundamental en la elaboracién de la mayoria de
alimentos, en particular en el caso de los productos carnicos, en los que desempefia un papel fundamental en
el desarrollo de la textura, el sabor, el color y contribuye a la conservacion (reduciendo el desarrollo de
microorganismos). De hecho, el contenido de sodio en los “productos carnicos y sus derivados” es tan
elevado por la importancia que tiene en sus caracteristicas finales, que constituyen uno de los tres grupos
alimenticios contemplados por la Ley 26.905 para la reduccidon de su contenido de sodio. Por todo lo
anterior, es que la reduccion del contenido de cloruro de sodio en este tipo de alimentos resulta
especialmente dificultosa y, hacerlo sin descuidar las caracteristicas sensoriales del producto final, constituye
un desafio.

Una estrategia empleada en numerosas investigaciones para reducir los niveles de sodio en alimentos es la
sustitucion parcial del cloruro de sodio por otras sales de cloro, de manera individual o combinadas
(Armenteros Cuesta et al. 2009, Campagnol et al. 2011) que contribuyen a las mismas funciones
tecnologicas que el cloruro de sodio, al mismo tiempo que mantienen las caracteristicas sensoriales del
producto que resulta mas saludable, no sélo por la reduccion de la concentracion de sodio, sino también por
el aporte de minerales importantes y beneficiosos para el organismo (Gimeno et al. 2001a y 2001b). Por otro
lado, se conoce que existe una cierta relacion entre la ingesta de calcio, potasio y/ 0 magnesio y la reduccion
de la presion arterial a corto plazo (Hooper et al. 2002, He y MacGregor 2004).

El objetivo de este estudio fue determinar la concentracién minima de cloruro de sodio que permitiera
obtener productos carnicos con caracteristicas sensoriales apropiadas para los consumidores. Para ello, se
elaboraron los productos con distintas concentraciones de sal, sustituyendo parcialmente el cloruro de sodio
por cloruro de potasio en cuatro tratamientos. Posteriormente, se los sometié a un analisis sensorial por parte
de un panel no entrenado y se midieron ciertas propiedades tecnol6gicas: textura, color, pH y contenido de
humedad (relevante microbiol6gicamente y por el rendimiento) parametros en los que la sal cumple un rol
fundamental. Por ultimo, se realiz6 también el recuento de los grupos microbianos mas relevantes.

MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de lomos de cerdo salado

El lomo salado es un producto elaborado a partir del musculo ileo-espinal del cerdo (practicamente libre de
grasa externa, aponeurosis y tendones) salado, adobado y embutido en papel celofan, que se somete a un
proceso de maduracion apropiado.

Se utilizd el proceso de elaboracion tradicional de lomos de cerdo salados que consiste en las etapas de
acondicionamiento, salado, lavado, embutido, secado y maduracion.
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Los lomos de cerdo frescos se adquirieron en una empresa cérnica de Villa Maria (Argentina). Se
seleccionaron ocho en base a un criterio de homogeneidad de peso (3000 g + 400 g) y longitud (50,5 cm +
1,5 cm). Los lomos utilizados fueron fraccionados en tres unidades menores.

La mezcla utilizada en la etapa de salado contenia principalmente cloruro de sodio (NaCl) y cloruro de
potasio (KCI) en distintas proporciones de acuerdo a un disefio experimental elaborado a partir de
bibliografia de referencia (Alifio et al. 2009 y 2010) y que consiste en cuatro tratamientos que se detallan en
la Tabla 1. Otros ingredientes (nitrato de sodio, nuez moscada, azlcar y pimienta blanca molida) que
formaron parte de la mezcla empleada en los tratamientos de salado, fueron adquiridos, al igual que las sales
de cloro, en dos empresas abastecedoras de este tipo de insumos (Villa Maria, Argentina).

Tabla 1. Tratamientos de salado aplicados.

Tratamiento de salado NaCl KCI
I 100 %

Il 65 % 35 %

Il 50 % 50 %

v 40 % 60 %

Nota: El tratamiento | (100% NaCl) corresponde al salado tradicional de estos productos carnicos.

Anélisis de propiedades tecnoldgicas

Medicion de color

Las mediciones de color se realizaron con colorimetro CR-400/410 (Konica Minolta Sensing Inc., Japon) en
muestras de todos los tratamientos de los productos terminados, utilizando el iluminante D65 y el observador
estandar 2°. Debido a la caracteristica de la muestra (superficie himeda) se utiliz6 como accesorio al equipo
un tubo de proyeccidon de luz con vidrio. Por cada muestra se obtuvieron 3 submuestras (rodajas de 1 cm de
espesor). Se realizaron 3 mediciones por submuestra haciendo un total de 9 mediciones por tratamiento.

Los pardmetros de color analizados fueron: L* (luminosidad): (0 = negro y 100 = blanco); a* (tono):
(negativo = verde, positivo = rojo); b* (tono): (negativo = azul, positivo = amarillo).

Los datos obtenidos fueron procesados mediante el software Minitab 15.

Andlisis del perfil de textura

Las mediciones instrumentales de textura se realizaron a temperatura ambiente sobre tarugos de 3 cm
obtenidos a partir de rodajas de 1 cm de espesor del centro de cada pieza de producto terminado (para todos
los tratamientos).

Se realiz6 un Analisis de Perfil de Textura (TPA) con un 50% de compresion, una velocidad de test de 300
mm/min y una trigger force de 0,5 N; utilizando un texturometro TMS-Pro (Food Technology, Estados
Unidos). La celda de carga utilizada fue de 500 N y la sonda de medicion, un plato de aluminio de 100 mm
de didmetro.

Los parametros que constituyen el TPA son dureza, adhesividad, cohesividad, elasticidad y masticabilidad.
Medicion de pH

El pH se determin6 usando un pH-metro, método potenciométrico en mezcla de producto y agua destilada
(1:1) segun norma ISO 2917:1999. Las mediciones se realizaron en muestras de los productos elaborados
para cada uno de los tratamientos en 4 oportunidades: al inicio de la elaboracion, durante el proceso en dos
instancias: luego de los 10 dias de salado y a los 15 dias del secado, y en el producto final (es decir a los 30
dias de secado).

Medicién de humedad

La cantidad de agua presente en los productos finales se determind siguiendo el procedimiento gravimétrico
segun método oficial (ISO 1442:1997) mediante su desecacion en una estufa a 105°C a presion atmosférica,
hasta la obtencién de peso constante.

Durante el proceso de secado se controlaron los lotes de los 4 tratamientos por pérdida de peso, permitiendo
observar si la deshidratacion era afectada por la variacion del contenido de NaCl.

Anaélisis microbioldgicos

Se cuantificaron bacterias acidolacticas (importantes desde el punto de vista sensorial) por recuento en placa
(I1SO 7889:2003) y de coliformes a través de la técnica del namero més probable (ISO 4831:2006), como se
indica en el Capitulo VI del Cédigo Alimentario Argentino (Ley 18.284/69) en donde se establecen también
criterios microbioldgicos.
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Anélisis sensorial

La evaluacion sensorial de los productos terminados fue llevada a cabo a través de pruebas afectivas,
también conocidas como estudios de consumidores.

Seguidamente de la etapa de secado-maduracion, los lomos con los cuatro tratamientos fueron sometidos a
una evaluacion hedonica, una prueba de aceptacion global y una de preferencia, con la finalidad de evaluar la
influencia del reemplazo parcial de NaCl por KCI sobre caracteristicas sensoriales.

A los lomos salados curados se les elimind la red y el papel celofan y se los cortdé en rebanadas de
aproximadamente 5 mm de espesor. Las rebanadas se dejaron reposar en un plato plastico blanco por 30
minutos a una temperatura de 20-23°C antes de servirse. Las muestras fueron evaluadas por un panel no
entrenado de 50 miembros en tres sesiones diferentes. A cada uno se le proveyd un vaso de agua y una
galleta sin sal después de cada muestra. Cada panelista debié completar una hoja de evaluacion que le fue
suministrada.

Para la prueba de nivel de agrado se utilizaron escalas hedonicas estructuradas (Tabla 2) para cuantificar la
magnitud de la aceptabilidad de los productos.

Tabla 2. Formato del formulario utilizado en la prueba de nivel de agrado
1 Me disgusta mucho
Me disgusta bastante
Me disgusta levemente
Indiferente
Me gusta levemente
Me gusta bastante
Me gusta mucho

N[OOI~ WIN

Para la prueba de aceptacion, cada panelista escogié su tratamiento favorito y el que considerd debia ser
totalmente rechazado y los registré al final de la hoja de evaluacion.

Andlisis estadistico de resultados

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente empleando el software Statgraphics Centurion
XVI (v 16.1.18), mediante un andlisis de varianza ANOVA simple. En el caso en que el efecto de los
factores o de la interaccion fuera significativo, las medias fueron comparadas utilizando el método de la
diferencia minima significativa de Tukey (HSD) (p<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Color

Los valores de cada uno de los parametros estudiados para los lomos obtenidos a partir de cada tratamiento
se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros de color de producto final de las cuatro formulaciones de salado.
Tratamiento a* b* L*

[ 10,70 *+0,811,472+0,33| 42,472+ 1,98

1 10,37 2+ 0,861,202+ 0,66 | 44,40° + 2,24

1"l 11,02 *+1,29(1,412+0,74| 46,16 ° £+ 1,68

v 10,37 @+ 1,141,792+ 0,40 | 44,88+ 1,73
Valor p ns ns **

Nota: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; ns (no significativo) p>0,05.
Letras diferentes en la misma columna corresponden a valores con diferencias significativas

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en los pardmetros a* y b* al comparar
los valores obtenidos para los lomos salados elaborados con cada tratamiento. Sin embargo, existen
diferencias significativas para el parametro L*: la media para el Tratamiento | es menor que cualquiera de los
otros tres tratamientos con sustitucion parcial de NaCl por KCI.
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Estos resultados coinciden con los encontrados por Alifio et al. (2010) quienes no observaron diferencias
significativas para los pardmetros a* y b* para lomos salados con cuatro formulaciones diferentes, pero si
para el pardmetro L*.

Este comportamiento puede deberse a que al disminuir la concentracién de NaCl, hay menor modificacion de
las cargas electrostaticas de las proteinas miofibrilares, menor disponibilidad de agua en la superficie
aumentando asi la reflexién de la luz y en consecuencia el parametro L*.

Perfil de textura

El andlisis de textura se llevo a cabo en los productos terminados. Se observaron diferencias significativas
(p<0,05) en la cohesividad y elasticidad (Tabla 4).

Tabla 4. Parametros de textura de producto final de las cuatro formulaciones de salado.

Tratamiento Dureza Adhesividad | Cohesividad | Elasticidad Masticabilidad
(kgms?) (kg m* s?) (ka)

| 104,962+ 1561 |6,422+2,37 |0,60%8+0 4,122+0,17 |264,772+52,49

I 104,382+ 11,82 [6,072+0,95 |0,67°+ 0,05 |4,46°+ 0,11 |304,68 %+ 44,86

Il 101,202+ 13,67 |[4,322+1,37 |0,602+0 4,142+0,11 (245,372 + 26,59

v 108,062+ 13,51 |(4,062+1,89 |0,602+0 424°+0,19 (270,682 + 30,05

Valor p ns ns *x *x ns

Nota: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; ns (no significativo) p>0,05.
Letras diferentes en la misma columna corresponden a valores con diferencias significativas

Resultados similares encontré Corral Silvestre (2010) en cuanto a la cohesividad de productos elaborados
con diferentes tratamientos de salado. Gou et al. (1996) encontraron diferencias en la elasticidad de lomos
con sustitucion de NaCl por KCI del 50% y 60%, lo que coincide con los resultados de este estudio.

pH

Para productos como el lomo de cerdo salado, el pH de la pieza fresca para comenzar con el proceso de
transformacion deberia oscilar entre 5,4 y 5,8 (Andujar et al. 2003).

El pH de salazones carnicas tiende a aumentar ligeramente, tanto en superficie como en el interior, a lo largo
del proceso (Sanchez-Molinero 2003). En la superficie del producto el pH suele fluctuar por factores
aleatorios, por lo que las muestras fueron tomadas de lonjas internas de las diferentes piezas.

La evolucion del pH desde la materia prima, durante el proceso de elaboracion y hasta el producto
terminado, con las cuatro formulaciones se muestra en la Figura 1. Se observa un incremento de pH durante
el proceso de curado, en especial en el producto elaborado con el tratamiento 1l (pHiniciai: 5,61; pHfinai: 6,11).
Algo menos intenso es el incremento para el tratamiento | (pHiniciar: 5,65; pHsinat: 6,07); €s maés ligero aun en
el tratamiento 1l (pPHiniciai: 5,76; PHrinai: 6,24) y alin menos acentuado en el tratamiento 1V (pHiniciai 5,80;
pHﬁna|: 6,13).

pH

Trat.l

- . —Trat.l

Trat. il

Trat.lV

Figura 1. Evolucion del pH durante el proceso de transformacién de lomo fresco a lomo salado y curado con
cuatro formulaciones de salado diferentes.
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Como puede observarse en la Figura 1, el pH de la materia prima es adecuado. El valor promedio de pH de
todos los lomos fue de 5,71 + 0,09. El andlisis estadistico de los valores de pH del producto final para cada
tratamiento de salado aplicado, reflejo que no existen diferencias significativas entre ellos con un nivel de
confianza del 95%.

Resultados similares obtuvieron Gelabert et al. (2003) y Campafiol et al. (2011), que utilizaron KCI como
sustituto sin encontrar influencia alguna sobre el pH en lomos curados y salame.

Contenido de humedad

En el caso de los productos elaborados, a lo largo del proceso de secado al que fueron sometidos se realizo el
seguimiento de las pérdidas de peso, lo que permitié controlar la deshidratacion de las piezas, hasta alcanzar
una merma del 39% +3% respecto al peso inicial del lomo fresco en el mismo periodo. La tendencia de esta
progresiva deshidratacion puede observarse en la Figura 2.

Masa (9)

—__\ Trat. |

- —Trat. |l

- —Trat.l

Trat.lV

Figura 2. Evolucion de la pérdida de peso durante su secado-estacionamiento de los lomos con cuatro
formulaciones de salado diferentes.

La velocidad a la que debe de producirse la deshidratacion debe ser tal que al cabo de dos semanas las
pérdidas de peso sean de alrededor de 20% y 40%, para este tipo de productos. En la Figura 2 se puede
observar que los valores de humedad descendieron progresivamente al aumentar el tiempo de procesado, lo
que concuerda con los resultados obtenidos por otros autores (Muriel 2003, Morcuende 2005). Se produjo un
descenso significativo (p<0,05) de la humedad en las cuatro formulaciones a lo largo del proceso de curado.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Alifio et al. (2009 y 2010) y por Hernandez Cazeres
(2010) en su tesis doctoral.

La disminucion de peso de las muestras en cada tratamiento es adecuada y la reduccion de NaCl no afecta la
velocidad de la deshidratacion proporcionada del producto.

Se estudid, ademas, la merma en los cuatro tratamientos a los 20 dias de maduracién con la finalidad de
verificar la velocidad de deshidratacion, habiéndose encontrado que no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de las 4 muestras con un nivel de confianza del 95%. Valores similares se
presentan en el trabajo de Alifio et al. (2010).

Anélisis microbioldgicos

Los resultados de los recuentos microbioldgicos (coliformes y BAL) se muestran en la Tabla 5. No se
encontraron diferencias significativas (p<0,05) en los recuentos de los microorganismos estudiados entre las
diferentes formulaciones de sal aplicadas. Esto podria estar relacionado a que el pH y el contenido de
humedad de los productos finales tampoco sufrieron cambios significativos con el mismo nivel de confianza
al sustituir parcialmente el NaCl por KCI.

Corral Silvestre (2010) y Alifio et al. (2009 y 2010) tampoco encontraron diferencias significativas para
coliformes y BAL en distintos tratamientos de salado empleados en embutidos curados.

Estos resultados indican que el NaCl puede ser reemplazado por KCI en lomos hasta un 60% sin riesgos
bromatolégicos.
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Tabla 5. Valores medios (+ Desviacion estandar) de analisis microbiol6gicos (log ufc/g) de coliformes y
BAL en producto final de las cuatro formulaciones aplicadas.

Tratamiento Coliformes BAL
(log10 ufc/g) | (logl0 ufc/g)
I <1 2,46 2+ 0,085
I <1 2,492+ 0,068
i <1 2,452+ 0,072
v <1 2,472+ 0,061
p ns ns

Nota: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; ns (no significativo) p>0,05.
Letras diferentes en la misma columna corresponden a valores con diferencias significativas

Anélisis sensorial

La aceptacién de los alimentos por parte del consumidor se debe principalmente a las caracteristicas
sensoriales que presenta, que son el resultado del empleo de una buena materia prima y un adecuado
procesamiento. El salado es una etapa critica en la elaboracién de lomos de cerdo salados, a partir de la cual
la pieza desarrolla caracteristicas de aspecto, textura, sabor y aroma deseadas y propias del producto.

La Tabla 6 y la Figura 3 muestran los resultados de la prueba hedénica de consumidores realizada al final
del proceso de los lomos elaborados con diferente contenido de sales, de acuerdo a la escala utilizada que se
expuso en Tabla 2.

Tabla 6. Anélisis sensorial de los lomos salados con las cuatro formulaciones diferentes.

Tratamiento | Apariencia Textura Color Aroma Sabor
I 51823+1,31 | 5142+0,97 |5433+0,99|518®+122 | 5612+1,23
1 5252+174 | 425°+111 (5112+1,03| 4,252+1,84 | 4,822+1,83
i 5182+142 | 475%®+ 1,24 |514°+156| 464 +183| 4,712+1,86
[\ 5542+1,17 | 479®+120|5,79%+1,03| 568> +1,28| 546%+1,23
p ns *x ns el Ns

Nota: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; ns (no significativo) p>0,05.
Letras diferentes en la misma columna corresponden a valores con diferencias significativas

El aroma y la textura fueron los atributos sensoriales afectados por la reduccion de sal. Para ambos, pueden
observarse valores mas bajos en los tratamientos 11 y Il respecto del control y el tratamiento IV. A este
altimo le corresponden las mejores puntuaciones de apariencia, color y aroma, lo que se condice con los
resultados del estudio de preferencia, en el que resulté el segundo mas elegido por los consumidores (29%),
después del control (32%).

Apariencia

Sabor Textura —Trat.l
——Trat.ll
Trat.ll

——Trat.IlV

Figura 3. Perfil sensorial de los lomos salados con cuatro Tratamientos de salado.

Las diferencias que encontrd el panel en la textura del tratamiento Il coinciden con los resultados de la
determinacion del perfil de textura, donde se habian encontrado diferencias significativas para la cohesividad
y elasticidad para este tratamiento.
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En cuanto a la aceptacion general del producto final, el 57% de los consumidores consideré que ninguno de
los tratamientos debia ser rechazado. Sélo el 4% rechazd el tratamiento 1V y el 7%, el tratamiento I. Los
tratamientos 11 (11%) y Il (21%) fueron los méas rechazados. Estos resultados son muy positivos, ya que
indica que hasta el tratamiento méas desfavorable no fue rechazado por los panelistas, por el contrario fue el
segundo mas elegido luego del control, como se coment6 con anterioridad.

Campagnol et al. (2011) observaron una depreciacién del aroma al emplear 50% de KCI como sustituto en
lomo salado. Armenteros Cuesta et al. (2009) sélo encontraron diferencias significativas en sabor, textura 'y
aroma para tratamientos en lomos con reemplazos del 70% de NaCl por KCI con respecto al control.

CONCLUSIONES

Tanto los analisis de las propiedades tecnoldgicas y los recuentos microbioldgicos, como el andlisis sensorial
al que fueron sometidos los lomos de cerdo salados elaborados con los cuatro tratamientos propuestos,
mostraron que una sustitucion del 60% de NaCl con KCI, permite obtener productos con caracteristicas
sensoriales muy buenas. De hecho, este tratamiento fue seleccionado en segundo lugar de preferencia por el
panel que evalud sus caracteristicas sensoriales y fue el menos rechazado, incluyendo el tratamiento control.
Los resultados de la medicion de los parametros tecnoldgicos coinciden con las apreciaciones del panel que
Ilevé a cabo el andlisis sensorial. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre el pH y el
contenido de humedad finales de los productos elaborados con los cuatro tratamientos, lo que se vio reflejado
en el desarrollo de los grupos microbianos estudiados, que tampoco se afectd significativamente con el
mismo nivel de confianza. Esto Gltimo es muy importante ya que significa que no se generan problemas
bromatolégicos al sustituir parcialmente al NaCl por KCI en la elaboracion de lomos de cerdo salados.

A partir de todo lo anterior y, teniendo en cuenta el objetivo de esta investigacién, es posible asegurar que el
tratamiento de salado 1V (40% NaCl — 60% KCI) presenta caracteristicas sensoriales apropiadas para los
consumidores, al mismo tiempo que la reduccién en su concentraciéon de sodio lo convierte en un alimento
mas saludable que su contraparte tradicional, lo que no sélo resulta beneficioso para los consumidores, sino
que también constituye una solucién para la industria carnica en Argentina que debe adaptarse a la nueva
legislacion que exige reducir la concentracion de sodio en los productos que elaboran.
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RESUMEN

La lombricultura es una biotecnologia de elevado interés ecoldgico y nutricional, con dos objetivos
principales: primero como una alternativa de reciclaje de desechos organicos de diferentes origenes; y
segundo como una fuente de proteina no convencional de bajo costo. El objetivo de este trabajo fue
determinar la composicion nutricional de la harina de lombriz liofilizada (HL) para ser utilizada en productos
alimenticios. Para realizar este estudio, las lombrices se convirtieron previamente en harina mediante la
liofilizacion. Se realizd el analisis proximal (proteinas, lipidos, cenizas y fibras) de la HL por triplicado,
aplicando los Métodos A.O.A.C. (1995). Los carbohidratos solubles se calcularon por diferencia
(composiciéon centesimal). Para la determinacion de Ca, Fe, Mg, Zn, Cu, Mn y P se utiliz6 un
espectrofotometro UV/Visible. El contenido de lisina se determind por HPLC. Los resultados demostraron
gue esta harina es una fuente potencial de proteinas de alto valor biolégico y minerales para la fortificacién
de alimentos para consumo humano, representando una alternativa a nivel industrial.

Palabras Clave: Eisenia foetida, harina, proteinas, minerales.

ABSTRACT

Vermiculture is a biotechnology of high ecological and nutritional value, with two main objectives: first as a
recycling alternative of organic waste from different sources; and second as a source of unconventional low
cost protein. The aim of this study was to determine the nutritional composition of the freeze-dried meal
worm (HL) for use in food products. For this study, the worms were turned into flour previously by
lyophilization. Proximate analysis (proteins, lipids, ash and fiber) on HL was performed in triplicate,
applying the A.0.A.C. Methods (1995). Soluble carbohydrates were calculated by difference (percentage
composition). A UV [/ Visible spectrophotometer was used to determine Ca, Fe, Mg, Zn, Cu, Mn and P.
Lysine content was determined by HPLC. The results showed that this flour is a potential source of proteins
of high biological value and minerals to be used in the fortification of food for human consumption,
representing an alternative at industrial scale.

Keywords: Eisenia foetida, flour, proteins, minerals.

INTRODUCCION

La lombricultura es una biotecnologia de elevado interés ecolégico y nutricional, con dos objetivos
principales: primero como una alternativa de reciclaje de desechos organicos de diferentes fuentes y segundo
como una fuente de proteinas no convencional de bajo costo (Vielma et al., 2003).

La harina de lombriz es un producto que se caracteriza por poseer un elevado contenido de proteinas (70%)
de interés nutricional, ademas de proporcionar aminoacidos esenciales como la lisina para la dieta humana, la
cual es fundamental para un correcto y adecuado crecimiento: estimulando la hormona del crecimiento,
mejorandola absorcion de calcio y la inmunidad del organismo porque interviene en la produccion de
anticuerpos (FAO, 2010).

La obtencidn de harina es favorecida porque las lombrices se alimentan de desechos organicos, crecen a una
alta velocidad y se multiplican rapidamente (Castillo et al., 2010).

Analisis proximales de la harina de este anélido reportan niveles de proteinas bastante elevados. Por ejemplo,
Garcia et al. (2009) sefialan un nivel de 57,29%, Vielma Rondén y Medina (2006) citan porcentajes de 61,8 a
70% y Gabetta (2004) halla valores de 62 a 82%. Por otra parte, si se compara el aporte proteico de la harina

de lombriz con otros rubros, como por ejemplo la leche y levaduras con 27,3 y 32% de proteinas
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respectivamente, se podria observar que es bastante atractiva e invita a pensar que se puede producir un
producto de altisima calidad, rentable y de muy bajo costo (Schuldt, 2006).

Es importante resaltar que, en la mayoria de los paises, el prejuicio cultural y la falta de informacion de los
beneficios que presenta esta lombriz son los que no han permitido su utilizacién oficial en el campo
alimenticio humano. Sin embargo, algunos paises orientales como China, Japdn, Filipinas, Taiwan, la han
incorporado al consumo humano (Schuldt, 2006).

Este recurso no convencional se podria utilizar como alternativa nutricional, dado que contiene los elementos
esenciales para la alimentacién humana; asi como para la formulacion de alimentos balanceados para
animales, especialmente aves, cerdos y peces (Guillaume; 1999). Estos ultimos son muy exigentes dentro de
sus requerimientos basicos, necesitan para su desarrollo 40% de proteinas en su dieta, ademas de &cidos
grasos esenciales, vitaminas y minerales (Phillips et al., 2008).

El objetivo de este trabajo fue determinar la composicion nutricional de la harina de lombriz liofilizada (HL)
para ser utilizada en productos alimenticios.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras fueron obtenidas de la lombriz Eisenia foetida en estado adulto (3 meses) en el Laboratorio de
Ensayos Biologicos (BIOLAB) de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional de Jujuy. Las
lombrices fueron alimentadas con estiércol de caballo y residuos vegetales. A este compostaje se le control6
la temperatura, humedad y pH para garantizar el éptimo crecimiento de las lombrices (Schuldt, 2006).
Pre-tratamiento de las muestras

Se seleccionaron aleatoriamente 300 lombrices, se lavaron profusamente y luego se conservaron durante 24
horas en un recipiente con agua e insuflacion de aire. Luego se liofilizaron durante 3 dias a -40°C y 1,33
mbar. Finalmente, las lombrices secas se sometieron a una molienda hasta el grado de un producto (HL)
harinoso homogeéneo (Vielma et al., 2003), el cual fue envasado al vacio.

Determinacion de la composicién quimica de la HL

Se realiz6 el andlisis proximal (proteinas, lipidos, cenizas y fibras) de la HL por triplicado, aplicando los
Métodos A.O.A.C. (1995). Los carbohidratos solubles se calcularon por diferencia (composicion
centesimal).

Determinacion de minerales y elementos trazas de la HL

Para la determinaciéon de Ca, Fe, Mg, Zn, Cu y MnSe utilizé un espectrofotometro Perkin Elmer. En la
determinacion de P se utilizd un espectrofotometro UV/ visible Perkin ElImer Lambda 11.

Digestidn de la muestra: Para la determinacion de Ca, Fe, Mg, Zn, Cu y Mn, se pesaron 0,5 g de muestra de
HL por triplicado y se digirieron siguiendo el método de Vielma Rondon et al., 2007. Para ello se agregaron
15 mL de &cido nitrico concentrado y se calenté a 150°C durante 1 h: 15 min, luego se agregaron 2 mL de
peréxido de hidrogeno 30% (w/v) y la digestion se completd hasta 1 h: 20 min. Para la determinacion de
fosforo (P), se pesaron por duplicado 2 g de HL. Estas muestras fueron colocadas en crisoles de porcelana de
50 mL de capacidad y luego llevadas a una mufla a 550°C durante 24 horas (AOAC, 1995). Las cenizas
obtenidas se disolvieron con 10 mL de &cido clorhidrico al 50% enseguida se calentdé hasta obtener un
volumen final de 2 mL, luego se agregd 10 mL de 4cido clorhidrico al 10% vy se tratd de igual manera a la
descripta anteriormente, finalmente se adicioné 10 mL de agua desionizada repitiendo el tratamiento
anterior. Posteriormente, el residuo fue retomado con 25 mL de agua desionizada, filtrado en papel Whatman
N° 42 y el filtrado fue llevado hasta volumen en un balén de 50 mL agua desionizada. De esta solucién se
tomaron 3 mL y se llevaron hasta volumen de 100 mL agua desionizada. Finalmente, a 5 mL de esta solucion
se le agregaron 5 mL de una solucion de molibdato de amonio y 2 mL de solucién de acido amino naftol
sulfonico (ANSA) y luego se enrasd hasta 50 mL agua desionizada (Boscan, 1977; Vielma Rondén et al.,
2007).

Determinacién analitica de los elementos: Los niveles de Ca, Fe, Mg, Zn, Cu y Mn fueron determinados
usando el método de Andlisis por Inyeccion de Flujo-Espectrometria de Absorcion Atomica (FIA-EAA)
(Burguera et al. 1986; Ledn et al. 1986; Burguera et al. 1990). El contenido de P fue analizado por
espectroscopia UV/ visible siguiendo la metodologia de (Boscan 1977; Rodier 1990). Para la elaboracién de
la curva de calibracién se prepararon patrones acuosos de concentracion apropiada para cada elemento. La
longitud de onda (nm) utilizada para los analisis de cada elemento fue la siguiente: (Ca: 422,7; Fe: 248,3;
Mg: 285,2; Zn: 213,9; Cu: 324,8; Mn: 279,0 y P: 700,0 nm).
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Determinacion de lisina de la HL

El contenido de lisina se determin6d por HPLC.Muestras de hidrolizados proteicos: Se pesé por duplicado
0,0200 g de HL. Cada una de las muestras se transfirié a una ampolla (de color &mbar) junto con 2 mL de
acido clorhidrico 12 M. La hidrolisis se realiz6 a 110°C durante 24 horas. Las ampollas se conservaron a —
20°C hasta el momento de preparar las soluciones de trabajo (1 a 2 semanas). EI producto del hidrolisis acida
se transfirié a un balén de 25 mL de capacidad y se Ilevd a volumen con agua mili Q. Esta solucion se filtro
utilizando una membrana filtrante de 0,45 mm. Se midié 1 mL del filtrado, se transfirié a un balén de 10 mL
junto con 6 mL de hidroxido de sodio 0,1 M y finalmente se enrasé con acido acético 30 mM (muestras HL-
1). A partir de estas muestras se prepararon las soluciones muestra HL-2 mediante diluciones 2:10 (v/v) con
acido acético 30 mM. Las disoluciones a ser ensayadas se prepararon inmediatamente antes de la
derivatizacion de los amino&cidos.

Preparacién de las soluciones: Solucion patréon de aminodcidos individuales (SP1): se pes6 por separado
una muestra de cada aminoécido equivalente a 2 UM, y luego se prepararon soluciones de trabajo
equivalentes a 20 mM utilizando solucion de &cido acético 30 mM como disolvente. Todas las soluciones
fueron transferidas a viales de color ambar y sellados bajo atmdsfera de nitrogeno y conservadas a — 20°C (1
a 2 semanas). Solucion patron de trabajo de una mezcla de aminoacidos (SP2): se preparé una serie de
soluciones de una mezcla de aminoacidos individuales equivalentes a una concentracion de 0, 2, 4, 8, 12, 16
y 32 UM para cada aminoacido, usando la metodologia ya mencionada (Vielma Rondon et al, 2003).
Derivatizacion: Se transfirio 100 mL de la solucion a ensayar (patron o muestra) a un vial bajo atmosfera de
nitrégeno y 200 pL del reactivo derivatizante (OPA). Exactamente después de 60 segundos se agreg6 500 pL
de una solucién buffer 0,4 M de borato de potasio (pH 10) y seguidamente se sell¢ y agitdé. Dado que los
aminodacidos derivatizados con OPA s6lo son estables por un corto periodo de tiempo, las inyecciones en el
cromatografo de los OPA-derivados se realizaron dentro de los dos minutos siguientes a la derivatizacion
(Vielma Rondén et al, 2003).

Parametros cromatogréaficos: Fase mévil A: 50 mM de fosfato monosodico ajustado a pH 7,2. Fase mévil B:
metanol-buffer fosfato (70:30, v/v). Flujo: 2 mL/min. Temperatura de la columna: ambiente (+ 20°C).
Volumen de inyeccion: 10 pL. Detector: Fluorescencia, filtro 1,5 y atenuacion 16 x 100. Deteccion:
excitacion 340 nm y emision 455 nm. Gradiente (T-%B-curva): (0-10-cdncava); (35- 65-céncava); (45-90-
convexa).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar los resultados, expresados en base seca (BS), del anéalisis proximal de la HL (Tabla 1)
observamos que presenta un contenido de humedad de 9,79%. Dicho valor se considera satisfactorio porque
esta por debajo del Limite Maximo de Humedad para harinas (15% = 15 g/100g) establecido por el Cddigo
Alimentario Argentino. Vielma Rondon et al. (2006) encuentran valores de humedad de 11,6% para HL, el
cual supera al obtenido en este trabajo.

El nivel de proteinasde la muestra fue de 54,07%, dichas proteinas son de alta calidad ya que la liofilizacion
se llevd a cabo a — 40°C, no produciendo pérdida alguna de este macronutriente. El valor anterior esta por
debajo del contenido de proteinas que exponen Garcia et al. (2009) el cual corresponde a 57,29%, también
Vielma Rondon et al. (2006) encuentran un valor de proteinas de 62,3% para HL. La diferencia entre el
contenido proteico obtenido en esta investigacion para este tipo de harina y el de dichos autores, puede estar
relacionada al tipo de alimentacion de las lombrices durante el periodo experimental, el nivel de nitrégeno de
la dieta y la cantidad del mismo que fue asimilado por las lombrices (Vielma Rondén et al., 2003),
variaciones en la precision de las técnicas, asi como al proceso usado para la obtencién de la harina de
lombriz. De todas maneras, el porcentaje de proteinas obtenido en este trabajo indica que la misma es un
producto altamente proteico y disponible para la utilizacion en la alimentacion animal y humana.

La Ingesta Diaria Recomendada (IDR) de proteinas por el Codigo Alimentario Argentino (CAA) en el afio
2008 para hombres de 19 a 65 afios (H), mujeres de 19 a 50 afios (M), nifios de 1 a 3 afios (N1-3), nifios de 4
a 6 afios (N4-6) y nifios de 7 a 9 (N7-9) es de 56, 46, 13, 19 y 34 g respectivamente. Por lo tanto, podemos
decir que 100g de HL cubririan mas del 100% de proteinas respecto a la IDR para M, N1-3, N4-6 y N7-9, en
tanto para H s6lo cubririan un 96,5%.

La muestra de HL también present6 4,37% de contenido lipidico. Garcia et al. (2009) informan un 4,81% de
lipidos en lombrices alimentadas con estiércol bovino, valor proximo al encontrado en este trabajo. Sin

embargo, Vielma et al. (2006) exponen un nivel de lipidos de 7,9% para HL, el cual estd por encima del -

>

e’

-

71



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

resultado obtenido en esta investigacion. La diferencia entre el contenido lipidico obtenido para HL y el de
dichos autores, puede estar relacionada al tipo de alimentacién de las lombrices durante el periodo
experimental.

El porcentaje de fibras para HL fue de 2,12%. Dicho valor se aproxima al reportado por Vielma Rondon et
al. (2006), elcual corresponde a 2% para HL, y por Garcia et al. (2009) que exponen 2,82%. Esta minima
diferencia entre el resultado obtenido y los datos bibliograficos puede deberse al estado de madurez,
procedencia y mal purgado de las lombrices.

La cantidad de cenizas para HL fue de 10,42%. Vielma Rondén et al. (2006) encuentra un porcentaje de
cenizas de 7,9% para HL, el cual esta por debajo del obtenido en esta investigacion. El alto valor en cenizas
de la harina analizada puede deberse a que las lombrices pudieron adsorber cuantiosamente minerales en el
proceso de biotransformacion de los desechos orgénicos de cada tipo de alimento suministrado (Garcia et al.,
2007). Sin embargo, Garcia et al. (2009) informan que dicha harina presenta un porcentaje de cenizas entre
9,6 y 15,45%, en este rango se encuentran el resultado reportado en este trabajo.

El contenido de lisina para HL fue de 8,41 g/100 g de proteina. Este valor supera al obtenido por Vielma
Rondén et al., (2003), el es de 4,3 g/100 g de proteina, y también a lo exigido por la FAO/OMS (1985), cuyo
valor es de 4,2 g/100 g de proteina por dia.

Tabla 1.Composicion quimica de la HL.

Componente(% BS) HL
Humedad 9,79
Proteinas 54,07
Lipidos 4,37
Fibras 2,12
Cenizas 10,42
Carbohidratos 19,23

Estd comprobado que, para su desarrollo, los peces de agua fria necesitan 40% de proteinas, ademas de
acidos grasos esenciales, vitaminas y minerales (Guillaume; 1999). De acuerdo al resultado obtenido en esta
investigacion, la HL presentaun valor superior, 54,07%. Por lo tanto, es de resaltar que este recurso no
convencional se podria utilizar como alternativa nutricional, ya que contiene un alto porcentaje de proteinas,
lo cual es necesario para la formulacién de alimentos balanceados para peces.

También, este tipo de alimento contiene los nutrientes esenciales en niveles satisfactorios para la
alimentacion humana porque el valor de proteinas obtenido en el andlisis proximal de la HL resulté ser
superior a los de algunos alimentos tradicionales reportados en las Tablas Nacionales de Composicion de
Alimentos (2010) para Argentina en las bases de datos FAO/INFOODS (Tabla 2).

Tabla 2. Composicién quimica de diferentes alimentos tradicionales segun las bases de datos
FAO/INFOODS de composicion de alimentos (2010).

Componente (% BS) Harlnat:?é(e;gral de Harina de trigo 0000 '{g{:&:iggg
Proteina cruda 11,4 10,2 11,1
Grasas totales 3 2,6 3,2

Fibra 12,6 3,3 -
Cenizas 1,81 0,31 1,10
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Tabla 3. Composicién de minerales de la HL.

Minerales IDR por el CAA, 2008.
HL HL* (mg/dia)

(mg/ 100g) H M N13 | N4-6 | N79
Ca 200.1 211.26 1000 | 1000 500 600 700
Fe 98,2 104,99 14 29 6 6 9
Mg 91.3 91.70 260 220 60 73 100
Zn 3.92 439 7 49 41 51 56
Cu 1,75 1,90 0.9 0.9 034 044 | 044
Mn 3.87 4.92 23 18 12 15 15
P 1001.2 1075,59 700 700 460 500 500

*Vielma Rondén et al., 2007.

En la Tabla 3 se puede observar que los valores de Ca, Fe, Mg, Zn, Cu, Mn y P de la harina analizada en este
trabajo fueron inferiores a los resultados publicados por Vielma et al., 2007. La diferencia entre el contenido
de minerales obtenido en esta investigacion y el de dichos autores, puede estar relacionada al tipo de
alimentacion de las lombrices durante el periodo experimental.

También, en la Tabla 3 se visualiza que los contenidos de Fe, Mn y P de la HL superan la IGR recomendada
por el CAA de dichos minerales para todas las edades evaluadas, mientras que los niveles de Mg, Zny Cu no
la superan. Ademas, los niveles de minerales de la HL no superan los Niveles de No Observacion de Efectos
Adversos (NOEA) establecidos por el CAA (2014), los cuales son: 1500 mg Ca, 60mg Fe, 400 mg Mg, 30
mg Zn, 9 mg Cu, 10 mg Mn y 1500 mg P, es por ello que este producto podria utilizarse como suplemento
dietario para H, M, N1-3, N4-6 y N7-9, como asi también para fortificar alimentos. También es importante
resaltar que los balanceados para animales usados actualmente presentan una reducida variedad y bajo
porcentaje de minerales, razén por la cual esta harina podria ser una alternativa para aumentar los niveles de
minerales de dichos alimentos.

Los resultados obtenidos demostraron que la harina de lombriz es una fuente potencial de minerales para la
fortificacion de alimentos, tanto para consumo humano como para consumo animal.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demostraron que harina de lombriz es una fuente potencial de proteinas de alto
valor biolédgico y minerales para la fortificacion de alimentos, tanto para consumo humano como animal. Es
importante resaltar que, en la mayoria de los paises, el prejuicio cultural y la falta de informacion de los
beneficios que presenta esta harina de lombriz son los que no han permitido su utilizacion en alimentos
aprobados para consumo humano. Sin embargo, algunos paises como México, China y Japon ya la han
incorporado. Ademas, utilizando este recurso no convencional, se abre un interesante campo de investigacion
en lo que se refiere al enriquecimiento de alimentos con este tipo de harina no tradicional, representando una
alternativa a nivel industrial.
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RESUMEN

Los consumidores se concientizaron de la importancia del consumo de brécoli por su contenido de
compuestos beneficiosos para la salud. La radiacion UV-B puede emplearse para lograr la acumulacién de
estos compuestos. El objetivo fue evaluar el efecto de la aplicacion de distintas dosis e intensidades de
radiacion UV-B, sobre los compuestos bioactivos de brécoli minimamente procesado a tiempos cortos post-
tratamiento. Las inflorescencias se irradiaron empleando dosis de 2 y 12 kJ/m? a intensidades baja (3,2
W/m?) y alta (5,0 W/m?). Los controles no fueron irradiados. Se determin6 el color, la capacidad
antioxidante, contenido de fenoles totales y glucosinolatos a 0, 2, 6 y 18 h post-tratamiento. Los brécolis
tratados con UV-B mantuvieron el color y no mostraron variacion para Hue, L* y b*. Se observé una
disminucidn inicial de los compuestos fendlicos y capacidad antioxidante para luego aumentar hasta alcanzar
el maximo valor a las 6 h. Los tratados con 2 kJ/m? y la mayor intensidad acumularon un 30% mas de
antioxidantes que los controles. Los glucosinolatos alifaticos presentaron mayor respuesta a la exposicién
UV-B. Los resultados muestran que tratamientos de luz UV-B de alta intensidad logran una rapida respuesta
aumentando los compuestos bioactivos de brécoli minimamente procesado.

Palabras clave: Brassica oleracea L., capacidad antioxidante, fenoles totales, glucosinolatos, congelado.

ABSTRACT

Consumers became aware of the importance of eating broccoli for its content of compounds beneficial to
health. UV-B can be used to achieve the accumulation of these compounds. The objective was to evaluate
the effect of the application of different doses and intensities of UV-B radiation on minimally processed
broccoli to short post-treatment times on bioactive compounds. The inflorescences were irradiated using
doses of 2 and 12 kJ/m? at low (3.2 W/m?) and high (5.0 W/m?) intensities. The controls were not irradiated.
Color, antioxidant capacity, total phenolic content and glucosinolates to 0, 2, 6 and 18 h post-treatment was
determined. Broccoli treated with UV-B kept the color and showed no variation for Hue, L* and b*. An
initial decrease of antioxidant capacity and phenolics and a subsequent recovery was observed reaching a
maximum at 6 h. Those treated with 2 kJ / m? and higher intensity accumulated 30% more antioxidants than
controls. Aliphatic glucosinolates had a higher response to UV-B exposure. The results show that treatment
of UV-B high intensity achieve a quick response by increasing minimally processed broccoli bioactive
compounds.

Keywords: Brassica oleracea L., antioxidant capacity, phenolic content, glucosinolates, freezing.

INTRODUCCION

En los ultimos afios, los consumidores se concientizaron de la importancia de consumir vegetales de la
familia Brassicaceae ya que estos vegetales poseen alto contenido de vitaminas (C y E) y compuestos
bioactivos (carotenoides, flavonoides, glucosinolatos). Se recomienda su consumo en fresco como una fuente
para aumentar la ingesta diaria de sustancias promotoras de la salud (Schreiner 2009).

La aplicacion de radiacion UV es una tecnoldgica limpia, seca y de bajo costo (Civello et al. 2006). Pueden
diferenciarse las radiaciones UV-C (200 a 280 nm), UV-B (280 a 320 nm) y UV-A (320 a 400 nm). Diversos
estudios han observado que la exposicion a los distintos tipos de luz UV causa respuestas diferentes en frutas

y vegetales. La radiacion UV-C es la mas conocida y se emplea por su gran efecto germicida. Se conoce que

la radiacion UV-B, en bajos niveles, es un regulador importante del metabolismo secundario de las plantas "
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produciendo la acumulacién entre otros, de compuestos fenolicos, carotenoides y glucosinolatos (Schreiner
et al. 2009) por lo que se ha empleado como tecnologia emergente en postcosecha de vegetales y frutas,
incrementando el contenido de compuestos bioactivos, mejorando la calidad nutracéutica.(Castagna et al.
2014, Eichholz et al. 2011, Avena-Bustillos et al. 2012, Hagen et al. 2007).

No ha sido reportado en brocoli la influencia de la radiacion UV-B sobre el comportamiento de los
antioxidantes en tiempos cortos post irradiacion, trabajos previos mostraron que la radiacion UV-B retrasé la
degradacion de clorofila en inflorescencias tratadas con 8,8 y 13,1 kJ/m? almacenadas a 15°C (Aiamla-or et
al. 2010). El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de distintas dosis e intensidades de
radiacion UV-B, sobre los compuestos bioactivos de brécoli minimamente procesado a tiempos cortos post-
tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y almacenamiento

Se trabajo con cabezas de brécoli (Brassica oleracea L.) cortadas en ramilletes y colocadas en bandejas de
plastico, irradiadas con luz UV-B y luego recubiertas con film PVC perforado, almacenadas a 20°C durante
0, 2, 6, 18 h. Los respectivos controles no fueron irradiados. Se realizaron 4 repeticiones (bandejas) para
cada tratamiento en dos cosechas diferentes.

Tratamiento UV-B

Se emple6 un banco de ldmparas UV-B conteniendo 4 tubos (QFS-40 Philips) con encendido independiente
y un estante de altura regulable para las muestras. Se ensayaron intensidades: 1) Baja (3,2 W/m?, 2 lamparas,
30 cm) con dosis de 2 ki/m? (B2) y 12 kJ/m? (B12) y 1) Alta (5 W/m?, 4 lamparas, 15 cm) con dosis de 2
kJ/m2(A2) y 12 kJ/m? (A12) que fueron medidas con un radiémetro (UVITEC, RX-003, France), los tiempos
de exposicion de cada tratamiento se muestran en la Tabla 1.

Una vez que se obtuvo la mejor condicién para la obtencion de la capacidad antioxidante mas alta (6 h), las
muestras de brocoli se almacenaron en un congelador comercial a -18°C durante 30 dias para determinar la
estabilidad de los compuestos bioactivos inducidos después del almacenamiento congelado. Pasados los 30
dias se evaluo la capacidad antioxidante.

Los tiempos necesarios para alcanzar las distintas dosis se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Tiempos de exposicion de luz UV-B a dosis 2 y 12 kJ/m? e intensidades bajas(3,2 W/m?, 2
lamparas, 30 cm) y alta (5 W/m?, 4 lamparas, 15 cm) en brécoli minimamente procesado.

Intensidad (W/m?) Tiempos de Tiempos de
exposicion exposicion
(min)/Dosis 2 (min)/Dosis 12
(kJ/m?) (kJ/m?)
3,2 11 67
5,0 7 43

Color superficial

Se utilizé un colorimetro (Minolta, modelo CR-400, Japén) obteniendo los valores de a*, b* y L*. Se calcul6
el angulo Hue como arco tangente de b*/a*. Se realizaron 20 medidas a cada bandeja para cada tratamiento y
tiempo de almacenamiento.

Compuestos fendlicos

Se pes6 aproximadamente 1,2 g del triturado y se agregé 10 mL de etanol (96% v/v), se agitd en vortex
durante 30 segundos. Luego, se centrifugd a 13.000 x g durante 10 minutos a 4°C y se separ6 el
sobrenadante para realizar los analisis posteriores.

El contenido de compuestos fendlicos totales se determiné de acuerdo a Singleton et al. (1999), empleando el
reactivo de Folin-Ciocalteu. Se tomaron 50 pL de reactivo (1:1 v/v en agua) y se agregaron 100 pL de
extracto etanolico y 750 pL de agua. Luego de 3 minutos de reaccion a temperatura ambiente se afiadieron
100 pL de Na>CO3 20% (m/v) en NaOH 0,1 M y 1.000 puL de agua destilada. La mezcla de reaccion se agitd
en vortex y se incub6 durante 90 min a temperatura ambiente. Finalmente se midi6 la absorbancia a 760 nm
en espectrofotometro (HITACHI U-1900, pais). El contenido de compuestos fendlicos se calcul6 utilizando

acido clorogénico (CGA) como estandar. Se prepararon dos extractos para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento, y cada uno se midio por triplicado. Los resultados se expresaron como mg CGA kg™.
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Capacidad Antioxidante contra el radical ABTS™

La determinacion fue realizada de acuerdo a Arnao et al. (2001). Aproximadamente a 1,2 g de tejido
congelado en N liquido y molido se le adicionaron 5 mL de etanol, se agit6 durante 30 segundos y se dejo
en reposo por 30 minutos. Luego se centrifugd a 15.000 x g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se utilizo
para las determinaciones. A 1 mL de solucion del radical ABTS™ (7 mM de ABTS con 2,45 mM K;S;0s,
absorbancia 0.700 +/- 0.05 a 734 nm) se le adicionaron 10 pL del extracto. La mezcla se dejo reaccionar 6
minutos y se midié la absorbancia a 734 nm. Se utilizd Trolox como patron y los resultados se expresaron
como Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC) en mg kg*. Se realizaron tres replicados por
cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.

Glucosinolatos (GSs)

Se extrajeron y cuantificaron como describen Cargnel et al. (2014) usando tejido previamente
liofilizado y sinigrin (2-propenil-glucosinolatos, Sigma-Aldrich, EE.UU.) como estdndar. Los
desulfoglucosinolatos se analizaron por HPLC (Knauer Euroline pais) empleando una columna Restek
Pinnacle 11 C18 (5m, 4.6 p, 150 mm) dcon disolventes A (agua) y B (20% de acetonitrilo), se eluyd con un
gradiente de 1% de B a 0 minutos, 10% B en 10 minutos, 75% B en 22 a 24 minutos, con un tiempo de
equilibrado de 10 minutos y una velocidad de flujo de 1 mL/ min. El volumen de inyeccién fue de 20pL, y la
elucion se controld con un detector de red de diodos a 229 nm. Para calcular las concentraciones molares de
GSs individuales, se utilizaron factores de respuesta relativos para corregir la diferencia de absorbancia entre
el patrén interno y otros compuestos.

Anélisis estadistico

Los datos se analizaran por medio de un ANOVA y las medias se compararon con el test LSD de Fisher a un
nivel de significancia de a = 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

El color no fue afectado por los tratamientos en las 18 horas siguientes a 20°C, no observandose diferencias
significativas entre intensidades y dosis para los parametros Hue y L* respecto del control (Figura 1A'y 1B),
lo que es de fundamental importancia, dado que la calidad visual, para los consumidores, esta dada
principalmente por estos parametros. Aiamla-or (2010) observo en brécoli tratado con una dosis de 8.8 kJ/m?
de UV-B un retraso en la degradacion de clorofilas y mayor valor del angulo Hue luego de 6 dias de
almacenamiento a 15°C.

Control uUv-B

LSD=3,8 1A
144

Hue

52 A

L*

48 -

44

Cosecha B2B12A2A12 B2B12A2A12 B2B12A2A12 B2B12A2A12
0 0 2 6 18

Tiempo despues del tratamiento(h)
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Figura 1. Hue (1A) y L*(1B) de brdcoli minimamente procesado control y tratado con dosis de 2 y 12 kJ/m?
a las intensidades baja (B) y alta (A) de luz UV-B almacenado a 20°C por 0, 2, 6, 18 h.
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LSD=106,1 2A

N
N
o
o

1800 A

TEAC (mg/kg)

1350 4

N
o
o
o

3500 -

3000 -

Fenoles totales (mg/kg)

N
a
o
o
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Figura 2. Capacidad antioxidante (2A) ycontenido de compuestos fendlicos (2B) y de brécoli minimamente
procesado control y tratado con dosis de 2 y 12 kJ/m? a las intensidades baja (B) y alta (A) de luz UV-B
almacenado a 20°C por 0, 2, 6, 18 h.

Respecto a la capacidad antioxidante a tiempo O h se observo una rapida caida luego de la irradiacién
(Figura 2A) posteriormente hubo una recuperacion, alcanzando un maximo a las 6 h post-tratamiento para
todas las dosis e intensidades probadas, siendo los brdcolis tratados con dosis de 2 kJ/m?y 12 kJ/m?y la
mayor intensidad (5 W/m?) los que mostraron las variaciones mas notorias, acumulando hasta un 30% mas
de antioxidantes respecto de los controles al inicio de la cosecha. Los compuestos fendlicos tuvieron un
comportamiento similar (Figura 2B) a lo observado en TEAC, sugiriendo que este es el principal grupo de
antioxidantes que se incrementa con el tratamiento.

Trabajos previos han informado que la radiacion UV puede inducir enzimas clave en la via de los
fenilpropanoides tales como fenilalanina amonio liasa y chalconasintasa (Pombo et al. 2011). Tratamientos
UV-B en esparragos llevaron a un aumento de la PAL dentro de las 2 h post-tratamiento (Eichholz et al.
2011). La falta de correlacion completa entre fenolicos y TEAC indican que la radiacion UV-B podria estar
modulando otros grupos antioxidantes también.

Si bien se conoce que la radiacion UV-B puede alterar el perfil de metabolitos secundarios de ciertas frutas
(manzana, arandanos y vid) (Hagen et al. 2007; Eichholz et al. 2011;) y vegetales (tomate, zanahoria)
(Castagna et al. 2013; Avena-Bustillos et al. 2012) los resultados de este trabajo indican que la obtencion de
compuestos fendlicos y antioxidantes de brdcoli mediante tratamientos UV-B son factibles, en tiempos
cortos y para alta intensidad de exposicion.
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Figura 3. Contenido de glucosinolatos totales (3A), alifaticos (3B) e ind6licos (3C) de brécoli minimamente
procesado control y tratado con dosis de 2 y 12 kJ/m? a las intensidades baja y alta de luz UV-B almacenado
a20°Cpor0, 2,6, 18 h.

Los glucosinolatos (GSs) son uno de los fitoquimicos mas relevantes en el brécoli y las demés especies de
Brassicaceas. Se ha informado que los niveles y tipos de GSs dependen del cultivar considerado (Bhandari y

Kwak, 2015). En este trabajo la cantidad de los glucosinolatos alifaticos fue tres veces mayor que la de los

indolicos (alifaticos e indolicos, 70 y 30%, respectivamente) al momento de la cosecha, aunque soélo

recuperaron los niveles iniciales luego de 18h de retraso (Figura 3A).

Algunos estudios reportaron un aumento de la acumulacion de GSs en respuesta al estrés abidtico (Variyar et

al. 2014). En el caso de radiacién UV las respuestas dependen mucho de las condiciones de irradiacion.

Wang et al. (2011) encontraron contenidos mas altos de GSs en hojas de Arabidopsis thaliana después de 1 h

de exposicion a rayos UV-B, a pesar de una disminucion significativa, sobre todo de GSs indélicos, después

de 12 h de exposicion a la radiacion UV-B. En este trabajo, para la intensidad alta y dosis de 2 kJ/m? (A2) se %
redujo el contenido de GSs después de 2 h aunque tuvo un aumento posterior. Los valores mas altos en los

niveles de GSs se lograron después de 18 h del tratamiento UV-B (Figura 3B y 3C). El glucosinolato /
alifatico glucorafanin que es el principal compuesto de importancia en el brocoli por reducir el riesgo de” o

-
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cancer (Cieslik, et al.2007) mostré la mayor induccion en respuesta a la exposicion UV-B. Mewis et al.
(2012) también encontraron un incremento preferencial de GSs alifaticos en brotes de brécoli irradiados con
UV-B (0,3 ki/m?).

2500 1) Sp=124,0 4
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TEAC (mg/Kg)

1500 +

1000 -

C B2 Bl2 A2 A12 C B2 Bl2 A2 Al2

0 30
Almacenamiento freezado (dias)

Figura 4. Capacidad antioxidante de brécoli minimamente procesado control (C) y tratado con dosis de 2 y
12 kJ/m? a las intensidades baja y alta de luz UV-B luego de 6h pos tratamiento almacenado a -18°C por 30
dias. Las barras de error representan la desviacion estandar de la media.

En un segundo ensayo, muestras tratadas con las mismas dosis e intensidades de UV-B y congeladas luego
de 6 h pos-tratamiento, se almacenaron en freezer (-20°C) por 30 dias simulando un procesamiento del tipo
"congelado”. Luego de 30 dias, los brocolis controles y tratados (Figura 4) mantuvieron los niveles relativos
de capacidad antioxidante logrados al inicio del almacenamiento.

CONCLUSIONES
Los resultados muestran que la aplicacion de tratamientos de luz UV-B de alta intensidad logré una rapida

respuesta aumentando los compuestos bioactivos de brocoli minimamente procesados luego de 6 h post-
tratamiento y que dicho aumento se mantuvo luego de 30 dias de congelado, lo que permite agregar valor y
ademas, generar nuevas oportunidades para los productores y procesadores de alimentos.
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RESUMEN

En los Valles Calchaquies del Noroeste argentino, se producen vinos tintos en Cafayate, San Carlos, Molinos
(Colomé) y Cachi, en forma tradicional y orgéanica de las variedades Malbec, Cabernet Sauvignon, Tannat y
Syrah. Nuestro objetivo es analizar los componentes fenolicos de los vinos tintos varietales que afectan su
calidad tecnoldgica y valor de comercializacion. La determinacién de fenoles totales se evalud con la técnica de
Folin-Ciocalteu, antocianos totales por variacion del pH del medio y taninos totales por la técnica de Masquelier.
Los resultados variaron entre 967 a 3105 mg/L &cido galico para fenoles totales; 2,14 a 4,31g/L de taninos
totales y 16,15 a 311 mg/L para antocianos. Las mayores diferencias regionales se registraron en los vinos de
produccion tradicional con maximos valores para Malbec de Angastaco y en los organicos para Tannat de
Cafayate, con fenoles totales de 3105y 2910 mg/L &cido gélico; 4,31y 4,39 g/L de taninos, 311y 113 mg/L de
antocianos, respectivamente. Se concluye que los vinos con mayores contenidos fenolicos son los varietales
tradicionales Malbec de Angastaco y los vinos organicos Tannat de Cafayate.

Palabras Claves: fenolico, vinos tintos, noroeste, Argentina.

ABSTRACT

In the Calchaquies Valley of argentine northwest traditional and organic red wines Malbec, Cabernet
Sauvignon, Tannat and Syrah variety are produce in Cafayate, San Carlos, Molinos (Colomé) and Cachi, our
objective is analize the phenolic compounds of these red wines that determine their technological quality and
marketing value. We determined the total phenol content using the technique of Folin-Ciocalteu; the analysis
of total anthocyanin with pH variation and total tanins according the technique of Masquelier. The results
presented total phenol contents between 967 to 3105 mg/L galic acid; total tannin values of 2.14 to 4.31 g/L
and anthocyanin content of 16.15 to 311 mg/L. In traditional wines the Malbec from Angastaco and the
organic wines Tannat from Cafayate have highest phenolic content with 3105 and 2910 mg/I galic acid, total
tanins of 4.31 and 4.39 g/L, anthocyanin content of 311 and 113 mg/L, respectively. We concluded traditional
wines of Malbec variety from Angastaco and organic wines of Tannat variety from cafayate have the
maximum values of phenolic compounds.

Keywords: phenolic, red wines, northwest, Argentine.

INTRODUCCION

En los vinos tintos los compuestos fendlicos pertenecen a dos familias principales: flavonoides y no
flavonoides, entre los flavonoides los mejor representados son los flavonoles, los flavanoles (catequinas y
proantocianidinas) y los antocianos. En un vino joven, los flavonoides se encuentran en forma de dimeros o
trimeros, mientras que en vinos mas envejecidos los encontramos como polimeros de ocho a diez 0 mas
unidades. En general, los flavonoides caracterizan a los vinos tintos, constituyendo mas del 85% de sus
contenidos fendlicos (Jackson, 2000).

Las principales sustancias fendlicas encontradas en los vinos son el &cido cafeico, epicatequina, catequina,
acido galico, cianidina, malvidina-3-glucésido, rutina, miricetina, quercetina, resveratrol. Los flavonoles se
encuentran como monoglucoésidos del kaempferol, de la quercetina y la miricetina, ademas también como

monoglucuronésido de la quercetina y se hidrolizan facilmente dando principalmente estas tres agllconas en

estado libre (Frankel et al., 1995; Simonetti et al., 1997; Ghiselli et al., 1998).
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Estos compuestos afectan la apariencia, sabor, sensacion en boca y el color de los vinos tintos, determinando
su tipicidad y calidad. Generalmente, la composicion fendlica de los vinos dependede varios factores como
ser la variedad de las uvas, suelo, clima, practicas agrondmicas, proceso de elaboracion, y afiejamiento.

La riqueza en polifenoles (principalmente antocianos) es un factor preponderante en el establecimiento de la
demanda y el precio de los vinos comercializados a granel, que llegan hasta duplicar su precio cuando los
contenidos de antocianos son elevados, ya que poseen gran aptitud para los cortes. En el caso de los vinos
tintos jovenes, su color se debe principalmente a las antocianinas que provienen de la piel de las uvas, a sus
glucosidos y a sus formas aciladas (Sommers et al,1977; Ribéreau-Gayon et al, 1983)

En este trabajo se estudiaron los compuestos fenolicos de vinos tintos de los Valles Calchaquies, que estan
integrados por los departamentos de Cafayate, San Carlos, Molinos (Colomé) y Cachi de la provincia de
Salta, donde existen 26 bodegas que elaboran vinos tintos varietales Cabernet Sauvignon, Malbec, Syrah y
Tannat. Es de importancia esta caracterizacion fendlica, dado que la cantidad y calidad de éstos compuestos
depende de la variedad de la uva, dando la tipicidad a cada vino tinto respecto a su color y caracteristicas
organolépticas, las cuales inciden en su calidad tecnolégica y valor de comercializacion.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 43 muestras de vinos tintos, 19 varietales Malbec, 15 de Cabernet Sauvignon, 6 de Tannat y 3
de Syrah, 27 provenientes de Cafayate y el resto de las regiones de Alto Cafayate, Molinos, Tolombdn,
Angastaco (4 muestras de cada una). La determinacion de fenoles totales se evalu6 con la técnica de Folin-
Ciocalteu por medicién de absorbancia a 700 nm (Singleton y Rossi, 1965), los antocianos totales por variacion
del pH del medio midiendo la diferencia en la absorcion espectrofotométrica a 520 nm (Paronetto, 1977) y
taninos totales por la técnica de Masquelier midiendo absorbancia a 550 nm de las antocianidinas formadas
luego del calentamiento del vino en medio &cido (Ribéreu-Gayon et al, 2006).

En el andlisis estadistico se aplico el analisis de la varianza a los resultados y el test de Tukey para comparar
medias y andlisis de componentes principales mediante el programa estadistico InfoStat (2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los vinos regionales variaron entre 967 a 3105 mg/L acido galico para fenoles totales; 2,14 a
4,31 g/L de taninos totales y 16,15 a 311 mg/L para antocianos, como se puede observar en las figuras 1, 2
y 3. Las mayores diferencias regionales se registraron en los vinos de produccién tradicional con maximos
valores de fenoles totales, taninos y antocianos para los varietales Malbec de la zona de Angastaco, también en
los varietales organicos Tannat de la zona de Cafayate. Para estos varietales (Malbec y Tannat) los valores
fueron fenoles totales de 3105 y 2910 mg/L é&cido gélico; 4,31 y 4,39 g/L de taninos, 311 y 113 mg/L de
antocianos, respectivamente.

Los polifenoles totales a nivel mundial en vinos tintos varian entre 1.200 y 4.060 mg/L de acido galico y, en
Argentina se determinaron valores entre 1.100 a 2.400 mg/L de &cido galico en vinos tintos sanjuaninos y
mendocinos.Esta variabilidad depende de la madurez de las uvas, las técnicas de vinificacion y conservacion de
los vinos (Peynaud, 1996; Duran y Trujillo, 2008).

Los antocianos determinan el color rojo en el vino tinto, se encuentran como monoglucosidos, diglucosidos y
derivados acilados de antocianidinas, entre las cuales la mas importante es la malvidina, segin trabajos
investigativos de Ghiselli et al. (1998), quienes al estudiar la capacidad antioxidante de las distintas
fracciones polifendlicas del vino sugirieron que las antocianinas tendrian un papel importante en la actividad
antioxidante total.

A medida que se va afiejando el vino tinto, van desapareciendo los pigmentos rojos por hidrélisis de los
antocianos que son inestables, que por otro lado se condensan con los taninos.

Los pigmentos antocianicos son los compuestos mas importantes en las uvas y los vinos, debido a su
participacion en las caracteristicas sensoriales de los mismos (Blouin et al, 2000).
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En la figura 2, se muestra que el contenido de antocianos en vinos regionales producidos en forma tradicional en
regiones como Angastaco, Molinos, Tolombén y Alto Cafayate es superior al de los vinos de la zona de
Cafayate, que se cultivan a menos de 2000 metros de altura.
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Los antocianos totales variaron entre 16,15 mg/L para el varietal Syrah y con maximos valores para Malbec de
Angastaco (311 mg/L), siguiendo en orden los varietales producidos con técnicas tradicionales Malbec de Alto
Cafayate (231 mg/L) y Tolombén (177mg/L), en cuarto lugar, se ubica el varietal organico Tannat con 113
mg/L. Se determinaron contenidos de taninos totales de 2,14 a 4,39 ¢g/L, siendo méaximos para Tannat organico
(4,39 ¢g/L) y Malbec de Angastaco (4,31 g/L) entre los vinos con produccién tradicional, siguiendo en orden
Cabernet Sauvignon de Tolombo6n con 4,29 g/L, segin se puede observar en la figura 3. Esta variabilidad
depende de la madurez de las uvas, las técnicas de vinificacion y conservacion de los vinos, influyendo también
la altura de la zona de cultivo de la vid.
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Figura 3. Contenido de taninos totales en vinos tintos regionales
Siglas: Mab (Malbec), Cab (Cabernet), Tan (Tannat), Caf (Cafayate),
Mol (Molinos), Tol (Tolombdn), Ang (Angastaco), org (organico).

Los taninos son mas abundantes en los vinos tintos, cuando en el proceso de vinificacion el tiempo de
remontado es mas prolongado, por lo que se aconseja para obtener vinos menos astringentes, acortar el
tiempo de remontado aumentando su frecuencia (Garcia et al, 1997).

Con el objeto de completar los estudios anteriores, se realizd un Analisis de Componentes principales, del
cual se encuentra que los dos primeros componentes del andlisis multivariante, explican el 99,5% de la
variabilidad en los resultados, segin se muestra en la figura 4.

En este andlisis multivariado se observa que la componente 1 participa con el 82,2% y la componente 2 con
el 17,3%, también se determina la asociacién de los vinos producidos con técnicas tradicionales de las
variedades Malbec, Cabernet Sauvignon, Tannat y Syrah con bajos valores polifenélicos. Por otra parte, los
mayores valores de antocianos, taninos y fenoles totales, se asocian con los varietales Malbec y Cabernet
Sauvignon de las zonas vitivinicolas de Tolombon, Molinos, Angastaco, Alto Cafayate, otorgando buen color
y contenido fenodlico a estos varietales.

Ademés, se observa que los varietales organicos producidos en la zona de Cafayate registran mayores
contenidos polifendlicos que los de produccion tradicional, siendo el varietal Tannat orgéanico el que se
asocia con mejores valores fenélicos.

De este analisis multivariado, se destaca que los varietales Malbec de Angastaco y Tannat organico
presentan mejores caracteristicas polifendlicas, esto es de importancia si consideramos la capacidad antioxidante
de estos componentes para el organismo, siempre que se realice un consumo moderado.
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Figura 4. Anélisis multivariante de vinos tintos regionales
Siglas: Mab (Malbec), Cab (Cabernet), Tan (Tannat), Caf (Cafayate),
Mol (Molinos), Tol (Tolombon), Ang (Angastaco), org (organico)

Se ha demostrado que los constituyentes fendlicos de los vinos tintos, en ensayos in vitro, han demostrado
que inhiben la susceptibilidad de las LDL (lipoproteinas de baja densidad) a la oxidacién, causantes de
lesiones vasculares arterioescleréticas. También, se han descripto efectos protectores en patologias como
diabetes, cancer, infecciones viricas, Ulcera estomacal y duodenal, inflamaciones y hasta accién antialérgica
(Martinez-Flores et al, 2002).

Los valores polifendlicos encontrados en los vinos tintos de los Valles Calchaquies son superiores a los
determinados en vinos tintos uruguayos, que presentaron valores promedios de hasta 1.100 mg/L de acido
galico, excepto para el varietal Syrah, en los estudios efectuados en Uruguay se demostrd que las variables
cromaticas y la composicion fendlica estarian condicionadas por la edad del vino, dado que el tiempo de
conservacion y envejecimiento influye en la naturaleza de los pigmentos presentes (Gonzalez Neves et al,
1997)

Los polifenoles influyen en las caracteristicas organolépticas de los vinos tintos, dado que las mismas
resultan del balance entre los aromas derivados de la uva, del pasaje por madera y de los taninos, a causa de
gue éstos Ultimos enmascaran los aromas frutales; y puede haber, entonces, vinos con un aroma particular de
la variedad, vinos con excesivo aroma fendlico, vinos balanceados con taninos suficientes para ser guardados
que a la vez retienen la frescura del aroma primario (Peynaud, 1996).

Es de importancia, conocer el contenido polifendlico tanto en los vinos como en las uvas, ya que éste variara
con el indice de maduracion del fruto y con el manejo del vifiedo, existiendo evidencias que indican que
vinos procedentes de uvas de la misma parcela y de diferentes momentos de vendimia, presentan diferencias
importantes en la intensidad colorante y el indice polifendlico total, haciendo que el color sea mejor en uvas
maduras y de menor calidad en uvas sobremaduras o poco maduras (Pardo Minguez, 2002).

Ademas, se ha encontrado que los vinos tintos jovenes, de 1 o 2 afios de afiejamiento, tienen mayor
contenido fenolico que los vinos mas viejos, lo que los hace quimica y sensorialmente muy complejos y con
frecuencia muy diferentes. Estas diferencias determinan, muchas veces, la preferencia en su consumo por los
degustadores (Guerra y Rosier, 1998).
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Estos resultados de la caracterizacion fendlica realizada de vinos tintos regionales provenientes de los Valles
Calchaquies, Salta; serd difundida a la comunidad y los resultados seran transferidos a las empresas
vitivinicolas deesta zona vitivinicola, con un mayor valor agregado comercial para estos vinos, sumado a la
posibilidad de lograr una futura denominacién de origen controlada.

Es de interés este estudio, ya que los compuestos fendlicos son la causa principal de la diferencia en el color
de los varietales, de este modo, Asselin y Ballester (1992) sefialan que el color y la estructura polifendlica
encontrada en las diferentes variedades de uvas son fundamentales para la definicion de criterios de tipicidad
y de calidad organoléptica de los vinos tintos.

Por otro lado, el consumo de vinos tintos jévenes, como los varietales que se analizaron, de uno o dos afios
de duracion esta incrementandose en los habitos de los consumidores, esto se debe a que presentan una muy
buena relacion de calidad y precio, destinandose con preferencia al consumo diario (Noriega Dominguez y
Casp Vanaclocha, 2003).

CONCLUSIONES

Estos resultados contribuyen a caracterizar desde el punto de vista polifendlico a los vinos tintos de los
Valles Calchaquies de Salta, que es importante para su calidad comercial, ya que le confieren caracteristicas
organolépticas y cromaticas tipicas para los vinos de esta region del noroeste argentino.

Los resultados de los vinos regionales variaron entre 967 a 3105 mg/L acido galico para fenoles totales; 2,14 a
4,31 g/L de taninos totales y 16,15 a 311 mg/L para antocianos. Las mayores diferencias regionales se
registraron en los vinos de produccion tradicional con maximos valores de fenoles totales, taninos y antocianos
para los varietales Malbec de la zona de Angastaco, también en los varietales organicos Tannat de la zona de
Cafayate. Para estos varietales (Malbec y Tannat) los valores fueron fenoles totales de 3105 y 2910 mg/L 4cido
galico; 4,31y 4,39 g/L de taninos, 311y 113 mg/L de antocianos, respectivamente.

Se concluye que los vinos regionales tradicionales que presentan mayores contenidos fenélicos son los varietales
Malbec de Angastaco, obtenidos con uvas que se cultivan a alturas mayores de 2000 m sobre el nivel del mar, asi
como para los varietales organicos Tannat con valores superiores a 2400 mg/L de &cido gélico encontrados en
vinos sanjuaninos y mendocinos. Estas caracteristicas polifendlicas son importantes considerando que estos
compuestos tienen capacidad antioxidante para el organismo, siempre que se realice un consumo moderado.
Estos resultados complementan estudios fisico-quimicos realizados en estos vinos regionales, con la finalidad de
lograr una denominacion de origen controlada en el futuro, ademéas de aumentar su valor de comercializacion.
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RESUMEN

En el presente trabajo, se estudio el efecto de la adicion de compuestos quimicos saludables, &cido ascorbico
(AA) vy acido citrico (AC) sobre el contenido de fenoles totales, el color y la calidad microbiolédgica de los
productos minimamente procesados de papa. El ensayo se realiz6 en la variedad Spunta, ampliamente usado
en el mercado de consumo fresco. Los tratamientos con mayor concentracion de AA y AC mantuvieron el
color, aumentaron el contenido de fenoles totales en el producto y no afectaron la calidad microbioldgica.

Palabras claves: papas minimamente procesadas, agentes antioxidantes, contenido de fenoles totales, color.

ABSTRACT

In the present work, the effect of adding healthy chemical compounds, ascorbic acid (AA) and citric acid
(CA) on the content of total phenols, color and microbiological quality of minimally processed potato was
studied. The trial was conducted in the variety Spunta, widespread in the market. The treatments with higher
concentrations of AA and CA kept the color, increased total phenol content in the product and did not affect
the microbiological quality.

Keywords: minimally processed potatoes, antioxidants, total phenol content, color.

INTRODUCCION

En los Gltimos afios se ha incrementado la demanda del agregado de valor a los productos de origen
agropecuario y esto ha generado interés sobre los procesos de preservacion de los productos minimamente
procesados (PMP). Los consumidores demandan alimentos frescos, saludables, con calidad nutricional, de
facil preparacion, con inocuidad quimica y microbioldgica y que a su vez tengan una larga vida util en el
anaquel.

Si bien el consumo de los vegetales es importante en la dieta humana, algunas especies se destacan
especialmente por su riqueza en nutrientes tales como vitaminas, minerales y fibras y resultan especialmente
atractivos presentados como minimamente procesados. Tal es el caso de la papa, que es un vegetal con una
velocidad de pardeamiento oxidativo alta, por lo que podria ser un referente en el control de las reacciones
bioquimicas causantes del pardeamiento para otras hortalizas. El procesado minimo de la papa, se basa en el
lavado, pelado y cortado; esto implica lesiones en el tejido que inducen a varias respuestas bioquimicas que
conducen a una reaccion secundaria comin: el desarrollo del pardeamiento. EI pardeamiento enzimatico es
uno de los mayores problemas de los PMP, el cual se genera luego de la ruptura en la integridad celular,
debida al corte, al entrar en contacto los polifenoles con el oxigeno del ambiente en una reaccion catalizada
por la enzima polifenoloxidasa (PPO) y lleva a la formacion de polimeros pardos, rojizos o negros, de alto
peso molecular, llamados melaninas (Moretti et al. 2002, Petri et al. 2008, Ma et al. 2010), las cuales son
responsables de la pérdida de calidad organoléptica y nutricional (Tomas-Barberan y Espin 2001, Jeong et al.
2008). Por todo esto, dentro de los principales sintomas de deterioro mencionados anteriormente, el
desarrollo de color, debido a reacciones de pardeamiento enzimético, es uno de los mayores problemas
asociados al procesamiento y almacenamiento de estos productos.
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Algunos productos quimicos que contienen grupos SH, incluyendo los sulfitos, se emplean cominmente para
prevenir el pardeamiento en los vegetales como las papas. Sin embargo, la aplicacién de estos compuestos en
productos recién cortados puede causar asma bronquial (Peroni y Boner 1995) y sabores no deseables,
ademas de una reduccion significativa en el valor nutricional de la papa (Chalom et al. 1995).

Por lo tanto, es fundamental el estudio de nuevas herramientas aplicables por la industria que garanticen la
calidad y la mayor conservacién de los mismos. Ademas, es de suma importancia la evaluacion de la calidad
nutricional de las hortalizas, tanto enteras como PMP, y su evolucion durante el periodo de conservacion, a
fin de desarrollar estrategias que permitan su preservacion durante este periodo.

En el procesamiento convencional de alimentos se previene el pardeamiento a través de la inactivacion de
PPO con calor, ya que la PPO es clasificada como una enzima de baja termoestabilidad. No obstante, el uso
de calor también causa la destruccion de caracteristicas de calidad de los alimentos, como la textura, el sabor
y pérdidas nutricionales.

Otra manera eficaz para reducir el pardeamiento enzimatico es la aplicacién de agentes quimicos
antipardeantes (Sapers et al. 1989), los que se clasifican segun los diferentes modos de accion, siendo los
mas conocidos los agentes reductores, acidulantes, quelantes y acomplejantes.

Entre los distintos agentes antipardeamiento, los compuestos quimicos derivados del azufre, incluyendo el
metabisulfito de sodio (MS), son ampliamente empleados (Laurila et al. 1998). Sin embargo, su utilizacion
en productos de papa sélo es permitida a bajas concentraciones dado que pueden causar reacciones alérgicas
en personas sensibles a este compuesto (FDA 1994) ademas de sabores indeseables, asi como también una
disminucién importante en el valor nutricional del producto (Chalom et al. 1995).

Como alternativa al MB existen otros agentes antioxidantes, que se consideran dentro de los compuestos
naturales y saludables para el bienestar del consumidor, como es el caso del acido ascérbico y el &cido citrico
(Laurila et al. 1998, Limbo y Piergiovanni 2006, 2007, Rocculi et al. 2007).

Por otro lado, los problemas microbiolégicos en PMP se deben a un crecimiento microbiano acelerado que
produce caracteristicas indeseables en los vegetales. Para disminuir o controlar dichos problemas de
deterioro, existen métodos de escaldado quimico, que se basan en la inmersién del vegetal en un determinado
tiempo, en soluciones en donde se encuentran aditivos, que tienen caréacter antimicrobiano y antioxidante, y
que actlian sinérgicamente.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los parametros de calidad nutricional y microbiolégica durante el
almacenamiento refrigerado de papas minimamente procesadas tratadas con agentes antioxidantes.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se utilizaron papas de la variedad Spunta, ampliamente utilizada para consumo fresco, producidas en
Balcarce, provincia de Buenos Aires. Se utiliz6 metabisulfito de sodio (MS), acido ascorbico (AA) y &cido
citrico (AC) como agentes antioxidantes, todos de grado alimenticio.

Preparacion de las PMP

Luego de cosechadas, las papas fueron estacionadas en cAmara (10°C) por 10 dias; posteriormente fueron
lavadas con una solucién de NaClO (100 ppm durante 1 min) y cortadas en bastones de 1 cm de espesor.

Las muestras de PMP sin tratamiento con agente antioxidante fueron tomadas como control (C). Y el resto
fueron sumergidas en soluciones de agentes antioxidantes: testigo (T): 0,1% de metabisulfito de sodio (MS);
T1: 1% de acido ascorbico (AA) + 0,5% de &cido citrico (AC), T2: 1% de AA + 1% de AC. Las
concentraciones de los agentes antipardeantes se definieron por ensayos preliminares y teniendo en cuenta
trabajos anteriores (Ayerdi et al. 2005; Limbo y Piergiovanni, 2006). Finalmente, las papas fueron envasadas
y almacenadas a 5°C durante 15 dias.

Determinacion de parametros de calidad

Se evaluaron parametros de calidad durante el almacenamiento refrigerado (5°C) en los dias 0, 5, 8, 12 y 15.
Fenoles totales: El contenido de fenoles totales se determind por el método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteu descripto por Blessington (2005). A partir de una muestra de papa picada, se extrajeron los fenoles
con metanol. La concentracion de polifenoles en el extracto fue expresada en pg de acido galico por gramo
de peso fresco (ug AGE/g PF).

Actividad de la Polifenoloxidasa: Para la determinacion de la actividad de la polifenoloxidasa (PPO) se

pesd 5 g de papa recientemente picada, se mezcl6 con buffer fosfato de sodio 0,1 M. Se homogeniz6 a 11000

rpm por 1 minuto, se filtrd y se centrifugd a 5000 rpm durante 15 minutos. Se recolect6 el sobrenadante y.se
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agrego una alicuota sobre el catecol al 0,1%. Se mezcl6 y se procedié a leer la absorbancia a 410 nm, por
intervalos de 5 segundos durante un minuto. Se grafico el cambio en la absorbancia respecto al tiempo y se
expreso la actividad enziméatica como la pendiente de esa recta, que representa la actividad enzimatica.

Color. Para las determinaciones de color se utilizd un colorimetro Minolta modelo CR300 usando la
representacion en tres dimensiones CIE 1976 L* a* b*. Se determinaron las coordenadas cromaéticas L*:
luminosidad; a*: enrojecimiento (rojo-verde) y b*: amarillamiento (azul-amarillo). A partir de dichos
parametros se calcul6 el indice de Color (IC) segin la ecuacion (1) desarrollada por Gofii et al. (2010).

IC=a* x 1000/(L*x b*)

Analisis microbioldgico. Se realiz6 un recuento de bacterias meséfilas (MES) (Mossel y Moreno Garcia
1985) durante el almacenamiento refrigerado (dias 0, 5, 8, 12 y 15).

Andlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado, con arreglo factorial. Se realiz6 un ANOVA con
interaccién y cuando las diferencias fueron significativas (p<0,05) se realizaron comparaciones multiples de
las medias por Tukey-Cramer (0<0,05). Los valores presentados corresponden a la media de tres repeticiones
y su variacion estandar. Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente con el Software Libre R.

RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido de fenoles totales (CFT)

En la Figura 1 se muestran los resultados obtenidos del estudio del CFT durante el almacenamiento
refrigerado. Inmediatamente después del tratamiento (dia 0), las papas T1y T2 (557,15 y 633,63 ug AGE/g
PF respectivamente) presentaron un valor significativamente mayor de CFT respecto de C (38 y 56%,
respectivamente) y T (56 y 78%, respectivamente). Estos altos valores de CFT iniciales para las PMP
tratadas con AA y AC podria atribuirse a la accion reductora del AA que previene la alta degradacién de los
FT (Gil et al. 1998). Durante el almacenamiento refrigerado se observé que T1 mantuvo el CFT
relativamente constante (valor promedio de 585 pg AGE/g PF) mientras que T2 presentd una disminucién
significativa al dia 5, en relacién al dia 0, y luego se mantuvo constante (valor promedio de 552 ug AGE/g
PF).

Por su parte, tanto C como T presentaron un incremento del contenido de FT en el dia 5 de almacenamiento
(492 y 455 pg AGE/g PF, respectivamente) aunque durante todo el tiempo de almacenamiento sus valores se
mantuvieron por debajo de los de T1 y T2. El aumento en la concentracion de FT al inicio del
almacenamiento podria deberse al dafio ocasionado en el tejido, por efecto del corte.
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Figura 1. CFT (ug AGE/g PF) durante el almacenamiento a 5°C de PMP, variedad Spunta, sin tratamiento
(C), tratadas con MS (T), tratadas con 1% de AA + 0,5% de AC (T1) y tratadas con 1% de AA + 1% de AC
(T2).
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Actividad de la PPO

En la Figura 2 se muestran los resultados obtenidos del estudio de PPO durante el almacenamiento
refrigerado. Un valor mayor de la pendiente PPO significa mayor actividad enzimatica. Para cada
tratamiento, no se observaron diferencias significativas en la actividad de la enzima durante el
almacenamiento. Tampoco se obtuvieron diferencias significativas entre los distintos tratamientos, lo que
indicaria que no hay un efecto de los tratamientos en la actividad enzimatica.
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Figura 2. Pendiente de la PPO durante el almacenamiento a 5°C de PMP, variedad Spunta, sin tratamiento
(C), tratadas con MS (T), tratadas con 1% de AA + 0,5% de AC (T1) y tratadas con 1% de AA + 1% de AC
(T2).

Color

Dentro de cada tratamiento, la luminosidad de las PMP, no se vio afectada durante el tiempo de
almacenamiento pero si se observaron algunas diferencias entre tratamientos (Tabla 1). Inmediatamente
después de aplicar el tratamiento (dia 0) no se observaron diferencias entre los tratamientos pero al dia 5, las
PMP con el tratamiento T presentaron valores de L* significativamente mayores que C y T2. Durante el
resto del almacenamiento se observaron algunas variaciones menores y finalmente al dia 15 T mostré valores
mayores al resto, pero dicha diferencia solo fue significativa al compararla con las PMP T2.

Tabla 1. Valores de L* durante el almacenamiento a 5°C de PMP, variedad Spunta, sin tratamiento (C),
tratadas con MS (T), tratadas con 1% de AA + 0,5% de AC (T1) y tratadas con 1% de AA + 1% de AC (T2).

Tratamiento Dial Dia 5 Dia 8 Dia 12 Dia 15
C 65,60+4,22Aa 51,90+4,44Ac 52,25+6,35Ab  68,78+0,57Aa 62,98+0,84Aab
T 70,44+2 63Aa 76,05+0,43Aa 73,93+0,35Aa 69,36+0,61Aa  73,24+2,27Aa

T1 68,72+1,51Aa 68,74+0,76Aab 65,40+1,28Aab 66,85+0,86Aab 64,35+1,90Aab
T2 71,73+0,79Aa 58,99+6,03Abc 65,25+3,77Aab  63,12+1,76Ab  60,16+4,94Ab
Letras mayusculas iguales dentro de la misma fila indican que no hay diferencias estadisticas
(Tukey > 0,05).
Letras minusculas iguales dentro de la misma columna indican que no hay diferencias estadisticas
(Tukey > 0,05).

En la Tabla 2 se muestran los valores de IC durante el almacenamiento refrigerado. Inmediatamente después
de aplicados los tratamientos, todas las papas presentaron un valor bajo de IC, lo que indicaria una
coloracion amarillo mas palida. IC mostré una tendencia similar a la observada en el valor de L*, ya que una
disminucién del valor de L* durante el almacenamiento se traduce en un aumento del parametro IC, debido a
que en su calculo estan relacionados inversamente. Por eso, tanto T1 como T2 muestran un incremento de

IC, mientras que para el tratamiento T, la tonalidad se mantiene constante y cercana al amarillo palido

(1Cprom=2,58) durante todo el tiempo de almacenamiento. En las papas C, IC muestra tendencias variables 10
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que indicaria una variacion no uniforme del color, consistente con aparicion de coloracion focalizadas debido
al pardeamiento.

Tabla 2. Valores del parametro IC durante el almacenamiento a 5°C de PMP, variedad Spunta, sin
tratamiento (C), tratadas con MS (T), tratadas con 1% de AA + 0,5% de AC (T1) y tratadas con 1% de AA +

1% de AC (T2).
Tratamiento Dia 1l Dia 5 Dia 8 Dia 12 Dia 15
C 3,60+0,73Aa 6,24+1,11Aa 7,27+2,18Aa  3,41+0,10Ab 4,24+0,44Aab
T 2,51+0,10ABa 2,31+0,12Ba 2,27+0,04Ba 2,99+0,20Ab 2,84+0,22ABb
T1 2,30£0,15Ba 3,39+0,21ABa  3,87+0,60Aa  4,46+0,25Aa 4,40+0,23Aab
T2 2,20+0,12Aa 6,08+1,71Aa 4,42+091Aa  5,16+0,25Aa 5,71+0,85Aa
Letras mayusculas iguales dentro de la misma fila indican que no hay diferencias estadisticas
(Tukey = 0,05).
Letras mindsculas iguales dentro de la misma columna indican que no hay diferencias estadisticas
(Tukey > 0,05).

Analisis microbiol6gico

No se observaron diferencias notables en el recuento de MES entre tratamientos (Figura 3). Es importante
resaltar que adn en el tiempo 0, tanto las PMP sin tratamiento antioxidante (C) como las PMP
inmediatamente después de haber aplicado los tratamientos (T, T1 y T2) presentaron recuentos elevados
(superiores a los maximos permitidos) de hecho, el valor promedio de MES de todas las muestras fue 7,27
log UFC/100 g PF. Estos resultados demuestran que resulta necesario realizar una modificacion en la etapa
de desinfeccion previa al procesamiento minimo que sea mas eficiente y permita obtener recuentos iniciales
mas bajos. Durante el almacenamiento, en general, los recuentos se incrementaron en todos los tratamientos,
alcanzando luego de 15 dias valores similares entre si y superiores a 9 log.

= =
=2

MES (logUF C/gPF)

~0-C -k-T —4-Tl ——T2

4 T T T T T 1
6 9 12 15

Tiempo de Almacenamiento {dias)

Figura 3: Recuentos de MES (log UFC/g PF) durante el almacenamiento a 5°C de PMP, variedad Spunta,
sin tratamiento (C), tratadas con MS (T), tratadas con 1% de AA + 0,5% de AC (T1) y tratadas con 1% de
AA + 1% de AC (T2).

CONCLUSIONES

Cabe destacar el notable incremento en el contenido de fenoles totales de las papas tratadas con antioxidantes
naturales respecto de las C y T, sin afectar significativamente el color de los bastones por lo que se puede
deducir que la calidad sensorial no se veria modificada en gran medida. Esto sera verificado en una etapa
posterior de este estudio donde esta previsto el desarrollo de un analisis sensorial tanto de los PMP de papa
durante su vida en anaquel a 5°C, como del producto listo para consumir, sometido a un proceso de fritura

previo. Con respecto al estudio microbioldgico, si bien los recuentos observados fueron altos, estos no”
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podrian atribuirse a los tratamientos con agentes antioxidantes ya que se observaron valores elevados desde
el tiempo 0. Por lo tanto, dicho resultado podria deberse a una desinfeccion no eficiente previo a los
tratamientos, por lo que en un ensayo posterior se plantearan nuevas estrategias de desinfeccion. Como
conclusion, se puede afirmar que tratando las papas con soluciones antioxidantes de AA y AC se puede
mejorar su calidad nutricional (en particular el CFT) sin afectar el color, ni la calidad microbioldgica.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue formular una bebida fermentada con leche de soja con el agregado de
Lactobacillus casei (ATCC-393) soportado en una matriz vegetal de calabaza (PC con L. casei) utilizando la
metodologia de superficie de respuesta. Se evalud la viabilidad del probiético, la capacidad de retencién de
agua (WHC), la textura y el color de la bebida fermentada. Los resultados demostraron que los distintos
niveles del PC con L. casei y el porcentaje de sélidos solubles de la leche de soja (%SS) afectaron
positivamente la WHC vy la firmeza de la bebida fermentada. La diferencia entre el recuento viable inicial y
final de L. casei fue negativamente afectada por la concentracion del PC con L. casei. El &ngulo de tono y la
luminosidad fueron positivamente afectados por el %SS, mientras que, la cromaticidad y b* fueron
positivamente afectados por el PC con L. casei. La funcion deseabilidad sugiri6 una formulacion 6ptima para
la bebida fermentada conteniendo leche de soja con 12,5 °Brix y PC con L. casei al 0,1% como la mejor
combinacion de estos componentes. La bebida se caracterizO por presentar un recuento viable de L.
casei>108 UFC/mL, WHC >80%, firmeza 0,00115+0,0003 MPa, y valor de a* 9,12+0,04.

Palabras clave: subproductos vegetales, bebida fermentada, Lactobacillus casei, alimento probi6tico

ABSTRACT

The aim of this study was to formulate a fermented soy milk beverage with the addition of Lactobacillus
casei (ATCC-393) supported in a vegetable matrix pumpkin (PC with L. casei) using response surface
methodology. The viability of probiotic, water holding capacity (WHC), texture and color of the fermented
beverage was evaluated. The results showed that different levels of PC with L. casei and the percentage of
soluble solids in soy milk (%SS) positively affected the WHC and the firmness of the fermented beverage.
The difference between the initial and final viable count of L. casei was negatively affected by the
concentration of PC with L. casei. The hue angle and brightness were positively affected by the %SS. While
the chromaticity and b* were positively affected by the PC with L. casei. The desirability function suggested
a fermented beverage containing soy milk with 12.5 °Brix and PC with L. casei 0.1% as the best combination
of these compounds. The beverage was characterized by a viable L. casei count >10® CFU/mL, WHC >80%,
firmness 0.00115+0.0003 MPa, and a value of a* 9.12 + 0.04.

Keywords: vegetable byproducts, fermented beverages, Lactobacillus casei, probiotic food

INTRODUCCION

Los microorganismos probioticos son generalmente vehiculizados en matrices de alimentos lacteos, siendo el
yogur el alimento probi6tico mas popular (Mishra Pandey y Mishra 2015). Actualmente existe una demanda
creciente de alimentos probi6ticos no lacteos por parte de personas intolerantes a la lactosa o proteinas
lacteas, dislipémicos, o personas con nuevos habitos alimentarios como los veganos o vegetarianos (Ferragut
et al. 2009).

La leche de soja es considerada una fuente de proteinas de alto valor bioldgico, no contiene colesterol ni
lactosa y contiene acidos grasos poliinsaturados (Icier et al. 2015). El proceso de fermentacién de un
producto a base de leche de soja es similar al de leche de vaca en la elaboracion de yogur (Ferragut et al.
2009). Los productos fermentados a base de soja pueden proveer beneficios adicionales al consumidor
debido a propiedades funcionales tales como hipocolesterolémico, anticolesterolémico, antiaterogénico, y
alergenicidad reducida (Donkor et al. 2007, Mishra Pandey y Mishra 2015). Desde un punto de vista
tecnologico, estos productos presentan baja tasa de acidificacion y de crecimiento de los microorganismos

adicionados, lo cual incrementa el tiempo de fermentacion (Mishra Pandey y Mishra 2015). En general, el -

tiempo para reducir el pH a 4,5 requiere de 10 0 mas horas a 37°C (Champagne et al. 2009). En cuanto a la”
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estabilidad fisica durante el almacenamiento, esta propiedad es de particular interés en productos lacteos por
su impacto en la aceptabilidad por parte de los consumidores dado que esta relacionada a su apariencia. Una
de las estrategias mas utilizadas por la industria alimenticia para prevenir la sinéresis es a través del
incremento en el contenido de sélidos o la adicion de estabilizantes (Granato et al. 2010).

Con respecto al recuento de bacterias probioticas, de acuerdo a la regulacion local vigente, para que un
producto sea considerado probidtico al momento de su consumo debe contener un recuento de células
probiéticas >10° UFC/mL (ANMAT, 2011).

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar el efecto del porcentaje de sélidos solubles de la leche de
soja y del agregado de Lactobacillus casei (ATCC-393), soportado en una matriz vegetal formulada a partir
de subproductos de calabaza, sobre la viabilidad del probiético, la capacidad de retencién de agua, la textura
y el color en la obtencion de una bebida fermentada

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la matriz vegetal utilizada como soporte e inoculacion con Lactobacillus casei

Para la obtencidén de la matriz vegetal inoculada con L casei (PC con L. casei) se utilizd6 un proceso
optimizado y detallado previamente por los autores Genevois et al. (2016). a 10 g de subproducto de
calabaza (Cucurbita moschata Duchesne ex Poiret) deshidratados al vacio conteniendo céascara y pulpa
(70:30, p/p) (Martin Christ Alpha 1-4, Alemania) se le adiciond 100 mL de agua destilada. La mezcla fue
esterilizada a 121°C durante 15 min. Luego, se adicion6 1 mL de caldo conteniendo una suspensién de L.
casei (1,5-2 log (UFC/mL), e inmediatamente se llevé a incubacion a 37°C con agitacion orbital durante 24
h. El subproducto de calabaza tratado e inoculado fue centrifugado a 6°C a 10.000 rpm durante 15 min, el
pellet fue lavado con solucion fisiologica y posteriormente secado al vacio a 25°C a 4,5 Pa durante 24 h.
Finalmente, el pellet seco fue molido, tamizado con una malla de acero inoxidable de tamafio de poro <840
um y almacenado a temperatura ambiente.

Preparacion de la leche de soja

Aproximadamente 250 g de semillas de soja (Glycine max) se mezclaron con 250 ml de agua potable,
dejandolas en remojo a 25°C durante por 18 h. Luego, las semillas hidratadas fueron trituradas con un
procesador manual (Modelo D-56, Molinex, Argentina) hasta obtener una mezcla homogénea. Se adiciond
1.250 mL de agua y se llevo a ebullicién durante 30 min con agitacion constante. La mezcla se filtr6 a través
de una gasa fina, separando el residuo sélido (okara) de la leche. Para obtener leche de soja con distintas
concentraciones de sélidos solubles se utilizo un rotavapor (Modelo R-124, BUCHI, Alemania) conectado a
un bafio térmico (Modelo B-840, BUCHI, Alemania), las condiciones de evaporacion fueron de 70°C y 20
rpm.La leche a base de soja se almacend a 4°C sin la adicion de conservantes durante 3 dias, hasta su
utilizacion para la preparacion de la bebida fermentada.

Preparacion de la bebida fermentada a base de leche de soja

Para la preparacion de la bebida fermentada tipo yogurt, a ~35 mL de leche de soja con distintos niveles
solidos solubles (6-16 °Brix) se le adicion6 esencia artificial de frutilla (1% (p/v; Sensaciones, Prindal,
Argentina), pulpa de frutilla (10% p/v; Bahia Regional Trade S.A., Argentina), y edulcorante natural a base
de estevia (1% p/v; Hileret Stevia, Argentina). Inmediatamente, todas las muestras fueron esterilizadas a
121°C durante 15 min y rapidamente enfriadas en bafio de agua/hielo a 0°C. Seguidamente, se procedi6 con
la incorporacién de PC con L. casei (0,1-3,0%; p/v), segn los niveles propuestos de la metodologia de
superficie de respuesta (MSR) (Tabla 1), y se realizé una homogeneizacion a una velocidad de 9.500 rpm
durante 30 seg (T25 Ultra-Turrax® IKA, China). Posteriormente, las muestras obtenidas fueron incubadas a
37°C con agitacion orbital a 60 rpm durante 20 h.

Caracterizacion fisico-quimica

El pH fue determinado con un electrodo combinado de vidrio Ag°/AgCl conectado a un pH metro (Cole-
Parmer, USA).

El porcentaje de solidos solubles se determind utilizando un refractometro portatil con compensacion
automética de temperatura (Modelo RHB-32, Cole-Parmer, China). Los resultados se expresaron en
porcentaje de sélidos solubles (°Brix).

Determinacion de la viabilidad de L. casei

El recuento de células viables se realizd por recuento en profundidad mediante diluciones seriadas de agua

peptona al 0,1% (p/v) (Biokar Diagnostics, Francia). Alicuotas de 0,1 mL de muestra fueron plaqueados en

profundidad en agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Biokar Diagnostics, Francia) seguidas de incubacién”
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a 37°C durante 72 h. El incremento en la viabilidad de L. casei se expresé como la diferencia entre el
recuento inicial y final (AUFC) en la bebida.

Estabilidad fisica a corto plazo

Aproximadamente 2 g de muestra fueron colocados en un eppendorf de 2,5 mL e inmediatamente llevados a
incubacion a 37°C durante 20 h. Una vez finalizado el proceso de fermentacidn, las muestras fueron
refrigeradas a 8°C y luego se determind la capacidad de retencion de agua (WHC). Las muestras se
centrifugaron a 6°C a 5.000 rpm durante 40 min, el sobrenadante fue cuidadosamente removido y el pellet
fue pesado (Granato et al. 2010). La WHC se expreso en porcentaje, utilizando la Ecuacion 1:

Pesojnicial—PesOfinal

WHC (%) =

x 100 @)

Pesojnicial

Evaluacion del color

La medicion instrumental del color se realizé en el espacio CIE lab con un colorimetro (Minolta Co. Ltd.,
Japén), bajo el iluminante D65 y con un &ngulo de observacion de 2°. La luminosidad (L*) se utiliz6 para
cuantificar la oscuridad/claridad (0-100), la coordenada a* para determinar el rojo/verde (+98,233; -86,183),
y la coordenada b* para el amarillo/azul (+94,478; -107,857). A partir de los parametros a* y b* se calcul6 el
valor de chroma (Chr) (Ecuacion 2), y el angulo de tono (Ecuacion 3):

Chr = /(a*? + b*?)(

‘ b
Angulo de tono = arco tangente prc)

Textura de la bebida

La textura se evalué mediante un ensayo de puncién utilizando una méaquina universal de testeo Instron
(Modelo 3345, USA) equipada con una celda de carga de 100 N. Una punta de acero inoxidable fue
introducida en la muestra a una velocidad de 5 mm/seg hasta lograr una deformacion del 70%. En cada
ensayo se registraron las curvas de esfuerzo (o) (Ecuacion 4) en funcion de la deformacion (&) (Ecuacion 5)
y a partir de estos datos se calcul6 la firmeza como el cociente entre o/ (MPa).

Fuerza (N)
Area de la muestra (mm?2) @

c (MPa) =

Desplazamiento de la punta (mm)

e (%) = X 100

altura inicial de la muestra (mm)

Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizé un disefio central compuesto de dos factores (PC con L. casei y %SS), con cuatro niveles (-2; -1;
+1; +2) y puntos centrales, utilizando la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para evaluar el efecto
de los factores estudiados sobre las variables respuestas: Delta UFC, capacidad de retencion de agua, firmeza
y angulo de tono. Los niveles propuestos para cada factor se determinaron en ensayos previos, los niveles
establecidos para el PC con L casei fueron 0,1; 0,8; 1,5; 2,3y 3 g/100 mL de leche de soja, y para el %SS en
la leche a base de soja fueron de 4; 6,5; 9,0; 11,5 y 14,0 °Brix. Los valores decodificados y codificados se
detallan en la Tabla 1. El punto central del disefio (0,0) se realizd por triplicado para calcular la
reproducibilidad del método.

Los datos experimentales se ajustaron a una funcion polindmica de segundo grado (Ecuacion 6):

¥ = By + B;X; + ByX, + B11X4% 4+ ByyX,? + B1oX X5

Donde, W es la variable dependiente, X; y X» son las variables independientes; By es el valor de la respuesta
ajustada en el punto central del disefio; B1 y B, son los coeficientes de regresion lineal; Bi1 y B2 son los
coeficientes de regresion cuadratico; y Bi, es el coeficiente de interaccion entre las variables independientes.
Esta ecuacion permite evaluar los efectos de los términos lineales, cuadraticos y de interaccion de las
variables independientes sobre las variables dependientes seleccionadas (Montgomery 2008).
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La significancia estadistica de los coeficientes de los términos de las ecuaciones de regresion para cada
respuesta se analizd con un analisis de la varianza (ANOVA), considerando significativo un p<0,05 con un
nivel de confianza del 95%. La adecuacion del modelo se evaluo a través del coeficiente de determinacion
(R?), el R? ajustado y la prueba de falta de ajuste. La funcién deseabilidad se utilizd para optimizar
simultdneamente varias respuestas (Barros et al. 2003). Por Gltimo, para validar el poder de prediccion de las
ecuaciones, los datos experimentales de la formulacion optimizada con diferentes proporciones de las
variables independientes se compararon con los obtenidos experimentalmente a partir del disefio.

También se estudid el coeficiente de correlacion de Pearson entre variables respuestas. El analisis de los
datos, generacién de superficies de respuesta, correlacidon y analisis estadistico de los resultados se llevé a
cabo con el programa Statgraphics Centurion XV (V 2.15.06, 2007, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Viabilidad del probiético, estabilidad fisica, texturay color de la bebida fermentada no lactea

Los resultados de la viabilidad del L. casei, pH, capacidad de retencién de agua (WHC) y firmeza se detallan
en la Tabla 1, mientras que, los coeficientes de regresion de los factores del PC con L. casei y concentracién
de sélidos solubles de la leche de soja (%SS) se resumen en la Tabla 3.

Antes de iniciar el proceso de fermentacién, los sistemas estudiados presentaron un pH inicial de 6,1+0,3 y
luego de 20 h de incubacion a 37°C, el pH se redujo en todas las muestras registrandose valores entre 4,5-
4,9. El recuento viable de L. casei presentd valores entre 9,45-10,05 log (UFC/mL bebida fermentada),
cumpliendo con la normativa vigente (ANMAT 2011).

El incremento en la viabilidad del L. casei (AUFC) fue afectado negativamente (p<0,05) por el término lineal
del PC con L. casei. Ademas, el término cuadratico del mismo fue positivo y significativo (p<0,05) sobre el
AUFC, lo cual significa que la funcion tiene un valor minimo. El coeficiente del término interaccion entre las
variables independientes, resulto ser antagonico y significativo (p<0,05). La Figura 1 A ilustra el efecto de
la concentracion del PC con L. casei y del %SS sobre el AUFC, donde se puede observar que para el nivel
mas bajo del PC con L. casei se obtiene mayor AUFC a medida que incrementa el %SS, esta tendencia se
revierte a concentraciones altas del PC con L. casei. Mayores concentraciones del PC con L. casei,
representan mayores concentraciones de UFC iniciales, y consecuentemente, menor "JUFC. Por otro lado, en
estas condiciones el incremento del %SS, tiende a reducir el pH del medio, afectando negativamente el
crecimiento del probidtico. En cambio, cuando se parte de bajas concentraciones iniciales de PC con L.
casei, los SS podrian ser utilizados como fuente de carbono y energia para incrementar la biomasa, lo que
explicaria la interaccion antagdnica entre el PC con L. casei y el %SS.

La sinéresis se conoce como la expulsion de agua de un gel, y se percibe visualmente en los productos como
agua superficial. La capacidad de retencion de agua (WHC) es una herramienta Gtil para describir la
habilidad de una matriz alimenticia de retener el agua libre cuando se aplica una fuerza exterior, y por ello
algunos autores la utilizan como medida indirecta e inversa para el control de la sinéresis (Granatoet al.
2010). Las muestras presentaron valores de WHC entre 72,3+2,3 y 91+1%, demostrando que mas del 70%
del agua estuvo atrapada en la red tridimensional de gel de la bebida fermentada (Tabla 1). Se puede
observar que la WHC fue afectada positivamente (p<0,05) por los términos lineales del PC con L. casei y el
%SS, siendo esta Ultima variable independiente la de mayor efecto en el diagrama de Pareto. Por lo tanto, se
espera que la presencia de SS ejerza el mayor efecto sobre la WHC en la formulacion de la bebida. En la
Figura 1 B se muestra el efecto de las variables independientes sobre la estabilidad fisica de la bebida, donde
se puede observar que a medida que se incrementa el PC con L. casei y el %SS aumenta la WHC, siendo
mayor el efecto aportado por los SS. La muestra 4 del disefio, con el menor nivel de SS, present6 el valor
mas bajo (p<0,05) de WHC, mientras que, la muestra 9, con el mayor nivel de SS, mostro el valor mas alto
(p<0,05) de WHC (Figura 2). El aumento de la concentracion de SS en la bebida podria estar relacionado
con el incremento en el contenido proteico aportado por la leche de soja, lo cual esta directamente asociado
con la formacion del gel (Ferragut et al. 2009).

En el yogurt, la firmeza est4 directamente relacionada con el contenido total de solidos y proteinas lacteas.
Un incremento en el contenido proteico favorece el grado de entrecruzamiento entre las proteinas, dando
como resultado un gel de estructura mas densa y rigida (Mishra Pandey y Mishra 2015). En las bebidas
fermentadas la firmeza incrementd (p<0,05) con el aumento del %SS y del PC con L. casei (Figura 1 C).

Segun el diagrama de Pareto, el mayor efecto sobre la firmeza fue causado por el %SS, lo cual puede

explicarse por el incremento en el contenido proteico. Sin embargo, el coeficiente del término cuadratico del -
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%SS ejercio un efecto negativo (p<0,05) sobre la firmeza del producto, lo que significa que existe un %SS
gue tendra el maximo valor de firmeza, dentro del rango ensayado. Si bien, el incremento en los SS esta
directamente relacionado a un incremento en el aporte proteico, se observé una mayor firmeza de la bebida
fermentada en los niveles centrales del factor SS, posiblemente porque existe un limite de sélidos y proteinas
gue pueden interaccionar en la red de gel (Tabla 1, Figura 1 C).

Con respecto al color de la bebida fermentada, se pudo observar que tanto el término lineal del PC con L.
casei como el %SS afectaron positivamente (p<0,05) el angulo de tono, siendo el PC con L. casei el que
mayor efecto ejercid sobre este parametro. Como se observa en la Figura 1 D, a medida que se incrementa el
contenido de PC con L. casei incrementa el &ngulo de tono, y esto se traduce como un aumento en el tono
amarillo (90°), mientras que, los niveles mas bajo del PC con L. casei presentan un angulo de tono menor
que se asocia a un tono rojo (45°). En consecuencia, con estos resultados, se observo una correlacion
negativa entre la coordenada a* y el angulo de tono (coeficiente de correlacionde Pearson, -0,84; p=0,0023),
lo cual confirma la premisa anteriormente expuesta. Por ejemplo, la muestra 6 del disefio con el menor nivel
del PC con L. casei fue la que menor valor de angulo de tono presenté (Tabla 2, Figura 2). La cromaticidad
(Chr), que se refiere a la intensidad del color, fue afectada positivamente (p<0,05) por el término lineal del
PC con L. casei. En la Figura 1 D se puede observar que a medida que se incrementa el PC con L. casei se
intensifica el color de la bebida. El aumento en el valor de Chr esta asociado al incremento en el color
amarillo de la bebida resultante, y este hecho, se confirma por la correlacion significativa y positiva entre la
coordenada b* y Chr (coeficiente de correlaciénde Pearson, 0,97; p=0,001). Por ejemplo, el valor de Chr
mas alto entre los sistemas del disefio se observo en la muestra 11 (Tabla 2, Figura 2). En cuanto a la
luminosidad (L*), este parametro fue afectado positivamente (p<0,05) por el %SS. Como se observa en la
superficie de respuesta (Figura 1 E), en general cuando incrementa el %SS incrementa el valor de la L* en
la bebida. Por ejemplo, la muestra 4 del disefio con el menor nivel de SS (6 °Brix) present6 el menor valor de
L*, y en consecuencia, el mayor valor de a*, mientras que, el sistema 7 con el mayor nivel de SS (16 °Brix)
presentd el valor més alto de L* y el menor valor de a* (Tabla 2, Figura 2).

Los valores obtenidos para las variables respuestas de los puntos centrales del disefio experimental, en
general, no presentaron diferencias significativas (p=>0,05). Sin embargo, se observé una leve pero
significativa (p<0,05) diferencia en los valores de las respuestas del color. Estas diferencias no afectaron los
coeficientes de determinacion y, en consecuencia, el analisis del disefio de la MSR (Granato et al. 2010)
(Tabla 2).

El modelo polinomial de segundo grado ajustado a las variables AUFC, WHC, firmeza, angulo de tono,
chroma y L*, presento coeficientes de determinacion >93% y coeficientes de determinacion ajustados >86%.
Por otro lado, se observo falta de ajuste con valores de p>0,05 y el estadistico DW presentd valores >1,
confirmando la ausencia de autocorrelacién serial en los residuos. Todo ello demuestra que los modelos
propuestos son adecuados para describir la variabilidad de las respuestas estudiadas (Tabla 2) y por lo tanto,
para obtener ecuaciones de prediccion y rango del disefio experimental (Tabla 3). En general, los signos de
los coeficientes de regresion coincidieron con los de los efectos observados en el diagrama de Pareto.
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Tabla 1, Matriz del disefio experimental con las variables independientes y respuestas estudiadas para la
optimizacién de la formulacion de una bebida fermentada no lactea.

Variables
Independientes

Muestras Solidos PC con

solubles ! L. casei®
*1 0 11 0 05425
2 -1 85 1 0,7969
3 -1 85 -1 10,2889
4 -2 6 0 0,5425
5 1 135 -1 0,2880
6 0 11 -2 0,0357
7 2 16 0 05433
*8 0 11 0 0,5425
9 1 135 1 0,7965
*10 0 11 0 05425
11 0O 11 2 1,0503

4,87+0,05°%
4,71+0,05"
4,72+0,05"
4,52+0,05
4,900,059
4,98+0,05"
4,95+0,059"
4,82+0,05%f
4,79+0,05%%
4,77+0,05%
4,67+0,05

0,69+0,03¢%
0,88+0,07¢%
0,73+0,03¢%
0,89+0,01°¢
0,41+0,06%
2,070,049
1,3+0,3f
0,65+0,07°¢
0,33+0,022
0,7+0,1«
0,58+0,05

WHC 3

82,3+0,7¢%
80,6+0,9%
76,5+0,5°
72,3+2,3?
84,6+0,2°
80,36+0,02°
89,1+0,2
83,4+1,8c%
91+1f
83+5¢de
8420

Variables Respuestas

Firmeza 4

0,00204+0,00008°
0,0014+0,0001°
0,0008+0,0001°

0,00043+0,00008%

0,00205+0,00006°
0,0012+0,0003"
0,0026+0,0002°
0,0023+0,0002%
0,0038+0,0003f
0,0023+0,0001°%
0,0026+0,0003°

* Sistemas centrales del disefio experimental; 1 Solidos solubles (°B); 2 Niveles de PC con L. casei
agregadas a 35 mL de leche de soja; 3 WHC (%); 4 firmeza (MPa).Letras diferentes entre filas para una
misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) con un nivel de confianza del 95,0%.

Tabla 2, Matriz del disefio experimental con las variables independientes y respuestas de color para la
optimizacién de la formulacion de una bebida fermentada no lactea.

Variables g
Independientes Variables Respuestas de Color
Solidos PC con .
MUEStras  coluples? L. casei® b* Aqglrjllg’gde Chroma
*1 0 11 0 05425 7,5480,6 17,0+0,9 ¢ 6613 18,6+0,5°¢ 53+1°
2 -1 85 1 0,7969 9,18+0,019  19,84+0,04" 65,21+0,05° 21,85+0,03" 50,30,3"
3 -1 85 -1 0,2889  10,9+0,1" 11,29+0,02°  458+0,4°¢  15,75+0,08¢ 50,92+0,06"
4 2 6 0 05425 11,29+0,04" 16,24+0,08¢ 55,240,227 ¢ 19,78+0,05¢  47,57+0,08°
5 1 135 -1 10,2880 6,7+0,2 13,1+0,3 ¢ 63+1° 14,7+0,2° 54,71+0,06°
6 0 11 -2 0,357 9,12+0,04° 7,50+0,02 ¢ 39,440,057  11,80+0,05% 53,57+0,03°
7 2 16 0 05433 4,9+0,2° 18,5+0,2 ¢ 75,2+0,7 ¢ 19,1+0,1f 56,4+0,4¢
*8 0 11 0 05425 57740041 17,5+0,1f 68+1 @ 18,4+0,1°¢ 54,4+0,3¢
9 1 135 1 0,7965 4,5+0,2 2 21,4+0,21 78,1+0,4 " 21,8+0,3" 55,0+0,4¢
*10 0 11 0 10,5425 6,7+0,1°¢ 16,40+0,01 ¢ 67,8+0,42 17,72+0,05¢  53,58+0,06°
11 0 11 2 11,0503 5,3+0,2 ¢ 23,8+0,6! 77,4+0,7" 24,4+0,5' 53,0+0,1°

* Sistemas centrales del disefio experimental; 1 Sélidos solubles (°B); 2 Niveles de PC con L. casei

agregadas a 35 mL de leche de soja. Letras diferentes entre filas para una misma columna indican diferencias
significativas (p<0,05) con un nivel de confianza del 95,0%.
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Figura 1 Superficies de respuesta de las variables respuesta A) Crecimiento de L. casei (AUFC), B)
Capacidad de retencion de agua (WHC), C) Firmeza, D) Angulo de tono, E) Chroma, y F) Luminosidad.

Tabla 3 Coeficientes de las ecuaciones de regresion correspondientes a los parametros evaluados sobre el
producto.

Coeficientes de regresion

Coeficientes Firmeza AU EE Chroma Luminosidad
tono
(MPa) ©)
Constante -0,23 53,45 -0,0027 -14,48 19,01 37,73
A: PC con L. casei 2,40 * 091~* -0,0019 * 96,86* 10,01* -2,48
B: %SS 0,09 3,39 * 0,00064 * 6,03* -1,28 2,15*
AA 2,53 * -4,24 -0,0013 -38,44 -0,60 -1,45
AB -0,59 * 0,84 0,00046 -1,71 0,29 0,32
BB 0,012 -0,097 -0,000028 * -0,13 0,048 -0,066
R? 98,7 95,7 94,5 97,0 99,6 97,6
R? ajustado 96,6 91,4 88,9 93,4 99,01 95,2
Falta de ajuste 0,21 0,10 0,15 0,47 0,07 0,80
DW 2,63 2,34 1,82 1,69 1,62 1,94
* Efecto significativo (p<0,05) con un nivel de confianza del 95%.
R2: coeficiente de determinacion (%); R?ajustado: COEficiente de determinacion ajustado. PC con L. casei:
polvo de calabaza conteniendo L. casei; %SS: porcentaje de sélidos solubles de la leche de soja. A, B:
términos lineales; AA, BB: términos cuadraticos; AB: término interaccion. . /
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Figura 2, Muestras de las bebidas fermentadas tipo yogurt del disefio experimental.

Optimizacion de la bebida fermentada no lactea

Una vez que se corroboré la similitud entre los valores predichos a partir del modelo polinomial de segundo
grado y los valores experimentalmente obtenidos en el disefio experimental, se procedi6 a realizar la
optimizacidn de varias respuestas en simultaneo a través de la funcién deseabilidad. Para ello, se optimizaron
las variables dependientes: firmeza, WHC y coordenada a* del color, obteniendo un valor de deseabilidad de
0,7.

La combinacion éptima de PC con L. casei y %SS maximizando las variables respuestas fueron: leche de
soja con una concentracion de solidos solubles de 12,5 °Brix y una concentracion de PC con L. casei de
0,1% (p/v). La formulacién optimizada del producto resultd similar a la muestra 6 del disefio experimental.
A partir de la formulacion optimizada, se prepar6 un nuevo lote de producto con el objetivo de corroborar los
resultados obtenidos estadisticamente en las ecuaciones de prediccion con los valores obtenidos
experimentalmente. La formulacion optimizada present6 una firmeza de 0,00118+0,00006 MPa coincidiendo
con el valor obtenido estadisticamente (0,001012 MPa). Mientras que, los valores de la WHC vy la
coordenada a* fueron menores a los obtenidos a partir del ajuste al modelo, mostrando valores
experimentales de 73,1+0,4% y 2,41+0,4, respectivamente. Los valores de WHC y a* predichos
estadisticamente fueron 81,3% y 8,47, respectivamente. La diferencia entre los valores estadisticos y los
experimentales podria estar asociada al hecho de que para la elaboracién de la formulacion optima de la
bebida fermentada se utilizé un nuevo lote de semillas de soja y/ o con el proceso de escalado efectuado.
Cabe sefialar que los sistemas del disefio central compuesto se elaboraron partiendo de 35 mL de leche de
soja, mientras que cuando se elabord el sistema 6ptimo se utilizaron 500 mL, vale decir mas de un orden de
magnitud respecto a lo originalmente ensayado. La idea fue elaborar material suficiente para mas ensayos.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que para formular una bebida fermentada a base de
soja no lactea la mejor combinacién de %SS de la leche de soja 'y del PC con L. casei fue de 12,5° y 0,1%
p/v respectivamente. Las ecuaciones de prediccion obtenidas pueden resultar de utilidad para el desarrollo de
futuras formulaciones.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar las propiedades fisico-quimicas y funcionales del
subproducto de calabaza y analizar el efecto de la incorporacién de Lactobacillus casei sobre sus
propiedades. El subproducto de calabaza tratado fue inoculado con una suspension de L. casei, seguido de un
proceso de incubacion, secado bajo vacio y tamizado para obtener finalmente un polvo con un tamafio de
particula < 840 um (PC con L. casei). El recuento viable del probiético en el PC con L. casei fue >10°
UFC/g. La presencia del probiético redujo la capacidad de hidratacion y de absorcion de aceite en el PC con
L. casei respecto del PC sin inocular (control). La fraccion del residuo insoluble en alcohol (AIR) fue menor
en el PC con L. casei comparado con el control. La caracterizacion quimica del AIR del PC con L. casei
presentd mayor contenido de proteinas respecto al control, mientras que, el contenido de lignina, celulosa,
polisacéridos no celuldsicos y &cidos urdnicos no se modifico significativamente. A partir de los resultados
se concluyé que la inoculacién con bacterias probiéticas del subproducto de calabaza no altera
sustancialmente sus propiedades funcionales y fisico-quimicas y ademas, las propiedades nutricionales de la
fraccién rica en fibra dietaria no resultaron modificadas. Estos resultados indicaron que el subproducto de
calabaza puede ser considerado como una potencial matriz soporte para el Lactobacillus casei.

Palabras clave: probiéticos, subproductos vegetales, cucurbitaceas, fibra dietaria.

ABSTRACT

The objective of this study was to characterize the physico-chemical and functional properties of the
byproduct of pumpkin and analyze the effect of the addition of Lactobacillus casei on their properties. The
pumpkin by product was inoculated with a suspension containing L. casei, followed by an incubation
process, dried under vacuum and sieved to finally obtain a powder with a particle size < 840 um (PC L.
casei). The viable count of probiotic in the PC L. caseiwas > 10° CFU/g. The presence of L. casei decreased
the hydration capacity and oil absorption of the PC L. casei respect to the PC without inoculation (control).
The alcohol-insoluble residue (AIR) was lower (p<0.05) in the PC L. casei compared with the control. The
chemical characterization of the AIR in the PC L. casei presented higher (p<0.05) protein content respect to
the control. While the lignin content, cellulose, non-cellulosic polysaccharides and uronic acids were not
significantly (p=>0.05) modified. It was concluded that the inoculation of pumpkin byproduct with probiotic
bacteria does not substantially alter its functional and physicochemical properties. Besides the nutritional
properties of the dietary fiber rich fraction were not modified. These results indicated that pumpkin
byproduct can be considered as a potential support matrix for Lactobacillus casei.

Keywords: probiotics, vegetables byproducts, cucurbitaceae, dietary fiber.

INTRODUCCION

La actividad agropecuaria e industrial genera grandes cantidades de residuos, siendo su disposicion final
como abono, fertilizantes o para la produccion de bio-diesel (Muller-Maatsch et al. 2016). Estos residuos
agro-industriales podrian ser una fuente no convencional de fibra dietaria (FD). Varios autores han estudiado
las propiedades funcionales junto con la composicion quimica para el entendimiento del efecto fisiolégico de
las fibras y su utilizacion como ingredientes en la formulacion de alimentos (de Escalada Pla et al. 2007, de
Escalada et al. 2012). Incluso, autores como Guergoletto et al. (2010) y Saarela et al. (2006) han estudiado la
factibilidad de vehiculizar y estabilizar microorganismos probi6ticos utilizando fibras vegetales. Los
microorganismos probidticos deshidratados pueden encontrar diferentes aplicaciones en la industria

alimenticia, se pueden mezclar con otros ingredientes secos como por ejemplo cereales, o se pueden utilizar *
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como starter de procesos de fermentacion. Los polvos deshidratados tienen la ventaja de que se pueden
comercializar en distancias largas dado que son livianos y facil de transportar ademas, los costos por la
cadena de frio se reducen drasticamente (Foerst et al. 2012, Santivarangkna 2016). Sin embargo, cuando los
polvos deshidratados a su vez contienen microorganismos probidticos, éstos deben tolerar los procesos de
elaboracion y permanecer viables en un recuento >10%g al momento de su consumo para garantizar el efecto
benéfico en el consumidor (Tripathi y Giri, 2014). Recientemente, se pudieron evaluar las ventajas que
resultan de la utilizacion de subproductos de calabaza como sustrato/soporte de L. casei (Genevois et al.
2016).

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la presencia de Lactobacillus casei sobre las
propiedades fisico-quimicas y funcionales de un polvo a base de residuos de calabaza.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del in6culo

Los in6culos fueron preparados transfiriendo 1 mL del cultivo crio-preservado de L. casei (ATCC-393) en
30 mL de caldo MRS estéril (Biokar Diagnostics, Francia). El crecimiento celular se llevo a cabo durante 18-
20 h a 37°C con agitacion orbital (Vicking S.A., Argentina) a 45 rpm. El recuento viable de L. casei se
realizé en profundidad en agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS).

Obtencién de la matriz vegetal utilizada como soporte e inoculacion con Lactobacillus casei

Con el objetivo de obtener un lote de producto homogéneo, el subproducto de calabaza (CucuUrbita moschata
Duchesne ex Poiret) conteniendo céscara y pulpa (70:30, p/p) fue previamente triturado, secado al vacio
(Martin Christ Alpha 1-4, Alemania) durante 24 h y almacenados a -20°C hasta su utilizacién. Para la
preparacion de la muestra inoculada (PC con L. casei), ~10 g del subproducto de calabaza tratado mezclado
con 100 mL de agua destilada fue esterilizado a 121°C durante 15 min. Posteriormente, se realiz6 la
inoculacion de este sistema con 1 mL de caldo conteniendo una suspension de L. casei (1,5-2 log (UFC/mL)
y seguidamente, se procedié a la incubacién a 37°C con agitacién orbital durante 24 h. A continuacién, este
sistema inoculado fue centrifugado a 6°C a 10.000 rpm durante 15 min y el pellet obtenido fue lavado con
solucion fisiologica y secado al vacio a 25°C a 4,5 Pa durante 24 h. Finalmente, el pellet seco fue molido,
tamizado con una malla de acero inoxidable de tamafio de poro < 840 p y almacenado a temperatura de
22°C. La muestra control (PC sin inocular) se prepar6 siguiendo la misma metodologia, pero omitiendo la
etapa de inoculacion con el probiotico.

Viabilidad del Lactobacillus casei

El control de la viabilidad del probiotico se realiz6 mediante diluciones seriadas en agua peptona al 0,1%
(p/v) (Biokar Diagnostics, Francia) y recuento en profundidad en agar MRS. El recuento viable se expresé
como log (UFC/g calabaza).

Caracteristica fisico-quimica y funcionales

Todas las determinaciones se realizaron teniendo en cuenta las técnicas descriptas en trabajos previos (de
Escalada Pla et al. 2010). En todos los casos, se realizaron al menos por duplicado, partiendo de muestras
independientes, e informando en los resultados el valor promedio + desvio estandar (DE).

Densidad aparente y volumen especifico

La densidad aparente (p) y volumen especifico (v) se determinaron midiendo el volumen (V) de ~0,5 g de
muestra en una probeta de 5 mL.

La o se calculé como:

p (g/cm®) =m/Vy
El v se calculé como la inversa de p~1:

v (em®/g) = V/mg

Donde, m representa la masa de la muestra y V representa el volumen ocupado por dicha muestra.
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Actividad de agua (aw)

La aw fue determinada mediante un medidor de la actividad de agua AquaLab Serie 3 (Decagon Devices Inc.,
USA).

Capacidad de absorcion de aceite (oil-holding capacity, OHC)

Una muestra de 0,2 g se mezcl6é con 1 mL de aceite de girasol. La mezcla se dej6 en reposo a temperatura
constante de 25°C durante 18 h. Luego, se centrifug6 a 3.600 rpm durante 5 min y finalmente se descarto el
sobrenadante y se peso el pellet. La OHC se expresé como los gramos de aceite retenidos por gramo de
muestra usando la siguiente expresion:

OHC (g/g) = O/Rg)

Donde, O representa la masa de aceite retenido por la muestra y R representa la masa de la muestra.
Propiedades de hidratacion

Capacidad de hinchamiento (SC)

Se peso exactamente 0,05 g de muestra en una probeta de 5 mL. Se adicionaron 1,5 mL de agua destilada y
se dejo hidratar a temperatura controlada de 25°C durante 18 h. Luego, se midio el volumen total alcanzado
por la muestra hidratada. El pardmetro SC se calcul6 usando la expresion:

SC (ml/g) = Vy,/mgq

Donde, Vi es el volumen ocupado por la muestra hidratada y ms es el peso de la muestra.

Capacidad de atrapamiento de agua (WHC)

Se pesé exactamente 0,05 g de muestra en un tubo de vidrio con marcacion volumétrica y fondo conico. Se
adicionaron 1,25 mL de agua destilada y se dejé hidratar a 25°C durante 18 h. Luego, se dejé decantar, se
separ6 el sobrenadante y la muestra fue transferida a un filtro de vidrio fritado (Borosilicate glass, IVA,
Argentina), dejandola escurrir a presion atmosférica. Se registro el peso del residuo hidratado, y luego se
liofiliz6 durante 48 h para obtener el peso del residuo seco. La WHC se calcul6 usando la siguiente
expresion:

WHC(g/g) = (my — my)/(ms) )

Donde, myes el peso del residuo hidratado y ms es el peso del residuo liofilizado.

Capacidad de retencién de agua (WRC)

Exactamente 0,05 g de muestra fueron hidratados con 2 mL de agua destilada en un eppendorf de 2 mL, y se
dejo hidratar a 25°C durante 18 h. Luego, la muestra se centrifug6 a 4800 rpm durante 30 min, se separé el
sobrenadante, se peso el pellet himedo (W) y luego se liofiliz6 durante 48 h. Finalmente, se pesé el pellet
seco (R) y la WRC se calcul6 con la siguiente expresion:

WRC (g/g) = W/R ¢

Donde, W representa la masa de agua y R representa la masa del pellet seco.

Determinacion de la temperatura de transicion vitrea

La temperatura de transicion vitrea (Tg) de las muestras se determiné mediante calorimetria diferencial de
barrido (DSC) utilizando un equipo Mettler-Toledo 822 (Mettler-Toledo, Suiza) provisto de un sistema de
andlisis térmico STARe software version 3.1 (Mettler-Toledo). Aproximadamente 8 mg de muestra
deshidratada fue enfriada a -80°C y luego calentada hasta 140°C a una velocidad de 10°C/min; se utilizo
como referencia una capsula vacia. La Tg se consider6 en el punto medio de la temperatura de transicion. El
intervalo de confianza estimado para la temperatura fue de 2°C.

Composicién quimica

Residuo insoluble en alcohol (AIR)

La obtencidn del AIR se realiz6 segin Escalada Pla et al. (2007). ~2,0 g de muestra se mezclaron con 70 ml
de solucién de etanol (80%, v/v) y se llevo a ebullicion durante 30 min con agitacion constante. Luego, la

suspension se filtrd y el solvente se descartd. Este mismo procedimiento se volvi6 a repetir, pero con un .
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tiempo de ebullicion de 15 min. Luego, el residuo insoluble se mezclé con 50 mL de solucion de etanol
(80%, v/v) y se llevo a ebullicion durante 15 min. La suspension se filtro para separar el residuo insoluble y
el solvente se descartd. Este mismo procedimiento se repitio 2 veces. Finalmente, el residuo insoluble fue
liofilizado durante 48 h y a partir del AIR se cuantifico el contenido de &cidos urdnicos, carbohidratos totales
(no celulésicos), celulosa y lignina.

La hidrdlisis de la celulosa y polisacéridos no celulésicos en el AIR se realizé de acuerdo a de Escalada Pla
et al. (2007), por dispersion de la muestra en una solucion de &cido sulfarico al 72% (v/v) durante 3 h.
Luego, la dispersion se llevo a acido sulfarico 1M mediante la adicion de agua deionizada y se colocé en un
bafio de agua a 100°C durante 2,5 h. Finalmente la muestra fue enfriada y centrifugada, el sobrenadante se
separ0d y se neutralizé con hidroxido de sodio. El residuo se liofiliz6 para determinar gravimétricamente el
contenido de lignina.

Un segundo procedimiento se llevo a cabo, dénde se dispersé la muestra en una solucién de acido sulfarico
al 72% (v/v) e inmediatamente se afiadi6 agua desionizada hasta una concentracién de acido sulfdricol M
seguido de 2,5 h de calentamiento a 100°C. El residuo final se expres6 como celulosa + lignina, mientras
que, el sobrenadante fue constituido por polisacaridos no celuldsicos. El contenido de carbohidratos totales
se determino por el método de fenol-sulfirico usando estandar de glucosa como curva de calibraciéon (Dubois
et al. 1956).

El tercer procedimiento se realizé de igual forma que la técnica descripta en el 2% procedimiento, pero con 1
h de calentamiento a 100°C en bafio de agua. Luego de la centrifugacion, el sobrenadante se separd y
neutralizé para determinar la concentracion de acidos urénicos por el método espectrofotométrico descrito
por Filisetti-Cozzi y Carpita (1991).

Anélisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realizdO mediante analisis de la varianza con un nivel de
significancia (a) del 0,05 utilizando el programa Statgraphics Centurion XV (V 2.15.06, 2007, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades fisico-quimicas y funcionales

El PC con L. casei presenté un recuento viable >10° UFC/g, cumpliendo con las exigencias locales para que
un producto sea considerado probidtico (Codigo Alimentario Argentino 2011). Los resultados
correspondientes a las caracteristicas fisicas y funcionales del PC con L. casei se detallan en la Tabla 1. Con
propdsitos comparativos, también se incluyen valores obtenidos en fracciones ricas en fibra dietaria de
distintas fuentes vegetales reportados por otros autores. La densidad aparente (") y el volumen especifico (v)
no presentaron diferencias significativas entre el PC con L. casei y la muestra control. De acuerdo a los
resultados reportados en otras fracciones ricas en fibra obtenidas a partir de calabaza, membrillo y durazno,
la [111de las muestras analizadas fue mayor, mientras que, el v resulté menor (de Escalada Pla et al. 2007,
2010, 2012). Esto podria estar relacionado con el hecho de que en el presente trabajo se utilizd un
tratamiento de secado bajo vacio en la preparacion de las muestras, mientras que, en el trabajo publicado por
de Escalada Pla et al. (2007, 2010, 2012) se aplicd un tratamiento de deshidratacién convencional por
conveccion a 50°C, condiciones que pudieron ocasionar colapso de la matriz vegetal (de Escalada Pla et al.
2007) y que, en este trabajo, fueron evitadas con la deshidratacion al vacio a 25°C (Tabla 1).

La capacidad de absorcion de aceite (OHC) depende de las propiedades de superficie y de la naturaleza
hidrofébica de los componentes de la matriz vegetal (Figuerola et al. 2005). La OHC se redujo
significativamente (p<0,05) en la muestra PC con L. casei respecto a la muestra control. Los valores de OHC
del presente trabajo fueron similares a los reportados por Roongruangsri y Bronlund (2016) en polvos de
calabaza secados por conveccién, mientras que, otras fracciones ricas en fibra, como por ejemplo membrillo
y durazno, la OHC reportada fue menor a los valores registrados en el presente trabajo (de Escalada Pla et al.
2010, 2012)(Tabla 1).

Las propiedades de hidratacion de fracciones vegetales ricas en fibra describen la habilidad de retener agua
en su estructura, y también estan asociadas al incremento del peso de las heces durante el transito intestinal y
la reduccion de la velocidad de absorcion de nutrientes (Figuerola et al. 2005). La capacidad de
hinchamiento (SC) se define como la relacién del volumen ocupado por unidad de masa después de la
inmersion en exceso de agua y su equilibrio al peso real (Raghavendra et al. 2004). Por lo tanto, este
parametro indica cuanta agua es retenida debilmente en las estructuras capilares de la fibra (Figuerola et al. -
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2005). La SC de la muestra PC con L. casei fue significativamente menor (p<0,05) respecto al sistema de la
muestra control (Tabla 2).

La capacidad de atrapamiento de agua (WHC) se define como la cantidad de agua retenida por la fibra sin la
aplicacion de una fuerza externa (Raghavendra et al. 2004), mientras que, la capacidad de retencién de agua
(WRC), es una propiedad que describe la cantidad de agua que permanece en la fibra hidratada después de la
aplicaciéon de una fuerza externa (presién o centrifugacion), por lo tanto, incluye la proporcién de agua
fuertemente asociada a la matriz (Raghavendra et al. 2004). La WHC y WRC no fueron afectadas
significativamente por la presencia del probiotico en la matriz, presentando un valor promedio de 2412 g/g y
17,5+0,7 g/g, respectivamente. Los valores de la SC, WHC y WRC en la muestra control se encontraron en
el orden de aquellos reportados para fracciones ricas en fibra de calabaza y durazno por de Escalada Pla et al.
(2007, 2012) (Tabla 1).

Tabla 1 Propiedades fisicas, funcionales y de hidratacion del PC.
Propiedades fisicas-funcionales Propiedades de hidratacion

Muestras p v OHC SC WHC WRC
(g/cm?) (cm®/g) (9/9) (mL/g) (9/9) (9/9)
PC con L. casei 0,181+0,01° 55+03% 455+0,06° 13,9+0,1° 23+18 17,1+0,7%
Control 0,190+0,008% 53+02%  49+022% 1590+0042 23+12 17,8+0,5°%
Calabaza * NR 1,10 +0,02 NR 25,0+0,2 24 + 6 23+6
Membrillo 2 0,558 +0,007 1,79+0,02 1,26+002  640+009 13+1  56+0,3
Durazno 3 0,486+ 0,009 2,06+0,04 1,81+0,02 29+ 2 24+2  143+04

NR: no reportado.

Resultados expresados como valor promedio (n = 2) + DE. Letras diferentes en una misma columna indican
diferencias significativas (p<0,05) entre las muestras.

Concentrado de fibra obtenido a partir de pulpa de calabaza (de Escalada Pla et al., 2007). 2Concentrado de
fibra de membrillo (de Escalada Pla et al. 2010). *Concentrado de fibra de durazno (de Escalada Pla et al.
2012).

Los resultados correspondientes a la caracterizacion quimica del residuo insoluble en alcohol (AIR) de las
muestras se detallan en la Tabla 2. La fraccién del AIR obtenida en la muestra PC con L. casei present6 un
contenido significativamente (p<0,05) menor [46,6+3 g/100 g de PC bs] comparado con la muestra control
[52+1 ¢/100 g de PC bs]. Las muestras estuvieron constituidas principalmente por polimeros de pared
celular. El contenido de proteinas de la fraccién rica en material de pared celular de la muestra PC con L.
casei fue de 12,2+0,1 ¢g/100 g de PC bs, y resultd significativamente (p<0,05) mayor que el de la muestra
control (10,8+0,4 g/100 g de PC bs). EI mayor contenido de proteinas en el PC con L. casei podria deberse al
incremento de la biomasa del probiético durante el proceso de incubacion.

El contenido de lignina y celulosa no mostrd diferencias entre la muestra control y la PC con L. casei,
presentando valores de 5,6+0,3 y 5,6+0,5 g/100 g de PC bs, respectivamente.

Los carbohidratos no celul6sicos del material de pared celular no presentaron diferencias significativas entre
los sistemas estudiados, mostrando un contenido promedio de 59+4 g/100 g de PC bs. El elevado contenido
de estos carbohidratos revela la naturaleza quimica hidrofilica de la matriz vegetal, que, a su vez, es
consecuente con los valores obtenidos en las propiedades de hidratacion de las muestras estudiadas (Tabla
1).

Con respecto al contenido de acidos urénicos, no se observaron diferencias significativas entre las muestras,
presentando un valor promedio 16+0,5 g/100 g de PC bs. El contenido de &cidos urénicos es de interés para
la industria alimenticia por sus propiedades gelificantes, espesantes y estabilizantes (Miller-Maatsch et al.
2016). Ademas, existe evidencia de que retrasan el vaciamiento gastrico y la velocidad de absorcién de los
nutrientes en el intestino delgado, poseen moderado indice glucémico y reducido aporte caldrico (Wicker y
Kim 2016).
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Tabla 2 Composicidn quimica de la fraccidn rica en material de pared celular en el PC.

g/100 g de AIR Control PC con L. casei
Proteinas 10,8+0/4° 12,2+0,1°
Lignina 55+0,7°2 55+05°
Celulosa 5,14 +0,082 53+05¢%
Polisacaridos no celul6sicos 58+ 3@ 61+5¢2

- Acidos urénicos 17+1° 15,8+0,72

AIR: residuo insoluble en alcohol.
Letras diferentes entre columnas en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05) entre las
muestras.

La temperatura de transicion vitrea (Tg) es la temperatura de transicion de un sistema en estado vitreo al
estado gomoso, o a la inversa, debido a cambios de temperatura y/o humedad (Santivarangkna 2016).
Durante el almacenamiento, los polvos deshidratados pueden adsorber agua del medio reduciendo la Tg, lo
cual provoca que la matriz pase del estado vitreo al gomoso. Este cambio de fase, estd asociado a varias
transformaciones estructurales como consecuencia de la disminucion de la viscosidad y el aumento de la
movilidad molecular (Telis y Martinez-Navarrete 2010). La T se determin6 en la muestra control, en el PC
con L. casei y en las células aisladas y deshidratadas al vacio de L. casei. Los parametros caracteristicos de la
T, determinados por calorimetria diferencial de barrido (DSC) y la aw se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 Parametros de aw Yy temperatura de transicién vitrea en el PC.

Muestras Tg Inicio Tg Punto medio  Tg Punto final
PCconLC 0,12 £ 0,03 -17,60 -6,84 5,77
Control 0,10+ 0,02 -31, 63 -23,21 -12,96

L. casei ND -13,18 2,64 10, 65

L. casei: células libres del probidtico. Tg: temperatura de transicion vitrea. ND: valor no determinado.

La muestra de PC con L. casei y el control presentaron valores de aw menores a 0,20. Estas condiciones
mejoran la estabilidad de la matriz de vehiculizacion del probidtico durante el almacenamiento dado que el
reducido contenido de agua libre disminuye la movilidad molecular y el crecimiento microbiano
(Santivarangkna 2016).

En la Figura 1 se muestran los termogramas de las curvas de flujo de calor en funcién de la temperatura en
las muestras estudiadas. Se observé que la curva de la muestra PC con L. casei fue muy similar a la obtenida
a partir de las células libres del probidtico; y respecto del sistema control, el PC con L. casei mostré un
corrimiento y una tendencia a mayores valores de Tg (Figura 1, Tabla 3). A priori, estos resultados podrian
sugerir una ventaja desde el punto de estabilidad del polvo deshidratado durante el almacenamiento. Sin
embargo, se requieren mas estudios para confirmar que la presencia del probidtico podria mejorar la
estabilidad del polvo deshidratado.

Por otro lado, en la muestra control se observd la presencia de un pico endotérmico a 64,21°C, que podria
estar relacionado con la gelatinizacion del almidén (Donovan et al. 1983). La ausencia del pico endotérmico
en el PC con L. casei podria explicarse a que probablemente fue utilizado como fuente de carbono y energia
por los probiéticos durante el periodo de incubacién (Ganzle y Follador 2012, Petrova et al. 2013).
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PC control

PCcon L. casef

Células libres de L. casef

-BID I -BID I -A;D I -QID I 5 I 2ID I 4IIJ I BID I BID I 150 I 12ID I I°C
Figura 1 Termograma de las curvas de flujo de calor en funcion de la temperatura.

CONCLUSIONES

La presencia del probidtico no modific6 sustancialmente las caracteristicas fisicas, funcionales y la
composicion quimica de la fibra dietaria en la matriz soporte obtenida a partir de subproducto de calabaza,
manteniéndose de este modo la calidad nutricional de la misma y aportando mayor estabilidad al producto
resultante.

Se pudo concluir gque el polvo deshidratado a base de subproductos de calabaza con fibra dietaria y
microorganismos probidticos y de buenas propiedades de hidratacion, podria ser utilizado como espesante y/
0 estabilizante para la formulacion de alimentos funcionales, especialmente aquellos de origen no lécteo.
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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar las propiedades nutricionales, funcionales y organolépticas de una bebida
fermentada a base de leche de soja con Lactobacillus casei (ATCC-393). La cepa de L. casei fue
previamente inmovilizada en una matriz vegetal (PC con L. Casei). La bebida se preparé con leche de soja
(12,5°Brix), pulpa de frutilla (10% v/v), esencia artificial de frutilla (1% v/v) y estevia (1% p/v). Luego de la
esterilizacion, se adiciond el PC con L. casei (0,1% p/v) como starter del proceso de fermentacién. La bebida
fermentada presentd un recuento viable del probiético >10° UFC/mL, donde el 86+6% de las células
sobrevivid a la digestion gastrointestinal in vitro. EI contenido de &cido fitico, rafinosa y estaquiosa se redujo
después de la fermentacion. El 72+2% del contenido acuoso del producto estuvo retenido en una estructura
de gel estable, el gel fue débil de acuerdo al resultado del espectro mecanico. La firmeza present6 un valor de
0,00122+0,00006 MPa. La aceptabilidad de la bebida fermentada se evalué considerando atributos de color,
aroma y cremosidad, y aceptabilidad global. La puntuacién recibida fue de 6 puntos en una escala de 9
puntos, siendo calificada como “me gusta ligeramente” .

Palabras clave: Lactobacillus casei, bebida fermentada, leche de soja, propiedades nutricionales, calidad.

ABSTRACT

The aim of this work was to assess the nutritional, functional and organoleptic properties of a fermented soy
milk beverage with Lactobacillus casei (ATCC-393). The L. casei strain was previously immobilized in a
vegetable matrix (PC L. casei). The beverage was prepared with soy milk (12.5°Brix), strawberry pulp (10%,
v/v), artificial strawberry flavour (1%, v/v), and stevia (1%, w/v). After the sterilization, the PC L. casei
(0.1%, wi/v) was added as starter of the fermentation process. The fermented beverage presented a viable
probiotic count >10° CFU/mL, where 86+6% of the cells survived the in vitro gastrointestinal digestion. The
content of phytic acid, raffinose and stachyose were reduced after the fermentation. A water content of
72+2% was retained in the stable gel structure; the gel was weak according the results of mechanical
spectrum. The firmness presented a value of 0.00122+0.00006 MPa. The acceptability of the fermented
beverage was evaluated considering attributes of color, aroma and creaminess, and overall acceptability. The
score received was 6.0 on a 9-point scale, being described as "like slightly".

Keywords: Lactobacillus casei, fermented beverage, soy milk, nutritional properties, quality.

INTRODUCCION

La soja es una materia prima de excelente calidad para el desarrollo de alimentos probidticos de origen
vegetal; sin embargo, muchas veces su aceptacion se obstaculiza por el flavour a poroto y por la presencia de
compuestos no deseables como el &cido fitico, rafinosa y estaquiosa, limitando su aplicacion en los alimentos
(Igier et al. 2015). Algunos autores han reportado que el proceso de fermentacion mejora notablemente el
flavour y las propiedades nutricionales de estos productos (Donkor et al. 2007, Wang et al. 2003). El proceso
de fermentacion de un producto a base de leche de soja es similar al de leche de vaca en la elaboracion de
yogur (Ferragut et al 2009). Los productos fermentados a base de soja pueden proveer beneficios adicionales
al consumidor debido a propiedades funcionales tales como hipocolesterolémico, anticolesterolémico,
antiaterogénico, y alergenicidad reducida (Donkor et al. 2007, Mishra Pandey y Mishra 2015).

La presencia de rafinosa y estaquiosa esta relacionada a la disconformidad abdominal. Estos compuestos
pueden ser hidrolizados por la enzima a-galactosidasa presente en bacterias acido lacticas, previniendo el

efecto de distension abdominal sin eliminar el efecto probiético (Génzle y Follador 2012). Una alternativa

simple y econdémica es utilizar bacterias que sinteticen esta enzima y sean capaces de reducir su contenido -
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durante el proceso de fermentacion. Sin embargo, el grado de hidrolisis de estos oligosacaridos en la leche de
soja es dependiente de la cepa utilizada y de la actividad enzimatica de la a-galactosidasa (Donkor et al.
2007).

Con respecto a los alimentos que vehiculizan microorganismos probidticos, el beneficio en la salud del
huésped se obtiene cuando la cepa probidtica alcanza el sitio de accién en un estado metabdlicamente activo
y en un namero suficiente (Saad et al. 2013). Por lo tanto, la capacidad de los microorganismos probioticos
de permanecer funcionalmente activos durante almacenamientos prolongados es uno de los requisitos
nutricionales mas importantes en la preservacion de alimentos funcionales (Champagne et al. 2011). En
Argentina, el Cédigo Alimentario Argentino establece que un alimento probiédtico debe presentar un recuento
de células probidticas >10° UFC/mL al momento de su consumo (ANMAT 2011).

El presente trabajo tuvo como objetivo formular una bebida fermentada a base a leche de soja con
Lactobacillus casei (ATCC 393) y evaluar las propiedades nutricionales, funcionales, reoldgicas y
sensoriales en el producto final.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del ingrediente a base de calabaza conteniendo Lactobacillus casei

Aproximadamente 10 g de subproductos de calabaza Cucurbita moschata Duchesne ex Poiret conteniendo
cascara y pulpa (70:30, p/p) previamente triturados y deshidratados al vacio (Martin Christ Alpha 1-4,
Alemania) fueron adicionados con 100 mL de agua destilada. La mezcla fue esterilizada, luego se adiciond 1
mL de caldo conteniendo una suspension de L. casei (1,5-2 log (UFC/mL) e inmediatamente se llevé a
incubacion a 37°C durante 24 h. El sistema fue centrifugado, el pellet fue lavado con solucién fisiologica y
posteriormente secado al vacio a 25°C a 4,5 Pa durante 24 h. Finalmente, el polvo de calabaza conteniendo
L. casei (PC con L. casei) fue molido, tamizado con una malla de acero inoxidable de tamafio de poro < 840
u 'y almacenado a temperatura ambiente.

Preparacion de la leche de soja

Aproximadamente 250 g de semillas de soja (Glycine max) se mezclaron con 250 mL de agua potable (p/v),
dejandolas en remojo a 25°C durante por 18 h. Luego, fueron trituradas con un procesador manual (Modelo
D-56, Molinex, Argentina) hasta obtener una mezcla homogénea. Se adiciond 1.250 mL de agua y se llevé a
ebullicion durante 30 min con agitacién constante. La mezcla se filtr6 a través de una gasa fina, separando el
residuo sélido (okara) de la leche. Para obtener leche de soja con una concentracion de sélidos solubles de
12,5 °Brix se utiliz6 un rotovapor (Modelo R-124, BUCHI, Alemania) conectado a un bafio térmico (Modelo
B-840, BUCHI, Alemania) bajo condiciones de evaporacion a temperatura de 70°C a 20 rpm. La leche a
base de soja se almacené a temperatura de 4°C sin la adicion de conservantes durante 3 dias, hasta su
utilizacion en la preparacion de la bebida a base de leche a base de soja fermentada.

Preparacion de la bebida a base de leche de soja fermentada

La combinacion 6ptima de solidos solubles (12,5 °Brix) y el ingrediente conteniendo el L. casei (PC con L.
casei) fue previamente definida a partir de un disefio central compuesto utilizando la metodologia de
superficie de respuesta. La leche de soja se mezcld con esencia artificial de frutilla (1% p/v; Sensaciones,
Prindal, Argentina), pulpa de frutilla (10% p/v; Bahia Regional Trade S.A., Argentina) y edulcorante natural
a base de estevia (1% p/v; Hileret Stevia, Argentina). Luego la mezcla fue esterilizada a 121°C durante 15
min y rapidamente enfriada. Seguidamente, se adiciono el ingrediente conteniendo el probidtico (0,1%; p/v)
y se homogeneiz6 a una velocidad de 9.500 rpm durante 30 seg (T25 Ultra-Turrax® IKA, China). La bebida
se llevd en incubacion a 37°C con agitacion orbital a 60 rpm durante 20 h.

Caracterizacion fisico-quimica

El pH fue determinado con un electrodo combinado de vidrio Ag®/ AgCl conectado a un pH metro (Cole-
Parmer, USA).

El porcentaje de solidos solubles se determind utilizando un refractometro portéatil con compensacion
automética de temperatura (Modelo RHB-32, Cole-Parmer, China). Los resultados se expresaron en
porcentaje de solidos solubles (°Brix).

La acidez titulable se determind por titulacion con hidroxido de sodio 0,01 M y fenolftaleina como indicador,
y los resultados fueron expresados como g de acido lactico/100 mL.

La capacidad de retencion de agua (WHC) se determiné centrifugando ~ 2 g de muestra a 6 °C a 5.000 rpm

durante 40 min. El sobrenadante fue cuidadosamente removido y el pellet fue pesado (Granato et al. 2010).
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La WHC se expres6 en porcentaje, utilizando la Ecuacion 1:

Pesojnicial—Pesofinai

WHC (%) = x 100

Pesojnjcial

Determinacion de la viabilidad de L. casei

El recuento de células viables se realizé por recuento en profundidad mediante diluciones seriadas de agua
peptona al 0,1% (p/v) (Biokar Diagnostics, Francia). Alicuotas de 0,1 mL de muestra fueron plaqueadas en
profundidad en agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Biokar Diagnostics, Francia) seguidas de incubacién
a 37°C durante 72 h. La viabilidad de L. casei se expresé como log (UFC/mL bebida fermentada).
Evaluacion de la resistencia del L. casei a la digestion gastrica e intestinal in vitro

La resistencia del L. casei en la bebida fermentada se determind siguiendo la metodologia descripta por
Genevois et al. (2016). A 2 mL de la bebida fermentada se le adicionaron 2,5 mL de saliva artificial y la
mezcla fue homogenizada durante 2 min. Luego, se verificd la digestion géstrica mediante la adicion de 15
mL de una solucion de &cido clorhidrico-pepsina [pepsina al 0,3% (p/v) (Merck, 0,7 FIP-U/mg) en &cido
clorhidrico 0,01 N] seguido de incubacion a 37°C con agitacién orbital a 120 rpm durante 2 h.
Seguidamente, el pH de la solucion gastrica se ajust6 a 7,5-8,0 con una solucién estéril de hidréxido de sodio
2 M, y finalmente, 15 mL de solucién intestinal (buffer de fosfato de potasio monobasico 0,05 M)
conteniendo sales biliares (0,6% p/v) fueron adicionadas, seguido de incubacion a 37°C con agitacién orbital
a 120 rpm durante otras 2 h.

Las condiciones de digestion gastrointestinal simuladas se realizaron por duplicado a partir de muestras
independientes. La viabilidad de L. casei se expres6 en % de supervivencia, mediante el cociente entre log
(UFC/mL bebida fermentada) final e inicial x 100, informando el valor promedio * desvio estandar (DE). El
recuento inicial correspondi6 al recuento viable del probidtico en la bebida fermentada antes de la digestion
gastrointestinal y el recuento final correspondié al recuento viable después de la digestion gastrica o
intestinal.

Contenido de acido fitico, rafinosa y estaquiosa

El contenido de &cido fitico se evalué mediante una técnica colorimétrica siguiendo la metodologia descripta
por Gao et al. (2007) y Lai et al. (2013), con modificaciones. ~0,25 g de muestra liofilizada fue re-
suspendida en 5 mL de acido clorhidrico (2,4%, v/v) seguido de agitacion durante 16 h. Luego, la muestra
fue centrifugada y 1 mL del sobrenadante fue diluido en 24 mL de agua bidestilada. A una alicuota de 750
uL de esta dilucion se adiciond 750 pL de agua bidestilada y 500 uL del reactivo de Wade (0,03% de cloruro
de hierro hexa hidrato y 0,3% de acido sulfosalicilico.2H,0), seguido de agitacion durante 1 min. La curva
de calibracién se realizd con un estandar de &cido fitico (CeH1s024Ps-XNa*-H,0, Sigma-Aldrich, Suiza) y la
absorbancia se midié utilizando un espectrofotometro (Shimadzu UV-1800, Japdn) a una longitud de onda de
500 nm.EI contenido de acido fitico se expres6 en mg de acido fitico/g de bebida fermentada (bs).

El contenido de rafinosa y estaquiosa se analizé utilizando una columna de polyamine 1l YMC-Pack (YMC
Co., Japon) de acuerdo a la metodologia descripta por Kim et al. (2013), con modificaciones.
Aproximadamente 0,5 g de muestra liofilizada fue re-suspendida en etanol al 20% (v/v) y colocada en un
bafio térmico a 35°C durante 60 min con agitacion constante. Luego, la muestra fue centrifugada a 6°C a
4.830 rpm durante 20 min. El sobrenadante fue recogido Yy filtrado a través de un cartucho Sep-Pak® Plus
NH; (Waters, USA), y luego llevado a sequedad bajo vacio (Martin Christ Alpha 1-4, Alemania) durante 24
h, y almacenados en un recipiente hermético a -20°C hasta su utilizacion.

El residuo seco solido fue re-suspendido en agua destilada, filtrado por un filtro de nailon de 0,25 um, y
finalmente 20 uL fueron inyectados en el equipo de HPLC conectado a un desgasificador en linea (Modelo
AF, Waters, USA), a una bomba de suministro del solvente de la fase mévil (Modelo 1525, Waters, USA) y
a un detector de indice de refraccion (Modelo 2414, Waters, USA). Las condiciones de corrida se realizaron
con la columna a 35°C, el detector a 39°C, fase movil acetonitrilo: agua (70:30, v/v; Biopack, Argentina) y
velocidad de flujo de 1,0 mL/min. Las curvas de calibracién se realizaron con los estandares de rafinosa y
estaquiosa (Sigma-Aldrich, USA). Los resultados se expresaron como mg/g bebida fermentada (bs).

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado, partiendo de muestras independientes e informando
en los resultados el valor promedio + DE.

oA

e’

114



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

Caracterizacion reoldgica

Textura

La textura se evalué mediante un ensayo de puncién utilizando una méaquina universal de testeo Instron
(Modelo 3345, USA) equipada con una celda de carga de 100 N. Una punta de acero inoxidable fue
introducida en la muestra a una velocidad de 5 mm/seg hasta lograr una deformacion del 70%. En cada
ensayo se registro las curvas de esfuerzo (o) (Ecuacion 2) en funcién de la deformacion (€) (Ecuacion 3), y a
partir de estos datos se calcul6 la firmeza como el cociente entre o/e (MPa).

_ Fuerza (N)
° (MPa) " Areadela muestra (mm?2) @
Desplazamiento de la punta (mm
£ (%) = 2°5P punta(mm) o 10

altura inicial de la muestra (mm)

Evaluacion del comportamiento viscoeléstico

Para evaluar el comportamiento viscoeléstico de la bebida fermentada se llevaron a cabo barridos de
frecuencia mediante un reémetro dinamico de tension tangencial controlada (Paar Physica MCR 300, Antén
Paar, Alemania) con una geometria de cono y plato de 75 mm de didmetro (Modelo CP75-2) con un angulo
de 2°. Todas las mediciones se realizaron a temperatura constante de 10°C. Primeramente, se llevaron a cabo
barridos de esfuerzo entre 10 y 1000 Pa a frecuencias constantes de 6 s para determinar el rango de
viscoelasticidad lineal. De acuerdo al rango obtenido, se selecciond el valor de deformacion de la muestra y
se realizaron los barridos de frecuencia en el rango de 0,1 a 10 s para obtener el espectro mecanico.
Evaluacion sensorial

La evaluacidon sensorial fue realizada por un panel sensorial no entrenado de 62 voluntarios, consumidores
frecuentes o no frecuentes de productos a base de soja. Cada panelista recibi6 una porcion individual de ~ 5
mL de la bebida fermentada en un vaso codificado con 3 nimeros asignados aleatoriamente. La muestra se
ofreci6 a 8°C. El panel fue instruido para evaluar la bebida segun el grado de agrado o desagrado en atributos
de color, aroma, cremosidad en la boca, y aceptabilidad global usando una escala hedénica semi-estructurada
de 9 puntos (Lawless y Heymann 2013). En los resultados se informa el valor promedio = DE del nivel de
percepcion de cada atributo evaluado y de la aceptabilidad global del producto.

Anélisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante andlisis de la varianza con un nivel de
significancia (a) del 0,05 utilizando el programa Statgraphics Centurion XV (V 2.15.06, 2007, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas fisico-quimicas y nutricionales de la bebida fermentada a base de leche de soja

La bebida fermentada presenté un pH de 4,73+0,04 y una acidez titulable de 0,71+0,05 g de é&cido
lactico/100 mL. EI descenso del pH respecto del valor inicial en la leche de soja (6,1+0,3) se debe a la
produccion de acido lactico a partir de la fermentacion de los carbohidratos por parte de los microorganismos
probidticos (Bedani et al. 2014). La reduccion del pH produjo un gel débil pero estable presentando una
WHC del 72+2%, la cual mide indirecta e inversamente el control de la sinéresis en el producto final
(Granato et al. 2010).

Antes de iniciar el proceso de fermentacion, la carga inicial del L. casei en la bebida fue de 5,2 log
(UFC/mL). Luego del proceso de fermentacion, la bebida presentd un recuento viable de células probi6ticas
de 9,54 + 0,09 log (UFC/mL). Durante 21 dias de almacenamiento a temperatura de refrigeracion (8°C), la
viabilidad del probidtico no presentd cambios significativos, lo que indica que el producto representa un
medio adecuado para la vehiculizacion del probidtico. Tanto el recuento inicial como final del
almacenamiento, estuvieron por encima del valor minimo de células probiéticas viables (>10° UFC/mL) que
debe tener un alimento para ser considerado probidtico al momento de su consumo segin el Codigo
Alimentario Argentino (ANMAT 2011).

La funcionalidaddel L. casei se corrobor¢ a través del ensayo de resistencia del probiético a las condiciones
simuladas de digestion gastrointestinal. Los resultados mostraron que el 86£6% de las células probidticas en
la bebida fermentada lograron sobrevivir a las condiciones simuladas de digestion gastrointestinal luego de

21 dias de almacenamiento a 8°C. Por lo tanto, se podria inferir que un porcentaje significativo del L. casei ..
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(>108 UFC/mL) podria llegar viable al lumen intestinal y, de ese modo, ejercer su efecto probidtico. Segun
un estudio realizado por Wang et al. (2009) la supervivencia del Lactobacillus casei a las condiciones
gastricas e intestinales en leche de soja fermentada fue superior comparado con el sistema conteniendo las
células libres del probidtico, demostrando la potencialidad de esta matriz para el crecimiento y
vehiculizacién de microorganismos probioticos.

En la Tabla 1 se detalla el contenido de acido fitico, rafinosa y estaquiosa en la leche de soja y en la bebida
fermentada, tanto al inicio como al final del almacenamiento.

Tabla 1 Contenido de acido fitico, rafinosa y estaquiosa en la leche de soja y en la bebida fermentada.
Acido fitico * Rafinosa 2 Estaquiosa ®

Muestra

Dia 1 Dia 21 Dia 1 Dia 21 Dia 1 Dia 21

Leche de soja 9,2+0,3% ND 7,80+0,02 ¢ ND 21,15+0,2 f ND
Bebida fermentada 4,5+0,5° 1,9+0,1°¢ 6,0+0,2¢ 6,2+0,2¢ 26,72+0,049 14,08+0,04 "

123 yalores expresados como mg/g muestra (bs). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)
con un nivel de significancia del 95,0%. ND: no determinado.
Leche de soja (7°Brix). Bebida fermentada (12,5°Brix).

El acido fitico (AF) o fitato (myo-inositol hexafosfato) se encuentra presente en el poroto de soja y en sus
productos derivados, como la leche de soja. EI AF forma complejos con proteinas e iones metales,
especialmente hierro, zinc, magnesio y calcio, reduciendo su absorcion en el intestino (Tang et al. 2010). Por
lo tanto, su cuantificacion en el producto final resulta de interés desde un punto de vista nutricional. Como se
observa en la Tabla 1, el contenido de AF se redujo significativamente (p<0,05) después del proceso de
fermentacion en la bebida, comparado con el contenido inicial en la leche de soja. Después de 21 dias de
almacenamiento a 8°C, la bebida presentd un descenso significativo (p<0,05) del contenido de AF respecto
del valor observado después de la fermentacion, lo cual representa una reduccion adicional del 57+7%. La
reduccién del AF en la leche de soja fermentada probablemente se podria explicar por la presencia de fitasa
en el Lactobacillus casei inmovilizado en la matriz de calabaza. En un estudio llevado a cabo por Tang et al.
(2010) se comprobd la presencia de fitasa en Lactobacillus casei ASCC290 en un medio nutritivo MRS,
observandose que un medio &cido (pH 5,0) acelera la actividad enzimatica.

Con respecto al contenido de oligosacéridos en la bebida fermentada, la rafinosa se redujo significativamente
(p<0,05) después de la fermentacion de la leche de soja. Luego de 21 dias de almacenamiento, el contenido
de rafinosa en la bebida no mostré cambios significativos (Tabla 1), mientras que, la reduccion del
contenido de estaquiosa en la bebida fermentada, se observo fundamentalmente durante el almacenamiento,
lo que se traduce en una reduccién del 47,1+0,2%. En linea con los resultados reportados en el presente
trabajo, autores como Wang et al. (2003) reportaron que el contenido inicial de rafinosa y estaquiosa en la
leche de soja se redujo después de la fermentacion con Lactobacillus acidophilus en un 11,3-19,0 y 35,6-
40,2%, respectivamente. Por otro lado, de acuerdo a LeBlanc et al. (2004) la actividad enzimatica de la a-
galactosidasa en Lactobacillus plantarum en leche de soja podria favorecerse con el proceso de fermentacion
debido a la reduccidn del pH del medio.

Propiedades reoldgicas de la bebida fermentada a base de leche de soja

La textura es un grupo de propiedades fisicas obtenidas de la estructura del alimento y de la forma en que sus
ingredientes interactlan (Guggisberg et al. 2009). En la Figura 1 se puede apreciar la curva caracteristica de
esfuerzo-deformacion de la bebida fermentada a base de leche de soja. La bebida mostro la ruptura del gel a
valores de esfuerzo de 1,9x10“+3,3x10°® MPa y deformacion del 15,8+0,7%, presentando un valor promedio
de firmeza de 0,00122+0,00006 MPa. Estos resultados, a priori, podrian demostrar que el sistema estudiado
presentaria un comportamiento similar al de yogur tipo firme o un gel (Fiszman et al.1999).
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Esfuerzo (MPa)
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Figura 1 Curva de esfuerzo-deformacion de la bebida fermentada a base de leche de soja almacenada a 8°C.

Para la caracterizacion de la estructura reoldgica de las muestras se utiliz6 el ensayo oscilatorio a pequefios
esfuerzos de corte en funcién del barrido de frecuencia. EI modulo de almacenamiento (G”) y el mddulo de
pérdida (G”") son considerados pardmetros que describen el comportamiento elastico y viscoso del producto
respectivamente (Kristo et al. 2003). El espectro mecéanico de la bebida fermentada se representa en la
Figura 2, donde se pudo observar un predominio de la componente elastica sobre la viscosa (G" > G"") en el
rango de frecuencia analizado, lo que demuestra que estos sistemas son geles (Guggisberg et al. 2011, Kristo
et al. 2003).

La contribucidn relativa de cada uno de estos mddulos a la viscoelasticidad de la estructura del gel es
expresada como la tangente del angulo de desfasaje (tan d). Este parametro describe las propiedades
viscoelasticas de la estructura del sistema, ya que relaciona la contribucién de la componente elastica y
viscosa (Kristo et al. 2003). En la bebida fermentada el valor de G~ fue superior al de G, y
consecuentemente, el valor de é fue menor a uno.

Tanto en el médulo de almacenamiento como en el de pérdida, presentaron una leve dependencia con la
frecuencia angular, observandose un incremento en los valores de G” y G™ a medida que se incrementé la
frecuencia. Ello denota un comportamiento reoldgico del tipo de un gel débil. Estos resultados fueron
similares a los reportados por Donkor et al. (2007) y Ferragut et al. (2009), quienes evaluaron el espectro
mecanico de yogur de soja tratado térmicamente y suplementado con fibra, respectivamente.

1000 1000,0
AAAAAAAAAAAANNANANNNNNS,
_ AAADANNNANN 100,0
© 100
9', AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
:o 10,0
+n 10
o 1,0
1 ‘ | ‘ 0’1
0,1 1,0 10,0
frecuencia angular (1/s)

Figura 2 Barrido de frecuencia de la bebida fermentada a base de leche de soja almacenada a 8°C.
Los simbolos A, A y A, representan el modulo de almacenamiento (G’), el modulo de pérdida (G”*), y la
tangente del &ngulo de desfasaje, respectivamente.

Evaluacion sensorial de la bebida fermentada a base de leche de soja
La evaluacion sensorial de la bebida fermentada se llevé a cabo mediante un Ensayo Afectivo con el objetivo

de evaluar el nivel de agrado/ desagrado de los atributos sensoriales aceptabilidad general, color, aroma y .

cremosidad en la boca, utilizando una escala heddnica semi-estructurada de 9 puntos. La escala heddnica
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asume que existe una preferencia en el consumidor y permite categorizar esa preferencia de acuerdo a las
respuestas obtenidas (Lawless y Heymann 2013).

Del total de los evaluadores (n=62), el 75,8% correspondié a mujeres y el 24,2% a hombres. La edad de los
participantes estuvo comprendida entre 20 y 55 afios. La evaluacion sensorial de la bebida obtuvo una
puntuacion de 6+2 en la escalada de 9 puntos en los atributos color, aroma y cremosidad en la boca, y en la
aceptabilidad global, siendo calificada por los consumidores como “gusta ligeramente”. En los ensayos
afectivos los productos que obtienen calificaciones altas tienen méas probabilidades de tener éxito en el
mercado, sin embargo, es interesante resaltar que la mayor parte de los panelistas (39%) report6 consumir
“casi nunca” productos a base de soja. El resto de los panelistas reportdé consumir productos a base de soja,
principalmente milanesas de soja o jugo a base de leche de soja, 3% “fodos los dias”, 16% ““2-4 veces por
semana’”’, 34% “I vez por semana” 'y 7% “nunca’.

En un trabajo realizado por Granato et al. (2010) para formular un postre a base de soja con jugo de guayaba,
la puntuacion obtenida por parte de los panelistas (consumidores frecuentes de alimentos a base de soja) para
los atributos sensoriales color, cremosidad y aceptabilidad general fue menor a 6 en una escala de 9 puntos.

CONCLUSIONES

La bebida fermentada a base de leche de soja presenté un recuento viable de L. casei>10® UFC/mL durante
21 dias de almacenamiento a temperatura de refrigeracion. Los ensayos in vitro demostraron que un
porcentaje elevado (>86%) del probiotico logré llegar metabdlicamente activo al intestino. El proceso de
fermentacion y/o el tiempo de almacenamiento redujeron el contenido de acido fitico, rafinosa y estaquiosa
en el producto final. La caracterizacion reoldgica reveld un gel de estructura débil pero que resultd estable y
con baja sinéresis. El producto final presentd buena aceptabilidad general, recibiendo una calificacién 6 de
puntos en una escala de 9 puntos.
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RESUMEN

En el presente trabajo se formularon oleogeles a partir de aceite de girasol alto oleico (GAO) y una mezcla
de monoglicéridos saturados (Myverol) con el fin de estudiar y modelar la influencia de las diferentes
condiciones de preparacién sobre las propiedades de textura, teniendo como objetivo el desarrollo de un
producto similar a una margarina comercial. Se evalu6 el efecto de la concentracion de Myverol (MV), la
temperatura de preparacion (Tp), la velocidad de agitacion (V.) y la temperatura de enfriamiento (Te) sobre
las variables de respuesta, aplicando un disefio factorial incompleto de cuatro factores con tres niveles (Box-
Behnken). Las respuestas seleccionadas fueron las siguientes propiedades de textura: dureza (DU),
cohesividad (CO), fracturabilidad (FR) y adhesividad (AD). Estas se midieron a partir de la curva Anélisis de
Perfil de Textura (TPA). Los resultados obtenidos mostraron que la concentracién de Myverol y la
temperatura de enfriamiento fueron los factores mas significativos sobre cada respuesta analizada. Al
comparar las propiedades de textura de los oleogeles formulados con aquellas correspondientes a una
margarina comercial, pudo notarse que algunos oleogeles mostraron similar valor de dureza. Sin embargo,
los valores obtenidos de adhesividad y cohesividad se hallaron por debajo de los niveles de la margarina.

Palabras Clave: oleogeles, monoglicéridos saturados, propiedades de textura, metodologia de superficie de
respuesta, sustituto de margarina.

ABSTRACT

Oleogels produced from high oleic sunflower oil and a mixture of saturated monoglycerides (Myverol) were
formulated in order to study and model the influence of different processing conditions, over textural
properties with the aim to develop a material similar to commercial margarine. The effect of the MV
concentration, the preparation temperature, the speed of agitation, and the cooling temperature on selected
response variables was studied by applying an incomplete factorial design of four factors with three levels
(Box-Behnken). The selected responses were the textural parameters such as hardness, cohesiveness,
fracturability and adhesiveness. These properties of oleogels were measured with Texture Profile Analysis
(TPA) test. The obtained results showed that the Myv concentration and the cooling temperature were the
most significant factors over each response variable analyzed. When comparing textural properties of
formulated oleogels with ones of a commercial margarine, it was possible to achieve a similar hardness
value, whereas the adhesiveness and cohesiveness values were not totally reached.

Keywords: oleogels, saturated monoglycerides, textural properties, response surface methodology,
margarine substitute.

INTRODUCCION

En los ultimos afios han quedado bien documentados los efectos negativos para la salud asociados al
consumo de grasas trans y grasas saturadas formadas por acidos grasos de longitud de cadena menor a 18
carbonos. En consecuencia, a nivel mundial se estan tomando medidas para reducir el uso de las mismas en
la elaboracion de productos alimenticios, exigiendo a la industria alimentaria la basqueda de alternativas
tecnoldgicas que permitan obtener productos con caracteristicas fisicas y organolépticas similares a las de las
grasas que se quieren reemplazar, pero que resulten saludables. Los oleogeles se encuentran entre algunas de
las alternativas mas prometedoras para la sustitucion de estos tipos de grasas. Un oleogel puede definirse
como un aceite atrapado en una red de gel tridimensional y termorreversible. Esta red se forma por el

autoensamblaje de moléculas (agentes estructurantes) que son afiadidas en baja concentracién al aceite
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(Hughes et al. 2009). Estos agentes estructurantes pueden ser &cidos grasos, alcoholes grasos, ceras,
monoglicéridos, proteinas, lecitinas, fitoesteroles y demas compuestos que tengan esta capacidad (Co y
Marangoni 2012). En particular, los monoglicéridos saturados resultan especialmente apropiados debido a su
excelente capacidad de autoensamblarse en dominios hidrofilicos e hidrofébicos. Al ser introducidos en
aceites, estas moléculas son capaces de autoensamblarse en bicapas inversas que conducen a la formacién de
una red continua que impide que el aceite fluya (Calligaris et al. 2013).

La estructura de un oleogel se ve afectada no solo por la naturaleza del aceite y del agente estructurante, sino
también por las condiciones térmicas y mecénicas establecidas durante su procesamiento (Ojijo et al. 2004,
Da Pieve et al. 2010, Co y Marangoni 2012, Rocha-Amador et al. 2014, Lopez-Martinez et al. 2014). En
varios estudios se han analizado los principios que rigen la formacién de la estructura del oleogel,
relacionando las caracteristicas microestructurales con el comportamiento térmico y reoldgico (Ojijo et al.
2004, Da Pieve et al. 2010, Co y Marangoni 2012, Rocha-Amador et al. 2014). Sin embargo, existe poca
informacion sobre la relacion entre las caracteristicas mecénicas de los oleogeles y sus condiciones de
procesamiento. En un trabajo previo se analiz6 la habilidad de una mezcla comercial de monoglicéridos
saturados (Myverol) para estructurar aceites vegetales con distinta composicion (maiz, soja, girasol y girasol
alto oleico) (Giacomozzi et al. 2015). Los resultados obtenidos demostraron que los oleogeles formulados
con aceite de girasol alto oleico requieren la menor concentracion de agente estructurante para alcanzar la
gelificacion, ademas de presentar a concentraciones mas altas, una alta capacidad de retencion de aceite y un
gran potencial para lograr propiedades de textura similares a una margarina comercial. Por otro lado, se
evidencié que las condiciones de preparacion afectan a las caracteristicas mecanicas de los oleogeles
obtenidos.

En el presente trabajo, se formularon oleogeles a partir de aceite de girasol alto oleico y Myverol con el
objetivo de evaluar los efectos de las condiciones de preparacion en sus propiedades de textura, a fin de
definir las condiciones que permiten obtener un material con caracteristicas similares a la margarina.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizd aceite de girasol alto oleico, cuya composicién (obtenida mediante cromatografia gas-liquido,
GLC) fue: acidos grasos saturados 6,58%, A&cidos grasos monoinsaturados 85,25% Yy &cidos grasos
poliinsaturados 7,71%. Como agente estructurante se usé Myverol (Kerry, México) de composicion
(obtenida mediante GLC): monoglicéridos de acido estearico y palmitico 89,35% y 3,86%, respectivamente,
acidos grasos saturados 3,22%, glicerol 2,13% y diglicéridos 1,45%; punto de fusion (obtenido mediante
calorimetria diferencial de barrido) = 59,1 + 0,1°C. Para comparar los resultados obtenidos se utilizé una
margarina light comercial (Manty, Molinos Rio de la Plata S.A., Argentina) producida por interestificacion
de aceites vegetales (composicion suministrada por el proveedor: grasas totales 40%, grasas saturadas 13%).
Se evalu6 la influencia de las condiciones de preparacién de los oleogeles en las propiedades de textura. Para
ello, se utilizé un disefio de experimentos Box-Behnken (factorial incompleto) de tres niveles con cuatro
factores y seis puntos centrales. Los parametros (factores) seleccionados, de acuerdo a estudios previos,
fueron: concentracion de Myverol (MV), temperatura de preparacion (Tp), velocidad de agitacion (Va) y
temperatura de enfriamiento (Te). Los rangos de trabajo elegidos fueron: MV (6-14% p/p), T, (70-90 °C), Va
(200-1000 rpm) y Te (5-30 °C). Las variables de respuesta consideradas fueron: fracturabilidad (FR), dureza
(DU), adhesividad (AD) y cohesividad (CO). El disefio de experimentos y el analisis de sus correspondientes
resultados se realizaron mediante el software Design Expert 7.0. Los distintos experimentos se llevaron a
cabo en un orden aleatorio. Los factores y niveles se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Matriz de experimentos utilizada en el Disefio Box-Behnken para la formulacién de oleogeles de
aceite de girasol alto oleico y Myverol.

N@ Factores Experimentales®

MV (%p/p)  Tr(°C) Va(rpm) T.(°C)
1 10 90 200 17,5
2 10 80 600 17,5
3 6 90 600 17,5
4 10 70 1000 17,5
5 10 80 600 17,5
6 14 80 1000 17,5
7 10 80 1000 30,0
8 10 90 600 5,0
9 10 70 600 5,0
10 6 80 600 50
11 10 70 200 17,5
12 10 80 600 17,5
13 14 80 200 17,5
14 10 70 600 30,0
15 6 80 1000 17,5
16 10 90 1000 17,5
17 14 80 600 5,0
18 10 90 600 30,0
19 10 80 200 5,0 122
20 10 80 600 17,5
21 14 70 600 17,5
22 10 80 600 175
23 6 80 600 30,0
24 14 80 600 30,0
25 6 80 200 17,5
26 14 90 600 175
27 10 80 600 17,5
28 10 80 1000 50
29 10 80 200 30,0
30 6 70 600 17,5

ANUmero de experimento.
PMV: concentracion de Myverol; T,: temperatura de preparacion; V.: velocidad de agitacion; T.: temperatura
de enfriamiento.

Respecto a los modelos de ajuste de las variables de respuesta, la Ecuacion 1 representa el modelo de
regresion cuadratica utilizado.

9 =Bo+ i1 Bix? + Xioq Buxf + iy Xieie Bixix; (1)
Donde ¥ es la variable de respuesta, Po el término independiente, Bi el coeficiente correspondiente al efecto

lineal del factor xi, Bij el coeficiente de interaccidn entre los factores iy j, y Xi y X; representan a cada uno de
los factores considerados.
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La calidad de los modelos de ajuste se evalué mediante el anélisis de la varianza (ANOVA). Los términos de
cada modelo se evaluaron teniendo en cuenta el valor p, considerando estadisticamente significativos
aquellos que presentaron p<0,05. En algunos casos, los términos no significativos fueron mantenidos en la
ecuacion debido a que su presencia mejor0 la calidad del ajuste.

Preparacion de los Oleogeles

Se disolvio la cantidad correspondiente de Myverol en GAO mediante calentamiento a la temperatura de
preparacion seleccionada, en un recipiente de vidrio acoplado con un bafio termostéatico y agitacion
magnética. La velocidad de agitacion se cuantificd utilizando un tacometro digital laser.

Analisis de Propiedades de Textura

Las propiedades de textura de los oleogeles se estudiaron mediante el Analisis de Perfil de Textura (TPA)
llevado a cabo en un Analizador de Textura TA Plus (Lloyd, Inglaterra). Las mezclas fundidas se colocaron
en moldes cilindricos (altura 33 mm, didmetro 33 mm), permitiendo que gelificaran a la temperatura de
enfriamiento correspondiente en cada caso (bajo condiciones estaticas) y posteriormente se almacenaron en
heladera a 5°C durante 24 horas. Los analisis de textura se llevaron a cabo luego de mantener las muestras a
20°C durante 1 hora.

El ensayo TPA consistié en dos ciclos de penetracién de la sonda cilindrica (12.5 mm didmetro, 56 mm
longitud) en la muestra. En cada ciclo, la muestra se penetré hasta una profundidad de 10 mm a una
velocidad de 1 mm/s y, a continuacion, la sonda regresé a la posicion inicial a la misma velocidad. Se
obtuvieron cuatro mediciones independientes para cada experimento. Por otro lado, el analisis TPA también
se realiz6 sobre la margarina light comercial en las mismas condiciones, utilizando su envase original. La
prueba se repitid cuatro veces para cada contenedor y se evaluaron tres recipientes diferentes.

Las curvas obtenidas mediante los ensayos TPA se usaron para calcular los pardmetros mecénicos de los
oleogeles. La Figura 1 muestra una curva tipica Fuerza vs. Tiempo.

Fracturabilidad

7 -
sl

Durcza

3
“ 1 Al L L J
( lt { 20 rﬂl 50 60
0,5
1+

Ay
Primer Ciclo [ Segundo Ciclo
%

Fuerza (N)
i

Tiempo (s)
Figura 1. Curva del Analisis de Perfil de Textura y sus pardmetros caracteristicos, para un oleogel de aceite
de girasol alto oleico y Myverol, formulado en el punto central del disefio de experimentos.

La altura del pico maximo de fuerza en el primer ciclo representa la dureza de la muestra. La fracturabilidad
corresponde a la fuerza maxima antes de la primera ruptura significativa que experimenta el material. La
relacion entre el area positiva del segundo ciclo y el area positiva del primer ciclo (As/A1) define la
cohesividad, mientras que el area negativa correspondiente al primer ciclo (A.) representa el trabajo
necesario para vencer las fuerzas de atraccién entre la muestra y la superficie de la sonda y se denomina
adhesividad (Bourne 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION
En la Tabla 2 se muestran los valores promedio de las variables de respuesta obtenidos para cada
experimento junto con los valores correspondientes predichos por cada modelo.
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Tabla 2. Variables de respuesta obtenidas en el Disefio Box-Behnken para la formulacion de oleogeles de
aceite de girasol alto oleico y Myverol.

N Variables de Respuesta®

DU (N)® AD (N.s)° CO° FR (N)°
1 1,73 (1,58) 2,28 (2,20) 0,16 (0,17) 0,54 (0,54)
2 1,88 (1,84) 2,05 (2,03) 0,14 (0,14) 1,28 (1,28)
3 0,71 (0,86) 1,42 (1,43) 0,38 (0,39) 0,42 (0,39)
4 1,65 (1,60) 2,18 (2,10) 0,17 (0,16) 0,67 (0,72)
5 1,82 (1,84) 2,12 (2,03) 0,14 (0,14) 1,30 (1,28)
6 2,90 (2,85) 2,35 (2,36) 0,11 (0,11) 1,78 (1,74)
7 1,19 (1,18) 2,02 (2,06) 0,23 (0,23) 0,75 (0,75)
8 1,35 (1,15) 1,36 (1,36) 0,12 (0,11) 0,62 (0,60)
9 1,03 (1,12) 1,35 (1,35) 0,13 (0,12) 0,69 (0,64)
10 0,40 (0,14) 0,84 (0,93) 0,33 (0,33) 0,36 (0,39)
11 2,30 (2,05) 1,92 (1,75) 0,14 (0,14) 0,62 (0,59)
12 1,88 (1,84) 2,12 (2,03) 0,14 (0,14) 1,27 (1,28)
13 2,66 (2,80) 2,53 (2,71) 0,11 (0,11) 1,40 (1,47)
14 1,02 (1,14) 2,02 (2,20) 0,25 (0,25) 0,71 (0,72)
15 0,68 (0,87) 1,40 (1,41) 0,36 (0,36) 0,48 (0,40)
16 2,07 (2,12) 1,66 (1,67) 0,11 (0,11) 0,69 (0,67)
17 1,86 (2,13) 1,80 (1,78) 0,11 (0,11) 1,62 (1,59)
18 0,98 (1,17) 2,27 (2,21) 0,24 (0,24) 0,64 (0,68)
19 1,15 (1,11) 1,38 (1,30) 0,12 (0,13) 0,54 (0,54)
20 2,01 (1,84) 2,05 (2,03) 0,14 (0,14) 1,25 (1,28)
21 2,78 (2,81) 2,54 (2,63) 0,13 (0,13) 1,60 (1,64)
22 1,79 (1,84) 1,94 (2,03) 0,14 (0,14) 1,25 (1,28)
23 0,49 (0,16) 1,44 (1,42) 0,50 (0,50) 0,38 (0,47)
24 2,26 (2,15) 3,13 (2,99) 0,19 (0,19) 1,76 (1,67)
25 0,41 (0,82) 1,07 (1,24) 0,40 (0,39) 0,39 (0,41)
26 2,94 (2,84) 2,54 (2,64) 0,08 (0,077) 1,54 (1,59)
27 2,04 (1,84) 2,12 (2,03) 0,14 (0,14) 1,32 (1,28)
28 1,03 (1,16) 1,20 (1,21) 0,12 (0,12) 0,60 (0,67)
29 0,98 (1,13) 2,15 (2,15) 0,27 (0,26) 0,69 (0,62)
30 0,80 (0,83) 1,48 (1,42) 0,35 (0,36) 0,45 (0,43)

ANUmero de experimento.

bValor experimental promedio de 4 réplicas (valor predicho por el modelo correspondiente).
°DU: dureza; FR: fracturabilidad; CO: cohesividad; AD: adhesividad.

Los valores de DU obtenidos se encontraron entre 0,40 y 2,95 N. Teniendo en cuenta que la margarina
comercial analizada mostré un valor promedio de 1,60 N, es posible pensar en el desarrollo de un material
con una DU similar en las condiciones bajo estudio.
El modelo obtenido para describir la relacion entre DU de los oleogeles y los factores experimentales fue
cuadratico en Te. De acuerdo al analisis estadistico, el término lineal correspondiente a MV junto con el
cuadratico de Te resultaron ser los factores mas significativos (p<0,0001). Los demas términos no fueron
significativos, excepto la interaccion T,-Va (p=0,0152). El efecto de Ty, Va 'y su interaccion en DU se muestra
en la Figura 2.A. Como puede observarse, en los valores mas bajos de T,, DU disminuye con el aumento de

V,, mientras que en valores de T, méas altos, DU se incrementa al aumentar V.. El valor de DU maximo se .
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obtuvo al seleccionar los valores més altos de T, y V.. Si bien la formulacién de los oleogeles se llevé a cabo
a temperaturas de preparacion por encima de la temperatura de fusion del Myverol, esperando de esta manera
gue las estructuras cristalinas se destruyan por completo, los resultados obtenidos muestran que aln en estas
condiciones existirian efectos energéticos significativos. Se estima que la preparacion de oleogeles a alta
velocidad de agitacién y a alta temperatura pudo causar la exposicion de nuevos sitios para unién de
hidrogenos que participen en la estabilizacion de la red mediante una distribucién diferente del agente
estructurante y el aceite después del enfriamiento. Por otro lado, a baja agitacion y temperatura de
preparacion, pareciera tener lugar un fendmeno diferente, contrarrestando al energético, por lo que el nivel de
DU no es tan bajo como se esperaria. Asimismo, este resultado podria indicar que las condiciones de
agitacion afectarian la alineacion molecular. Resultados similares han sido reportados previamente por
Rocha-Amador et al. (2014).

Por otro lado, el efecto MV en DU de los oleogeles se muestra en la Figura 2.B se evidencié un incremento
lineal en DU al aumentar la concentracion del agente estructurante, dentro del rango estudiado. Ademas, se
observo que, para todas las concentraciones de Myverol analizadas, DU se incrementa con el aumento de Te
hasta 17,5°C, pero disminuye gradualmente por encima de este valor, demostrando que existe un perfil
Optimo de enfriamiento. Esto concuerda con los resultados obtenidos previamente por Ojijo et al. (2004) en
sistemas similares.

Figura 2. Superficies de respuesta correspondientes a la dureza (DU) de los oleogeles. Efecto de (A) la
velocidad de agitacion (V.) y la temperatura de preparacion (Tp) (concentracion de Myverol (MV) y
temperatura de enfriamiento (Te) fijas en el punto central); (B) Te y MV (Vay T, fijas en el punto central).

Los valores del parametro mecanico AD obtenidos para los oleogeles formulados se encontraron entre 0,84 y
3,13 N.s, resultando mas bajos que el correspondiente a la margarina comercial (5,37+£0,29 N.s).

Los factores que resultaron ser mas significativos (p<0,0001) fueron la concentracion de Myverol y T en sus
términos lineal y cuadratico, respectivamente. Otros términos significativos fueron V.? (p=0,0206) y las
interacciones MV-V, (p=0,0293), MV-T. (p=0,0031) y T,-Va (p=0,0007), mientras que T, no fue
significativa (p>0,05).

En la Figura 4 se muestra el efecto de los factores experimentales en AD. El valor méas alto de AD, en valor
absoluto, fue obtenido combinando una baja T, con un nivel alto de V,, y viceversa (Figura 3.A.). Por lo
tanto, estos factores mostraron un efecto similar tanto en AD como en CO. Ademas, la interaccion de los
factores més significativos (Figura 3.B.) mostré que incrementando tanto MV como Te, AD aumenta
alcanzando un valor maximo. Resultados similares han sido reportados previamente en oleogeles de
monoglicéridos saturados y aceite de oliva (Ogiitcii y Yilmaz 2014).

Ademas, se encontré que T. representa un factor particularmente importante en AD, ya que un enfriamiento
mas lento (alta Te) pareciera originar fuerzas atractivas mayores entre la superficie del oleogel y la superficie
del instrumento de medicion.
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Figura 3. Superficies de respuesta correspondientes a la Adhesividad (AD). Efecto de (A) la velocidad de
agitacion (Va) y la temperatura de preparacion (Tp) (concentracion de Myverol (MV) y temperatura de
enfriamiento (Te) fijas en el punto central); (B) Tey MV (Vay Tp, fijas en el punto central).

Los valores de CO obtenidos para los oleogeles formulados se encontraron entre 0,079 y 0,50, resultando
mas bajos que el correspondiente a la margarina comercial (0,58+0,04) seleccionada para la comparacion. El
efecto de los factores experimentales en esta propiedad de los oleogeles se muestra en las Figuras 4.A. y
4.B. De acuerdo al modelo obtenido, CO presenté dependencia cuadréatica respecto de los factores MV, V. y
T.. Ademas, todos los términos resultaron altamente significativos (p< 0,0001), excepto MV-Va, Va-Tey Va2,
Este parametro mecanico es una medida de la fuerza de los enlaces internos del material que constituyen el
cuerpo del mismo. Como se muestra en la Figura 3.A., el efecto de T, y Va en CO es totalmente opuesto al
observado sobre DU. Esto se puede explicar teniendo en cuenta que los valores de DU mas altos se asociaron
con valores mayores de trabajo de compresién en el primer ciclo (A1), mientras que los valores de trabajo de
compresion en el segundo ciclo (As) no variaron en gran medida como resultado de las diferentes
condiciones impuestas, siendo los rangos de A; y As: 2,48-21,05 N.s y 0,82-2,27 N.s, respectivamente.
Como consecuencia, la CO (As/A;) tiende a disminuir a medida que aumenta la DU (proporcional a Az). Un
comportamiento similar fue obtenido al analizar el efecto de MV, el valor de CO decreci6 con el incremento
en la concentracion de Myverol. Respecto al efecto de Te, a niveles bajos de MV su influencia fue mas
notable, incrementandose la CO al aumentar los valores de este factor (Figura 4.B). En base a los resultados
obtenidos podria pensarse que los oleogeles mas firmes inicialmente presentan estructuras mas fuertes, pero
una vez que éstas son comprimidas, se produce una deformacién mayor no recuperable. Es interesante
observar que el pardmetro As proporciona informacién sobre las estructuras intactas después del primer ciclo
de penetracion y por lo tanto sobre la presencia de enlaces mas persistentes.
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Figura 4. Superficies de respuesta correspondientes a la cohesividad (CO). Efecto de (A) la velocidad de
agitacion (Va) y la temperatura de preparacion (Tp) (concentracion de Myverol (MV) y temperatura de
enfriamiento (T.) fijas en el punto central); (B) Tey MV (Vay T, fijas en el punto central).
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Los valores de FR obtenidos para los oleogeles formulados se encontraron entre 0,36 y 1,76 N, mientras que
la margarina comercial analizada no mostré el pico correspondiente a este pardmetro mecanico. Los efectos
de los factores experimentales en FR de los oleogeles se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Superficies de respuesta correspondientes a la Fracturabilidad (FR). Efecto de (A) la velocidad de
agitacion (Va) y concentracion de Myverol (MV) (temperatura de preparacion (Tp) y temperatura de
enfriamiento (T.) fijas en el punto central); (B) Tey Tp (Vay MV fijas en el punto central).

De acuerdo al modelo obtenido para la respuesta analizada, el término lineal correspondiente a MV junto con
los términos cuadraticos Ty?, Va2 y Te?, resultaron ser los factores de mayor influencia (p<0,0001). Otros
términos significativos fueron: V. (p=0,0004), T. (p=0,0174), MV? (p=0,0182) y la interaccion MV-V,
(p=0,0146).

Todos los oleogeles formulados mostraron fragilidad, al presentar fractura cuando se sometieron a una
determinada fuerza de penetracion.

De manera similar al resultado encontrado para DU, FR mostrd un aumento lineal con el incremento en MV
(Figura 5.A.). Esto significa que, al aumentar la concentracion de agente estructurante, los oleogeles se
vuelven méas consistentes, pero al mismo tiempo mas quebradizos. Por otro lado, se observé que para todas
las concentraciones de Myverol analizadas, FR se incrementé al aumentar V, hasta 650 rpm, disminuyendo a
partir de este valor.

Respecto al efecto de la temperatura en FR (Figura 5.B.), al incrementarse T, hasta 80°C el valor de esta
respuesta aumento, pero luego disminuyé gradualmente con el incremento de este factor. Con la variacién en
Te presentd un comportamiento similar, observandose un maximo en esta respuesta a 17,5°C.

Cabe mencionar que, por lo general, un producto que exhibe FR se caracteriza por presentar alto grado de
DU vy bajo nivel de CO (Bourne 2002), lo cual estd de acuerdo con los resultados encontrados en esas
propiedades previamente analizadas.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la concentracion de agente estructurante y la
temperatura de enfriamiento son los pardmetros de preparacion que mayor influencia presentan sobre las
propiedades de textura de los oleogeles. Sin embargo, tanto la velocidad de agitacién como la temperatura de
preparacion mostraron efectos importantes sobre algunas de las propiedades mecénicas, por lo cual su efecto
no deberia despreciarse.

Al incrementarse la concentracién de Myverol, se observé un aumento en el valor absoluto de todas las
propiedades mecanicas, a excepcion de la cohesividad. Respecto de la temperatura de enfriamiento, las
propiedades de textura mostraron en general los valores més bajos al seleccionarse el menor valor lo cual se
asocia a una mayor velocidad de enfriamiento.

En cuanto a la evaluacion del potencial de los oleogeles como sustitutos de la margarina, se observo que es
posible obtener un valor de dureza muy similar al del producto comercial seleccionado, mientras que los
valores de adhesividad y cohesividad resultan ser mas bajos.
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Los resultados encontrados en este estudio junto con los obtenidos en un estudio paralelo, donde se analizo el
efecto de las condiciones de preparacion sobre la reologia de los oleogeles, seran usados para llevar a cabo
una optimizaciéon multirespuesta a fin de obtener las condiciones de preparacién adecuadas para lograr
oleogeles con propiedades tanto de textura como reoldgicas similares a las de una margarina comercial.
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RESUMEN

Se formularon oleogeles a partir de aceite de girasol alto oleico (GAO) y una mezcla de monoglicéridos
saturados (Myverol) con el fin de estudiar y modelar la influencia de las diferentes condiciones de
preparacion sobre las propiedades reolégicas y la capacidad de retencion de aceite (OBC, por sus siglas en
inglés) teniendo como objetivo el desarrollo de un producto similar a una margarina comercial. Se evalug el
efecto de la concentracion de Myverol (MV), la temperatura de preparacion (Tp), la velocidad de agitacion
(Va) y la temperatura de enfriamiento (Te) sobre las variables de respuesta mediante la aplicacion de un
disefio factorial incompleto de cuatro factores con tres niveles (Box-Behnken). Las respuestas seleccionadas
fueron OBC (determinada por centrifugacion), el mddulo eléstico (G") y la viscosidad compleja (n*)
(medidos a partir de ensayos dinamicos oscilatorios). Los resultados obtenidos mostraron que MV y T,
fueron los factores mas significativos sobre cada respuesta analizada. Todos los oleogeles formulados
presentaron alta OBC. Al incrementar MV, G' mostré un aumento significativo. Las condiciones de
preparacion que generaron oleogeles con el mayor G' también lograron los mas altos valores de n*. Algunos
de los oleogeles obtenidos mostraron propiedades reoldgicas similares a las de la margarina analizada.

Palabras Clave: oleogeles, monoglicéridos saturados, propiedades reoldgicas, capacidad de retencion de
aceite, metodologia de superficie de respuesta.

ABSTRACT

Oleogels produced from high oleic sunflower oil and a mixture of saturated monoglycerides (Myverol) were
formulated in order to evaluate the effect of the preparation conditions on their rheological properties and the
oil binding capacity (OBC). Likewise, it was tried to obtain a material similar to margarine. With the aim to
evaluate the influence of the concentration of MV, the preparation temperature, the speed of agitation, and
the cooling temperature on OBC and the most representative rheological parameters, an incomplete factorial
design of four factors with three levels (Box-Behnken) was applied. Rheological measurements were carried
out by dynamic oscillatory test on oleogel cylindrical samples and OBC was determined by centrifugation.
The obtained results show that the MV concentration and the cooling temperature were the most significant
factors over each response variable analyzed. All the prepared oleogels showed high OBC values (ranged
from 87.28% to 99.84%), indicating the formation of strong gel networks. With regard to the rheological
properties, as the Myverol concentration increased, the elastic modulus (G) showed a significant increase.
Under the preparation conditions used in this study, it was possible to obtain some products with values of
log G' and n* close to margarine ones.

Keywords: oleogels, saturated monoglycerides, rheological properties, oil binding capacity, response
surface methodology.

INTRODUCCION

Desde hace algunos afios existen en muchos paises numerosas regulaciones destinadas a reducir el contenido
de &cidos grasos trans y eliminar las grasas saturadas de los alimentos, debido a los efectos negativos sobre
la salud asociados a su consumo. En consecuencia, la industria alimentaria se vio obligada a buscar
alternativas tecnoldgicas que permitan obtener productos saludables manteniendo la funcionalidad y las

caracteristicas fisicas correspondientes a las grasas que se desean reemplazar. Es por esta razon que la

estructuracion de aceites se ha convertido en un &rea activa de investigacion en los Gltimos afios. Sin’
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embargo, el reemplazo de este tipo de grasas puede conducir a cambios significativos en la calidad de los
productos alimenticios. Las estrategias mas recientes incluyen la formulacion de oleogeles. Un oleogel puede
definirse como un aceite atrapado en una red de gel tridimensional y termorreversible. Esta red se forma por
el autoensamblaje de moléculas (agentes estructurantes) que son afiadidas en baja concentracion al aceite
(Hughes et al. 2009). Estos agentes estructurantes pueden ser acidos grasos, alcoholes grasos, ceras,
monoglicéridos, proteinas, lecitinas, fitoesteroles y demas compuestos que tengan esta capacidad (Co y
Marangoni 2012). En particular, los monoglicéridos saturados resultan especialmente apropiados debido a su
excelente capacidad de autoensamblarse en dominios hidrofilicos e hidrofébicos. Al ser introducidos en
aceites, estas moléculas son capaces de autoensamblarse en bicapas inversas que conducen a la formacién de
una red continua gque impide que el aceite fluya (Calligaris et al. 2013).

Es importante destacar que ademdas de la naturaleza del agente estructurante y del aceite, las condiciones
térmicas y mecanicas establecidas durante su procesamiento también juegan un rol fundamental en la
estructura de un oleogel (Qjijo et al. 2004, Da Pieve et al. 2010, Co y Marangoni 2012, Rocha-Amador et al.
2014, Lopez-Martinez et al. 2014). Varios autores han estudiado los principios que gobiernan la formacion
estructural de un oleogel, intentando relacionar las caracteristicas micro y mnanoestructurales con el
comportamiento térmico y reoldgico (Garti y Satd 2001, Ojijo et al. 2004, Kesselman et al. 2007, Da Pieve et
al. 2010). Sin embargo, existe poca informacion acerca de la relacion entre las condiciones de procesamiento
de los oleogeles durante su formacion y sus propiedades mecanicas finales.

En un trabajo previo se estudid la capacidad del Myverol para estructurar aceites vegetales de diferente
composicion en acidos grasos (maiz, soja, girasol y girasol alto oleico) (Giacomozzi et al. 2015). Para ello se
determind la concentracion minima de Myverol necesaria para alcanzar la gelificacion, resultando los
oleogeles formulados con GAO los que requirieron menor MV (2% p/p vs. 3% p/p para el resto de los
aceites vegetales). Ademas, al incrementar la MV, los oleogeles de GAO presentaron la mas alta capacidad
de retencion de aceite y el mayor potencial para lograr propiedades reoldgicas y de textura similares a una
margarina comercial. Por otra parte, y en concordancia con otros estudios (Ojijo et al. 2004, Da Pieve et al.
2010, Rocha-Amador et al. 2014), se encontrd que las condiciones de preparacion de los oleogeles tienen
gran influencia sobre sus caracteristicas estructurales.

En el presente trabajo se formularon oleogeles a partir de GAO y Myverol con el objetivo de analizar la
influencia de las condiciones especificas de preparacién sobre su capacidad de retencion de aceite y sus
principales pardmetros reoldgicos, de forma tal de establecer las condiciones que permiten obtener un
material con caracteristicas reoldgicas similares a la margarina. Como aspectos innovadores de este trabajo
pueden destacarse el uso de modelos empiricos que permiten describir el comportamiento reoldgico del
material en todo el rango de frecuencias analizado, y el uso de modelos de regresidn que tienen en cuenta la
influencia de las posibles interacciones entre las variables de preparacion sobre las respuestas analizadas.
Estas interacciones no han sido consideradas en estudios similares realizados por otros autores.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé aceite de girasol alto oleico, cuya composicion (obtenida mediante cromatografia gas-liquido,
GLC) fue: acidos grasos saturados 6,58%, acidos grasos monoinsaturados 85,25% Yy é&cidos grasos
poliinsaturados 7,71%. Como agente estructurante se usé Myverol (Kerry, México) de composicion
(obtenida mediante GLC): monoglicéridos de acido estearico y palmitico 89,35% y 3,86%, respectivamente,
acidos grasos saturados 3,22%, glicerol 2,13% y diglicéridos 1,45%; punto de fusion (obtenido mediante
calorimetria diferencial de barrido) = 59,1 + 0,1°C. Para comparar los resultados obtenidos se utilizé una
margarina light comercial (Manty, Molinos Rio de la Plata S.A., Argentina) producida por interestificacion
de aceites vegetales (composicién suministrada por el proveedor: grasas totales 40%, grasas saturadas 13%).
Con el fin de evaluar la influencia de las condiciones de preparacion de los oleogeles sobre las variables de
respuestas seleccionadas, se utilizd un disefio de experimentos Box-Behnken (factorial incompleto) de tres
niveles con cuatro factores y seis puntos centrales. Los parametros (factores) elegidos, de acuerdo a estudios
previos, fueron: concentracion de Myverol (MV), temperatura de preparacion (Tp), velocidad de agitacion
(Va) y temperatura de enfriamiento (Te). Los rangos de trabajo elegidos fueron: MV (6-14% p/p), T, (70-90
°C), Va (200-1000 rpm) y Te (5-30°C). Las variables de respuesta consideradas fueron: la capacidad de
retencion de aceite, y parametros reoldgicos tales como modulo eléstico (G') y viscosidad compleja (n*). El

disefio de experimentos y el analisis de sus resultados correspondientes se realizaron mediante el software
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Design Expert 7.0. Los distintos experimentos se llevaron a cabo en un orden aleatorio. Los factores y

niveles se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Matriz de experimentos utilizada en el Disefio Box-Behnken para la formulacion de oleogeles de

aceite de girasol alto oleico y Myverol.

N Factores Experimentales®
MV (% p/p) Tep(°C) Va(rpm) Te(°C)

1 10 90 200 17,5
2 10 80 600 17,5
3 6 90 600 17,5
4 10 70 1000 17,5
5 10 80 600 17,5
6 14 80 1000 17,5
7 10 80 1000 30,0
8 10 90 600 5,0
9 10 70 600 5,0
10 6 80 600 5,0
11 10 70 200 17,5
12 10 80 600 17,5
13 14 80 200 17,5
14 10 70 600 30,0
15 6 80 1000 17,5
16 10 90 1000 17,5
17 14 80 600 5,0
18 10 90 600 30,0
19 10 80 200 5,0
20 10 80 600 17,5
21 14 70 600 17,5
22 10 80 600 17,5
23 6 80 600 30,0
24 14 80 600 30,0
25 6 80 200 17,5
26 14 90 600 17,5
27 10 80 600 17,5
28 10 80 1000 5,0
29 10 80 200 30,0
30 6 70 600 17,5

aNUmero de experimento.

PMV: concentracion de Myverol; T,: temperatura de preparacion; V.: velocidad de agitacion; T.: temperatura

de enfriamiento.

Respecto a los modelos de ajuste de las variables de respuesta, la Ecuacion 1 representa el modelo de

regresion cuadratica utilizado.

9 = Bo+ Xioq Bix? + X

Biixf + Yoy Xiciva Bijxix; (1)

Donde ¥ es la variable de respuesta, Po el término independiente, Bi el coeficiente correspondiente al efecto
lineal del factor xi, Bij el coeficiente de interaccidn entre los factores iy j, y Xi y X; representan a cada uno de

los factores considerados.
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La calidad de los modelos de ajuste se evaludé mediante el analisis de la varianza (ANOVA). Los términos de
cada modelo se evaluaron teniendo en cuenta el valor p, considerando estadisticamente significativos
aquellos que presentaron p<0,05. Cabe mencionar que en algunos casos los términos no significativos se
mantuvieron en la ecuacién debido a que su presencia mejoro la calidad del ajuste.
Preparacion de los Oleogeles
Se disolvio la cantidad correspondiente de Myverol en GAO mediante calentamiento a la temperatura de
preparacion seleccionada, en un recipiente de vidrio acoplado con un bafio termostético y agitacion
magnética. La velocidad de agitacion se cuantific6 utilizando un tacémetro digital laser.
Capacidad de retencién de aceite
La capacidad de retencion de aceite se determind mediante el método sugerido por Yilmaz y Ogiitcii (2014).
Los oleogeles, previamente gelificados en eppendorfs a la temperatura de enfriamiento correspondiente en
cada caso, se centrifugaron a 10000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente usando una
microcentrifuga (Giumelli z-127-D, Argentina). Se realizaron 3 réplicas para cada muestra. OBC se expresé
en funcion del porcentaje de aceite liberado por la muestra luego de la centrifugacion.
Determinacion de las propiedades viscoelasticas de los oleogeles
Los ensayos reoldgicos se llevaron a cabo en un reémetro Paar Physica (modelo MCR 301, Anton Paar
GmbH, Austria), el cual contiene un sistema de control de temperatura Peltier y un sistema de adquisicion de
datos computarizado (Rheoplus/32 V3.40). Se utiliz6 la geometria de platos paralelos (didmetro 50 mm). Las
muestras fundidas se colocaron en moldes cilindricos (didmetro 60 mm), permitiendo la gelificacién a la
temperatura de enfriamiento correspondiente en cada caso (bajo condiciones estaticas). Posteriormente se
almacenaron en heladera a 5°C durante 24 horas. Para su analisis, los discos de oleogeles obtenidos se
colocaron sobre el plato del redmetro y se llevaron a cabo ensayos oscilatorios de barrido de frecuencia (10-
100 rad/s) a 20°C (deformacion 0,5%). Con el fin de evitar el deslizamiento de las muestras, se coloco papel
de lija (grado 360, Norton) en las superficies inferior y superior de la geometria utilizada. La separacion
entre platos (gap) se fijo de manera de producir una fuerza normal de 10 N. Para cada experimento se
realizaron 3 réplicas. Ademas, para asegurar que todos los ensayos se lleven a cabo dentro de la region
viscoelastica lineal, se realizaron ensayos de barrido de deformacion (0,01-100%) a una frecuencia angular
de 10 rad/s. Las propiedades reoldgicas de la margarina comercial se determinaron tomando muestras del
producto en forma de discos desde el envase original
Modelado de los parametros reol6gicos
Las curvas experimentales obtenidas se ajustaron usando ecuaciones apropiadas en cada caso: n*se ajustd
mediante una ecuacion de tipo ley de la potencia, la cual puede expresarse en forma lineal como:

logn™ = logng + m,+logw (2)

Donde n*= [(G? + G"9)%)/m, G" es el médulo viscoso, mes la frecuencia angular, log no* y my« son
constantes determinadas experimentalmente.
En cuanto a G', el mejor ajuste de este parametro se logré a partir de una correlacién empirica:

logG' = log Gy + mgrlogw™ (3)

Donde log Go', mg' y n son constantes determinadas de manera experimental.

oA

e’

132



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

RESULTADOS Y DISCUSION
En la Tabla 2 se muestran los valores promedio de las variables de respuesta obtenidos para cada
experimento junto con los valores correspondientes predichos por cada modelo.

Tabla 2. Variables de respuesta obtenidas en el Disefio Box-Behnken para la formulacion de oleogeles de
aceite de girasol alto oleico y Myverol.

N2 Variables de Respuesta®

OBC (%)° log Go' (Pa)° me (Pa.s)® n° log no* (Pa.s)®  my« (Pa.s?)®
1 97,77 (9851) 4,84 (4,82) 0,11 (0,11) 044 (0,45) 4,94 (495  -0,95 (-0,96)
2 97,99 (97,33) 4,96 (4,94) 0,11 (0,11) 0,44 (0,45) 5,04 (5,01) -0,95 (-0,96)
39210 (92,11) 4,39 (4,34) 0,11 (0,10) 045 (0,44) 453 (447)  -0,97 (-0,97)
4 99,86 (99,29) 4,88 (4,90) 0,13 (0,13) 0,32 (0,32) 4,99 (5,00) -0,96 (-0,95)
5 97,10 (97,33) 4,91 (4,94) 0,10 (0,11) 0,47 (0,45) 4,99 (5,01) -0,96 (-0,96)
6 98,94 (99,43) 5,01 (5,00) 0,17 (0,17) 0,35 (0,31) 5,24 (5,27) -0,95 (-0,94)
7 94,43 (94,02) 4,53 (4,51) 0,09 (0,09) 0,62 (0,58) 4,46 (4,47) -0,94 (-0,94)
8 96,49 (96,37) 4,84 (4,86) 0,13 (0,13) 0,58 (0,55) 4,93 (4,89)  -0,93 (-0,93)
9 96,76 (97,18) 4,78 (4,74) 0,14 (0,13) 0,39 (0,39) 4,89 (4,88) -0,95 (-0,95)
10 90,44 (90,96) 4,32 (4,35) 0,09 (0,090 055 (058) 4,40 (445)  -0,96 (-0,95)
11 99,84 (99,32) 4,97 (4,95) 0,12 (0,12) 0,40 (0,38) 5,04 (5,00) -0,95 (-0,96)
12 97,26 (97,33) 4,96 (4,94) 0,10 (0,11) 043 (045) 505 (501)  -0,96 (-0,96)
13 98,37 (98,22) 5,07 (5,09) 0,10 (0,11) 0,37 (0,37) 518 (521)  -0,96 (-0,96)
14 93,51 (93,87) 4,64 (4,65) 0,11 (0,11) 0,60 (0,61) 4,43 (4,47) -0,93 (-0,92)
15 92,37 (92,44) 4,48 (4,49) 0,08 (0,07) 0,38 (0,40) 458 (456)  -0,97 (-0,98)
16 98,54 (98,48) 4,90 (4,91) 0,12 (0,12) 0,36 (0,39) 5,01 (5,07) -0,96 (-0,95)
17 97,50 (96,70) 4,93 (4,94) 0,16 (0,16) 0,40 (0,36) 5,04 (507)  -0,93 (-0,93)
18 93,89 (93,06) 4,36 (4,42) 0,11 (0,11) 0,60 (0,58) 4,42 (4,48) -0,94 (-0,93)
19 97,86 (97,36) 4,74 (4,75) 0,12 (0,10) 0,50 (0,52) 4,84 (4,82)  -0,96 (-0,95)
20 97,12 (97,33) 4,95 (4,94) 0,11 (0,11) 047 (045) 504 (501)  -0,95 (-0,96)
21 97,97 (98,67) 5,00 (5,03) 0,16 (0,15) 0,23 (0,29) 515 (5,17) -0,94 (-0,95)
22 97,28 (97,33) 4,92 (4,94) 0,10 (0,11) 0,47 (045) 5,00 (501)  -0,95 (-0,96)
23 87,28 (87,65) 4,07 (4,05 0,11 (0,10) 0,52 (0,57) 4,00 (3,95) -0,94 (-0,94)
24 9390 (93,40) 4,74 (4,71) 0,11 (0,11) 0,64 (0,62) 4,81 (4,74)  -0,93 (-0,92)
25 9429 (93,71) 4,32 (4,35) 0,09 (0,11) 049 (045) 441 (450)  -0,96 (-0,97)
26 97,59 (97,86) 5,12 (5,10) 0,16 (0,15) 0,33 (0,36) 5,34 (5,31) -0,93 (-0,93)
27 97,22 (97,33) 4,94 (4,94) 0,10 (0,11) 045 (0,45) 502 (501)  -0,95 (-0,96)
28 96,84 (97,33) 4,83 (4,82) 0,14 (0,13) 0,44 (0,46) 4,96 (4,95) -0,94 (-0,95)
29 93,03 (94,05) 4,54 (4,53) 0,10 (0,10) 0,61 (0,64) 4,46 (4,47)  -0,93 (-0,94)
30 93,30 (92,92) 4,53 (4,53) 0,09 (0,11) 0,43 (0,38) 4,60 (4,59) -0,96 (-0,96)

me - 4,54 +0,01 0,06 +5,10° 0,65 + 0,03 4,53 +0,02 -0,94 + 4,10°®

ANUmero de experimento.

b\zalor experimental promedio de 3 réplicas (valor predicho por el modelo correspondiente).

°log Go, mg' and n: parametros correspondientes al modelo del médulo elastico (G'); log Mo* Yy My
parametros correspondientes al modelo de la viscosidad compleja (n*).

dMargarina comercial.

Todos los oleogeles preparados presentaron altos valores de OBC (87,24% - 99,84%), confirmando la
capacidad de estos materiales de formar una red fuerte capaz de evitar la migracion de aceite, la cual es

considerada un efecto indeseable ya que conduce a defectos de calidad (Co y Marangoni 2012). Un oleogel ©
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que presente bajo valor de OBC podria liberar facilmente el aceite dentro de la matriz alimentaria, alterando
de manera negativa las propiedades sensoriales del producto (Blake y Marangoni 2015).

El efecto de los factores experimentales en OBC se muestra en la Figura 1.

El modelo de ajuste obtenido para esta respuesta presentd dependencia cuadratica con todos los factores,
siendo los més significativos (p<0,0001) los correspondientes a los términos lineal y cuadratico de MV y T,
respectivamente, Otros factores significativos fueron: T (p=0,0278), Te? (p=0,0379), V.? (p=0,0001) y la
interaccion MV-V, (p=0,0481). El término lineal correspondiente a V, no resultd ser significativo (p>0,1).

La Figura 1.A. muestra el efecto de MV, V. y la interaccion entre estos dos factores sobre OBC. Se encontrd
gue la capacidad de retencién de aceite aumento con el incremento en MV hasta un cierto punto (~11% p/p),
en el cual OBC alcanzd su maximo valor. Incrementos en la concentracién de Myverol por encima de este
punto mantuvieron el valor de OBC cerca del maximo alcanzado. A altas MV, el incremento en V, resulta en
un aumento notable de OBC. Probablemente, a partir de este punto, las condiciones de agitacion influyen
sobre la energia de las interacciones moleculares y por ende en el alineamiento molecular (Rocha-Amador et
al. 2014).

Respecto a Tp, el valor més alto de OBC se obtuvo usando la temperatura mas baja. La menor OBC resulté al
emplear T. mayores a 19°C. Esto indica que un gradiente menor de temperatura (T,-Te), €l cual origin6 un
perfil con velocidades de enfriamiento mas bajas, produjo una estructura con baja capacidad de retencion de
aceite. Esto pudo deberse a la formacion de una red con mayor desorden estructural o a la formacion de
cristales de diferentes tamafios o formas.

o § 11.25 "
S o e, e
600, et 175 10
400 ™ 23.75 1

R
Vo (rpm) 205 MV (%pip) T, (°C) o MV (%p/p)

Figura 1. Superficies de respuesta correspondientes a la capacidad de retencion de aceite (OBC). Efecto de
(A) la velocidad de agitacion (Va) y concentracion de Myverol (MV) (temperatura de preparacion (Tp) y
temperatura de enfriamiento (Te) fijas en el punto central); (B) Tey MV (Vay T, fijas en 1000 rpmy 70 °C,
respectivamente).

Los resultados obtenidos en los ensayos de barrido de frecuencia mostraron que todos los oleogeles
formulados presentaron un comportamiento de tipo gel (G' > G") debido a la presencia de una red cristalina,
lo cual coincide con lo observado previamente por Da Pieve et al. (2010) en su estudio de oleogeles de
monoglicéridos y aceite de oliva.

Los puntos experimentales correspondientes al pardmetro G' se transformaron matematicamente usando la
funcion logaritmica y se ajustaron adecuadamente mediante la Ecuacion (3). Los parametros del ajuste de
este modelo (log Go', me y n) obtenidos para cada condicién de preparacién del oleogel, se muestran en la
Tabla 2. El pardmetro log Go' representa el valor de log G' a una @ de 1 rad/s; me indica la velocidad con la
cual se modifica G' con ®, y el parametro n determina la curvatura en el grafico log G' vs, log @ (n>1:
concava, n<1: convexa y n=1: lineal). Los modelos matematicos capaces de describir los parametros G'y n*
en el rango de frecuencia estudiado representaron herramientas Utiles para desarrollar un material con
propiedades viscoelasticas similares a la margarina comercial. Como puede verse en la Tabla 2, los rangos
obtenidos para los parametros del modelo correspondiente a la Ecuacion (3) fueron: 4,07 — 5,12 Pa para log
Go', 0,078 — 0,17 Pa.s para mg', y 0,32 — 0,64 para n. Teniendo en cuenta que la margarina comercial
analizada mostr6 un valor promedio de log Go' de 4,54 Pa, es posible pensar en el desarrollo de un material
que presente un valor similar de este parametro bajo las condiciones ensayadas en este estudio. Por otro lado,
el valor de mgobtenido para la margarina fue de 0,06 Pa,s, menor que los valores correspondientes a todos
los oleogeles formulados, mientras que el valor de n fue de 0,65.
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Respecto a los modelos obtenidos mediante Design Expert, en lo que se refiere al parametro log Go', los
términos cuadratico y lineal de MV y T. mostraron los efectos mas significativos (p<0,0001). Otros términos
significativos fueron: T, (p=0,0114), V.?> (p=0,0378) y las interacciones MV-T, (p=0,0015), MV-V,
(p=0,0056), T,-Va (p=0,0047) y Tp-Te (p=0,0001). La Figura 2.A. muestra que los valores mas altos de log
Go' fueron obtenidos usando la mayor MV. Dado que este parametro reoldgico esta asociado a la magnitud
de G, se encontrd que, al incrementar la concentracién de agente estructurante, el caracter elastico de los
oleogeles formulados aumenta linealmente. Ademas, se evidencié que Va no tuvo un efecto importante en
esta respuesta. Respecto a la Figura 2.B., los valores mas altos de log Go' se obtuvieron usando una T. de
17,5 °C para las mezclas preparadas a 70°C y entre 11,5y 17,5 °C para las mezclas preparadas a 90°C.

log G, {Pa)
log G,' {Pa)

8

o 30 T s
: - 2375 e /80
I TET 15
V, (rpm) e MV (%p/p) T, (°C) 1".es e T,(°C)
5 70

Figura 2. Superficies de respuesta correspondientes a log Go'. Efecto de (A) la velocidad de agitacion (Va) y
la concentracion de Myverol (MV) (temperatura de preparacion (Tp) y temperatura de enfriamiento (T.) fijas
en el punto central); (B) Tey Ty — (Vay MV fijas en el punto central).

En cuanto al parametro mg, todos los valores obtenidos fueron positivos, indicando que G' aumenta con m en
todos los oleogeles formulados (Figura 3). En cuanto a la magnitud de mg, todos los materiales presentaron
valores pequefios, indicando asi que los geles presentan una baja dependencia con @ y por lo tanto, una
estructura elastica fuerte (Patel et al. 2014). MV resulté ser el factor con mayor influencia en esta respuesta
(p<0,0001). Otros factores significativos fueron: V. (p=0,0296), T. (p=0,0007), MV? (p=0,0325), T,?
(p=0,0007) y las interacciones MV-V, (p=0,0001), MV-T, (p=0,0033). El valor mas alto de este parametro se
obtuvo con la combinacion de la mayor MV y la més alta V..

Respecto del modelo obtenido para el parametro n, los factores mas significativos (p<0,0001) fueron los
térmicos lineal y cuadréatico correspondientes a T.. Otros términos significativos fueron: MV (p=0,0005), T,
(p=0,0040), V. (p=0,0094), MV? (p=0,0038), T,? (p=0,0042) y las interacciones MV-Te (p=0,0010) y Tp-Te
(p=0,0105).

La viscosidad compleja de un oleogel es una medida de la resistencia que presenta el material frente a los
esfuerzos de corte. De esta manera, un material con alta n* se caracteriza por su alta resistencia al flujo. Para
obtener un modelo adecuado de este pardmetro, los datos experimentales fueron transformados
matematicamente usando la funcién logaritmica y se ajustaron adecuadamente mediante la Ecuacién (2),
donde log no* representa el valor de log n* para @=1 rad/s (este valor esta directamente asociado con la
magnitud n*), mientras que m,~ corresponde a la pendiente de la curva log n* vs, log @ (indica la velocidad
de cambio de n* con ®).
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Figura 3. Superficies de respuesta correspondientes a mg. Efecto de (A) la velocidad de agitacion (Va) y la
concentracion de Myverol (MV) (temperatura de preparacion (Tp) y temperatura de enfriamiento (Te) fijas en
el punto central); (B) Tey MV — (Vay T, fijas en el punto central).

Los oleogeles formulados mostraron valores de log ne* en un rango comprendido entre 4,00 y 5,34 Pa,s,
mientras que los valores obtenidos para que m,« se ubicaron entre -0,93 y -0,97 Pa.s?. Dado que los valores
de log no* y my« obtenidos para la margarina comercial analizada fueron de 4,53 y -0,96, respectivamente, se
puede afirmar que es posible desarrollar oleogeles de GAO y Myverol que presenten valores de n* similares
a este producto.

El efecto de las condiciones de preparacion en los parametros de ajuste de log no* se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Superficie de respuesta correspondiente a log no*. Efecto de (A) la temperatura de preparacion (Ty)
y la concentracién de Myverol (MV) (velocidad de agitacion (V,) y temperatura de enfriamiento (T.) fijas en
el punto central); (B) Te Y Va— (Vay MV fijas en el punto central).

Respecto del modelo obtenido, se encontré que los factores que mayor influencia ejercieron sobre este
parametro fueron MV y T, en sus términos lineal y cuadratico, respectivamente. Otros factores significativos
fueron: V, (p=0,0454) y la interaccion MV-T, (p=0,0157). Como puede observarse en la Figura 4.A., el valor
mas alto de log neo* fue obtenido para los oleogeles formulados con la més alta MV e incrementando T,.
Respecto a la Figura 4.B., para todo el rango de V,, el valor mayor de log no* encontrado fue al usarse una Te
entre 11 y 17,5°C. Este resultado es analogo al hallado para el parametro log Go'. De este modo, las
condiciones de preparacion que generaron oleogeles con el mayor valor de G', lo cual indica mayor
elasticidad, también produjeron materiales con el valor mas alto de n*, es decir, oleogeles més resistentes a
la deformacion.

Por otro lado, el modelo obtenido para m,~ indica que los factores que mayor efecto presentan (p<0,0001)
sobre este parametro fueron, al igual que en el caso anterior, MV y T.. Otros factores significativos fueron:
T (p=0,0041), T,? (p=0,0263), V.2 (p=0,0219), y las interacciones MV-T, (p=0,0462), MV-V, (p=0,0262) y
To-Te (p=0,0216). El valor més bajo de m,+, asociado a cambios menores en n*, se obtuvo usando los niveles /
mas bajos de MV y V.. Vet .

o

p’
-
)\>



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

CONCLUSIONES

Los parametros reoldgicos analizados en esta contribucion mostraron una fuerte dependencia con las
variables de preparacién de los oleogeles, especialmente con la concentracion de Myverol y la temperatura
de enfriamiento. Las condiciones de preparacion que generaron oleogeles con el valor més alto de G, es
decir, materiales que presentaron la mayor elasticidad, también produjeron oleogeles con la mayor n*
encontrada (mayor resistencia a la deformacién). Ademas, todas las formulaciones realizadas presentaron
una alta capacidad de retencion de aceite. Los oleogeles que presentaron la mayor capacidad de retencién de
aceite fueron obtenidos usando concentraciones de Myverol superiores a 11% vy temperaturas de
enfriamiento moderadas.

Se observd que es posible obtener oleogeles de aceite de girasol alto oleico y Myverol con propiedades
reoldgicas similares a una margarina comercial, ademéas de presentar alta retencién de aceite. Estos
resultados, junto con los obtenidos en un estudio paralelo, donde se analizé el efecto de las condiciones de
preparacion sobre la textura de los oleogeles, seran usados para llevar a cabo una optimizacion
multirespuesta a fin de obtener las condiciones de preparacion adecuadas para lograr oleogeles con
propiedades tanto de textura como reoldgicas similares a las de una margarina comercial.
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RESUMEN

El expeller es el principal subproducto que se obtiene del proceso de extrusado-prensado de soja. La calidad
y composicion de este producto puede ser muy variable incluso dentro de la misma planta de procesamiento,
debido a la imposibilidad de controlar muchas etapas del proceso y a la variabilidad intrinseca de la materia
prima. Dada la importancia de la industria de extrusado-prensado en la economia argentina, el objetivo del
trabajo fue estudiar el impacto de condiciones del proceso en la calidad final del expeller. Se tomaron
muestras de poroto y expeller de cinco plantas. Se calcularon los valores y rangos para cada parametro de
calidad. Se realizd una regresion lineal entre parametros del proceso y parametros de calidad tanto de la
materia prima como del producto final. Se encontré que la composicion final del expeller estd altamente
relacionada con las condiciones de procesamiento. El contenido de humedad de la materia prima y la
temperatura de extrusion son las principales variables que afectan la composicién del expeller. Un aumento
en el contenido de humedad de los granos se asocié con un aumento en el contenido de aceite residual en el
expeller, y por lo tanto con una pérdida de eficiencia del proceso de extraccion.

Palabras clave: temperatura de extrusion, actividad ureésica, eficiencia de extraccion, expeller de soja.

ABSTRACT

Expeller is the by-product of soybean extrusion-expelling process. The quality and composition of expeller
can be highly variable even within the same processing plant, mainly due to the impossibility of controlling
many stages of the process and to the broad variability of the raw material. Given the high importance of the
soybean extrusion-expelling industry in the argentine economy, the objective of this work was to study the
impact of the process conditions in the final quality of the expeller. Samples of expeller and beans were
collected from five extrusion-expelling plants. Means and ranges of each quality parameter were calculated.
Lineal regression analysis between process parameters and quality parameters of both raw material and final
product were performed. It was found that final composition of expeller is highly related to operating
conditions during processing. Moisture content of raw material and extrusion temperature are the main
variables that affect the expeller composition. An increase in moisture content of the beans was associated
with an increase in the content of residual oil in expeller, and therefore with a loss of efficiency of the oil
extraction process.
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INTRODUCCION

La soja representa, tanto en volimenes de produccion como en superficie cultivada, el principal cultivo del
mundo. Histéricamente, su desarrollo ha estado relacionado con la industria de extraccion de aceite, siendo
sus principales productos el aceite y las harinas. Las harinas son utilizadas principalmente en la formulacion
de alimentos balanceados y consumo humano a través de su transformacion en concentrados, aislados y
texturizados como ingredientes de alimentos méas complejos. El aceite, en su mayoria, se destina para
consumo humano o como materia prima de nuevos productos de uso industrial y, en la Gltima década, una
parte de su produccion se destina para la elaboracion de biocombustible.

El procesamiento de granos de soja para la obtencion de aceite puede ser realizado mediante dos métodos de
extraccion: por solvente o por extrusado-prensado. En Argentina, la extraccion de aceite por medio de

solventes es aplicada por aceiteras de capacidad instalada superiores a las 500 toneladas/dia de produccion,

mientras que las industrias Pymes que llevan a cabo esta actividad mediante procesos de extrusado-prensado
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tienen una escala de 24 a 100 toneladas/ dia. En el Gltimo caso, la inversion en equipamientos y los costos
operativos de dicha tecnologia son significativamente menores que la extraccion tradicional por medio de
solventes (Mendez et al. 2011).

El extrusado-prensado es una practica recientemente adoptada por el sector agroindustrial para agregar valor
al cultivo de soja en origen. A partir del afio 2008 comenzaron a instalarse empresas PyMES a lo largo de la
regién pampeana que utilizaron este método fisico para la extraccion de aceite, obteniendo como principales
productos el aceite crudo y el expeller de soja (Mendez et al. 2011, Bragachini et al. 2012, INTA PRECOP
2013).

El expeller de soja difiere de las harinas de soja en su composicion, principalmente en su contenido de aceite
residual. En la harina dicho porcentaje representa el 0,5 - 2%, mientras que en el expeller el contenido de
aceite oscila entre 5y 8%. El extrusado-prensado es menos eficiente que la extraccion con solventes. En
general, estos valores son muy variables, existen diferencias considerables entre plantas y en diferentes lotes
de produccidn dentro de una misma planta (Gallardo 2008, Massigoge et al. 2013). Este producto es derivado
de un procesamiento sencillo que se adapta a escalas productivas pequefias y ha permitido un desarrollo en el
interior productivo, dado que representa la principal fuente proteica de las formulaciones de alimento de las
producciones avicolas, porcinas y vacunas. Es decir, que la proteina de soja es una demanda para el
desarrollo de las cadenas de produccion de proteinas de carne, leche y huevo.

El extrusado-prensado es un proceso flexible, por ende, cada una de las 400 plantas existentes en Argentina
poseen diferentes criterios de control dependiendo del equipamiento que utilicen. Es por ello que la
variabilidad encontrada en los parametros de calidad del expeller de soja puede estar relacionada con la
variabilidad que se observa en diferentes plantas de extrusado-prensado. Massigoge et al. (2013) realizaron
un relevamiento en diferentes plantas ubicadas en la region Buenos Aires sur y encontraron gue los procesos
en dichas plantas se realizaron bajo condiciones distintas. Las mayores variaciones se vieron en la
temperatura de extrusado (121 a 145°C) y en el contenido de humedad del grano (entre 7,5y 13,5%).

Dada la importancia de la soja para nuestro pais, el aporte de la industria de extrusado-prensado al desarrollo
territorial a través de procesos de agregado de valor en origen y el desconocimiento de los efectos del
proceso de extrusado sobre la calidad del expeller, se consider6 apropiado realizar el presente trabajo cuyo
objetivo fue analizar la incidencia del proceso de extrusado-prensado en la calidad del subproducto obtenido.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron cinco plantas de extrusado-prensado de diferentes regiones productivas, localizadas en las
provincias de Santa Fe, Cérdoba y Buenos Aires. Se realiz6 un relevamiento de las condiciones de procesos
de cada una de las plantas mediante una encuesta y registro de parametros de operacion. Ademas, se tomaron
pares de muestras representativas, durante tres dias consecutivos, de poroto de soja antes del ingreso al
extrusor y del expeller de soja obtenido como subproducto de la extraccion fisica de aceite.

Dentro de la informacion relevada a partir de las encuestas, se obtuvieron los siguientes parametros:
temperatura de extrusado, contenido de humedad del poroto de soja, agregado de gomas, rehidratacion, y
frecuencia de analisis (actividad ureésica).

Las determinaciones realizadas a las muestras fueron las siguientes: contenido de humedad de poroto de soja
por medio de NIR (Near Infrared Refractancy) (FOSS, DS 2500, EEUU), contenido de humedad del expeller
de soja por medio de NIR FOSS DS 2500, contenido de materia grasa residual en expeller de soja mediante
NIR FOSS DS 2500, y actividad ureéasica mediante el método oficial AOCS ba-9-58 (2011). Se realizaron,
ademas, las determinaciones de contenido de humedad y de materia grasa por los métodos oficiales
correspondientes (ASAE S352.2, 2003 y AOAC 920.39, 1999, modificado para extractor automatizado), con
la finalidad de validar los resultados presentados en el presente estudio.

Para realizar el andlisis de los datos relevados se utiliz6 el programa estadistico InfoStat versién 2016 (Di
Rienzo et al. 2016). En dicho analisis se calcularon los valores medios y rangos de cada uno de los
pardmetros considerados. Ademas, se contemplaron los analisis de regresion lineal entre los parametros de
proceso Yy los parametros de calidad tanto de materia prima como de producto final, expeller.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio, indicaron que la composicion final del expeller de soja esta

altamente relacionada con las condiciones de operacion durante su procesamiento. La humedad de ingreso
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del poroto de soja y la temperatura de extrusion son las principales responsables de alteraciones en la
composicion del expeller, principalmente porque tienen un efecto importante en el proceso de extraccion.
Por otro lado, operaciones tales como la aplicacién de un secado previo al proceso de extraccion y, por lo
tanto, trabajar bajo condiciones de baja humedad, aplicar métodos de limpieza, realizar un prensado doble o
incluso realizar una rehidratacion del expeller, también afectan tanto la composicién final del expeller como
la eficiencia de extraccion.

En la Figura 1, se muestra el porcentaje de materia grasa residual presente en el expeller, obtenido en tres
muestreos sucesivos (A, B y C) realizados en cada una de las cinco plantas estudiadas. Al evaluar la
performance de cada una de las plantas, se pudo observar que las plantas 1 y 2 (donde se realiza un prensado
simple del producto extrusado), presentaron el menor contenido de materia grasa residual, mientras que las
plantas 3 y 4 (donde se realiza un prensado doble del producto extrusado) y la planta 5 (donde se realiza un
prensado simple) muestran un contenido de materia grasa residual superior. Por lo tanto, se evidencia que el
doble prensado no necesariamente aumenta la eficiencia de extraccidn de aceite. Por otro lado, se observa
una clara repetitividad a lo largo de los dias de muestreo para cada una de las plantas estudiadas.
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Figura 1. Contenido de materia grasa residual en expeller (% base seca) obtenido en tres dias consecutivos
de produccién en las plantas 1 a 5. A, B y C corresponden a tres muestreos sucesivos en cada planta.

La temperatura de extrusion es un parametro fundamental del proceso que debe ser controlado, ya que
permite desactivar los inhibidores de la tripsina y otros factores antinutricionales presentes en el poroto de
soja. La actividad ureasica es un indicador indirecto que permite conocer, de manera rapida, el grado de
desactivacion térmica del expeller de soja; la desactivacion de estos factores antinutricionales esta altamente
relacionada con la inactivacion de la ureasa. En la Figura 2 se muestra la relacion existente entre la
temperatura de extrusion como pardmetro de proceso y el valor de actividad ureasica como parametro de
calidad de producto. De acuerdo con el articulo 1407 del Cédigo Alimentario Argentino (C.A.A.) el limite
maximo permitido para harinas tostadas es de 0,3 unidades de pH.

El andlisis estadistico indicd que la temperatura de extrusion presentd un valor promedio de 125,5°C y un
rango de operacion de 110 a 142,5°C, siendo el valor medio de la actividad ureésica igual a 0,04 unidades de
pH. Los valores limites de actividad ureésica fueron 0,02 y 0,14, todos estos fueron inferiores al limite
maximo permitido por la legislacion. El analisis de regresion lineal indica un valor de regresion (R?) entre la
variable dependiente (actividad ureasica) y la variable regresora (temperatura de extrusion) de 0,60, lo cual
indica que el 60% de la variacion en la actividad ureasica puede explicarse por la temperatura de extrusion.
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Figura 2. Relacion entre la temperatura de extrusion (°C) y la actividad ureasica (expresado en unidades de
pH) del expeller.

Al evaluar la relacion entre el contenido de humedad del poroto de soja antes de ingresar a la extrusora y el
contenido de materia grasa residual en el expeller obtenido en todas las plantas bajo estudio, se observé que
existe una correlacion entre ambos parametros de calidad. El anélisis de regresion lineal en este caso indica
un valor de regresion (R?) entre el contenido de materia grasa del expeller y el contenido de humedad de
poroto de soja de 0,58. Esto indica que el 58% de la variacion en el contenido de materia grasa residual del
expeller de soja puede explicarse por el contenido de humedad inicial del poroto de soja, es decir, previo a su
procesamiento.

Como se menciond anteriormente y de acuerdo a los resultados que se muestran en la Figura 3, un aumento
en el contenido de humedad del poroto estd asociado a un aumento en el contenido del aceite residual
presente en el expeller, conduciendo a una pérdida en la eficiencia de extraccién de aceite. Esto demuestra
gue relevantes importante controlar la humedad de ingreso del poroto de soja para eficientizar el rendimiento
de extraccion del proceso, logrando de esta manera un expeller con un menor contenido de materia grasa
residual. Los resultados de las determinaciones analiticas muestran un valor promedio del contenido de
humedad del poroto de soja de 10,6 (% bs) y un contenido de materia grasa en el expeller de 7,9 (% bs),
dentro de un rango de 5,5 a 10,3 (% bs).

Al analizar en particular las plantas que realizan un doble prensado, donde no se obtuvo una mayor eficiencia
de extraccion, observamos que en particular la humedad de ingreso de las muestras correspondientes a la
planta 3, donde el expeller obtenido presentd el mayor porcentaje de aceite residual, el contenido de
humedad del poroto al momento de ingreso a la extrusora estaba alrededor de 2 puntos por encima del
recomendado para lograr una 6ptima extraccion (10,5%). En el caso de la planta 4 el contenido de humedad
del poroto se encontraba alrededor del recomendado, por lo tanto, en este caso, no se debe a un inadecuado
acondicionamiento de la materia prima.

oA

e’

141



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

10,581

9,244

7,901

Contenido MG expeller (%bs)

6,56

4

5,22 T T T 1
7,15 8,67 10,18 11,70 13,22

Contenido humedad poroto soja (%bs)

Figura 3. Relacion entre el contenido de humedad del poroto de soja (expresado como % en base seca) y el
contenido de materia grasa residual del expeller de soja (expresado como % en base seca).

El aceite crudo obtenido en el proceso luego del prensado es desgomado generalmente mediante
centrifugacién y/o decantacion. Las gomas recuperadas en el desgomado son, en algunos casos,
reincorporadas al expeller. La reincorporacion de las gomas se realiza mediante dilucién acuosa. Esto,
ademas de generar un aumento en el contenido de humedad del subproducto, representa un aumento en el
contenido de aceite. Este aumento en el contenido de aceite se debe a que en la préctica las plantas de
extrusado-prensado incorporan las borras o producto de decantacién del aceite, por lo que las gomas estan
compuestas por fosfolipidos, aceite y restos del producto extrusado que hayan pasado al aceite. Dicha
reincorporacion de las gomas diluidas genera un incremento de la humedad del expeller del orden del 1 -
1,5% (b.s.). En la Figura 4, se muestra el contenido de humedad del expeller en las plantas evaluadas para
cada uno de los muestreos realizados.

A partir de la Figura 4, podemos observar que, coincidentemente con el relevamiento de proceso realizado,
las plantas 2 y 4, que no realizan agregado de gomas, son las que presentan el menor contenido de humedad
en el expeller. Mientras que las plantas 1, 3 y 5, que realizan el agregado de gomas, presentan un contenido
de humedad del expeller superior. En el caso de las plantas 1 y 5 el contenido de humedad se incrementa en
un 1 a 1,5%, mientras que la planta 3 presenta un incremento del 7% en el contenido de humedad. Este
elevado contenido de humedad observado en el expeller de la planta 3 puede deberse principalmente al
elevado contenido de humedad con el que ingres6 el poroto de soja a la extrusora, que en promedio fue
12,8%, y ademas al agregado de gomas con la correspondiente rehidratacion. Esto indica que en la planta 3
no realizé un apropiado acondicionamiento del poroto de soja y quizas realizaron una rehidratacion excesiva
durante el agregado de las gomas al expeller.
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Figura 4. Contenido de humedad del expeller (expresado como% en base seca) obtenido en las plantas 1 a 5
durante tres dias consecutivos de produccién. A, By C corresponden a tres muestreos sucesivos en cada
planta.

CONCLUSIONES

El expeller de soja obtenido como subproducto de la industria de extrusado-prensado de soja presenta una
importante variacién entre plantas. El expeller varia principalmente debido a las diferencias de
procesamiento que existe entre plantas.

Al comparar la operacién de prensado entre las plantas evaluadas, se concluye que el doble prensado, en
particular, no presenté una mejora en la eficiencia de extraccion de aceite. Esto se evidencia al encontrar
plantas que realizan prensado simple y obtienen expeller con porcentajes de aceite residual inferiores,
logrando una mayor eficiencia de extraccion que las plantas que realizan un doble prensado.

También se puso en evidencia que un inadecuado acondicionamiento del poroto, previo a su procesamiento,
puede conducir a una importante pérdida en la eficiencia de extraccidn de aceite, como se observo en la plata
3. Por esta razon, es fundamental acondicionar de manera adecuada el poroto de soja para lograr mayores
niveles de extraccion de aceite y evitar pérdidas en la eficiencia de extraccion de aceite por medio del
extrusado-prensado. En relacion a esto se mostro que existe una correlacion entre la humedad del poroto que
ingresa al extrusor y la eficiencia de extraccion de aceite. Los resultados indicaron que cuanto mayor es la
humedad de ingreso del poroto, mayor es el contenido de materia grasa residual en el expeller.

La actividad ureéasica por su parte, esta correlacionada con la temperatura de extrusado aplicada. Cuando
mayor es la temperatura que se alcanza en el extrusado, menor es la actividad uredsica, asociada a la
inactivacion de los factores antinutricionales. A su vez, en algunos casos se observd un sobrecalentamiento
durante el extrusado que trajo como consecuencia la obtencion de valores de actividad uredsica muy bajos.
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RESUMEN

En este trabajo se compard el efecto del tratamiento del germen de trigo con microondas (MOH) (2450 MHz,
607 W, 120 s) con respecto a una inactivacion a escala industrial mediante secado indirecto (vapor de agua a
14 bar y 160°C) (SH) sobre la calidad (acidez e indice de perdxidos) y contenido de tocoferoles de sus
aceites y contenido de compuestos fendlicos en los gérmenes deslipidizados. El germen de trigo sin tratar (H)
y SH fue provisto por Molino Cafiuelas, Argentina. Para constatar la inactivacion, las muestras se incubaron
a 40°C durante 48 h (MOHI, HI, SHI) evaluando posteriormente la acidez (% &c. oleico). El tratamiento por
microondas fue el mas efectivo para la estabilizacion del germen de trigo, dado que no se detecté aumento
significativo de la acidez del aceite luego del proceso de incubacién. Los tratamientos de estabilizacion
aplicados no afectaron significativamente la acidez inicial ni el indice de perdxidos del aceite. Con respecto
al contenido de tocoferoles totales en aceite, las muestras SH y MOH presentaron un valor
significativamente mayor al observado en H. En cuanto a compuestos fenolicos totales en germen
deslipidizado, MOH present6 un contenido significativamente mayor con respecto a SH y H.

Palabras clave: Germen de trigo, estabilizacion, calidad, microondas.

ABSTRACT

The effect of microwave treatment in wheat germ (MOH) (2450 MHz, 607 W, 120 s) and a inactivation by
indirect drying (steam at 14 bar and 160°C) (SH) was compared about quality (acidity and peroxide value)
and tocopherols content of their oils and phenolic content in the defatted wheat germ. Untreated wheat germ
(H) and SH was provided by Molino Cafiuelas, Argentina. To verify the inactivation, the samples were
incubated at 40°C for 48 hours (MOHI, HI, SHI) evaluating the acidity (% oleic acid) of oils. The microwave
treatment was the most effective for stabilizing wheat germ, since no significant increase in acidity of the oil
after incubation process was detected. Stabilization treatments did not significantly affect the initial acidity
and peroxide value of oil. Regarding the content of totals tocopherols in oil, SH and MOH samples showed a
significantly higher value than that observed in H. As for total phenolic compounds, MOH had a
significantly higher content than SH and H.

Key words: wheat germ, stabilization, quality, microwaves.

INTRODUCCION

El germen de trigo es un subproducto de la molienda industrial de trigo, constituyendo el 2,5-3,8% del peso
del grano (Sonntag 1979, Zou et al. 2015); sin embargo, s6lo el 0,2-0,5% del germen de trigo puede estar
disponible como un subproducto de la industria de la molienda, dependiendo de los equipos de la molineria y
procesos de separacion. EI germen de trigo es un producto con un alto valor nutricional, que contiene
aproximadamente 10 a 15% de lipidos, 26-35% de proteinas, 17% de azUcares, 1,5-4,5% de fibra y 4%
minerales. Ademas, posee numerosos beneficios para la salud, incluyendo la reduccion de la hiperglucemia
postprandial, la inhibicion de la absorcion de colesterol, la reduccion de triglicéridos plasmaticos y la
prevencion de la carcinogénesis (Zou et al. 2015). EI germen de trigo cuenta con una importante cantidad de
fitoquimicos como carotenoides, tocoferoles, fitoesteroles, lignanos, flavonoides y acidos fenolicos (Velioglu

et al. 1998, Ge et al. 2000, Eisenmenger y Duford 2008, Vaher 2010). Cuando el germen de trigo es separado

del grano entero, su acidez se incrementa en un corto periodo de tiempo debido a la accién de las enzimas
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lipasa y lipooxigenasa, responsables de la rancidez (Xu et al. 2013). La hidroélisis de los lipidos puede
conducir a cambios indeseables en sus propiedades sensoriales y nutricionales; por tal motivo en la industria
se busca implementar una etapa de calentamiento que parcialmente inactive la lipasa, durante la preparacion
de productos alimenticios para uso comercial. Actualmente, el método méas comun de estabilizacion para
prevenir el deterioro del germen es el tratamiento térmico, aunque puede causar pardeamiento no deseado y
la destruccion de antioxidantes; por lo tanto, es importante encontrar un proceso de calentamiento de tiempo
mas corto que sea suficiente para inactivar la lipasa (Rose y Pike 2006). El aceite de germen de trigo posee
una alta cantidad de acidos grasos poliinsaturados y tocoferoles, siendo el a-tocoferol el de mayor actividad
como vitamina E (Megahed 2011). Este aceite contribuye a la reduccion del colesterol de plasma e higado,
asi como a la mejora de resistencia fisica y retraso en las sefiales de envejecimiento (Kahlon 1989) La
calidad de dicho aceite depende del éxito en la inactivacion de las enzimas responsables del deterioro
mencionadas anteriormente. La estabilizacién por microondas combina efectos térmicos y no térmicos que
funcionan de manera mas eficiente que el método tradicional de estabilizacién mediante calentamiento (Xu
et al. 2013). Las microondas estdn ofreciendo Ultimamente una fuente de energia alternativa para la
estabilizacion de diferentes materias primas; ya que es eficiente, el tiempo de procesamiento es corto, es
econdémicamente superior y tiene poco efecto en el valor nutricional. Las ventajas del calentamiento por
microondas para la estabilizacion han sido confirmadas por investigadores (Patil et al. 2016) y ha sido apto
para inactivar lipasa y lipoxigenasa en salvado y germen de cereales, asi como también en soja (Keying et al.
2009). En este trabajo se compar6 el efecto de dos tratamientos de estabilizacion (mediante microondas y
mediante secado indirecto industrial) sobre la calidad (acidez e indice de perdxidos) y el contenido de
tocoferoles del aceite y contenido de compuestos fendlicos en el germen de trigo deslipidizado.

MATERIALES Y METODOS

Tratamientos y clasificacion de las muestras

El germen de trigo sin tratamiento (H) y tratado industrialmente mediante secado indirecto (vapor de agua a
14 bar y 160°C) (Método I, SH) fue provisto por la empresa Molino Cafiuelas SACIFIA, Argentina. Se
comparé el efecto del tratamiento de estabilizacion industrial con respecto a una inactivacion mediante
microondas (Método 1l, MOH) (BGH QuickChef, 2450 MHz, 607 W, 120 s). Para constatar la efectividad de
la inactivacion, las muestras se incubaron a 40°C en estufa de cultivo durante 48 h (HI, SHI y MOHI)
evaluando la acidez de los aceites (IUPAC, 1992).

Caracterizacion de la muestra (H)

Para la caracterizacién de la muestra de germen de trigo (H) se determiné el contenido de humedad (AOCS
1998), rendimiento de aceite en un equipo Soxhlet (IUPAC 1992), contenido de proteinas, de fibra cruda y de
cenizas (AOCS 1998). El contenido de carbohidratos se estimd por diferencia, como extracto libre de
nitrégeno (ELN).

Anélisis de aceites

Los aceites de la muestra sin tratamientos (H) y las muestras sometidas a estabilizacion (SH y MOH) se
extrajeron con hexano (Soxhlet, 4 horas), se evapord el solvente mediante un rotavapor (vacio) y se
eliminaron las trazas del mismo por arrastre con corriente de Nitrdgeno (Nolasco et al. 2004, Capitani et al.
2011, Magarifio et al.2015). En dichos aceites se determinaron, como andlisis de calidad, la acidez libre
(IUPAC 1992) y el indice de perdxidos (AOCS 1998). También se cuantificaron los tocoferoles segun la
metodologia AOCS (1998), para lo cual se utiliz6 un equipo Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific,
Germany) provisto de un detector de fluorescencia (Agilent, 1100 Series Fluorescence Detector G1321A,
Palo Alto, CA, USA) empleando una longitud de onda de excitacion de 292 nm y una longitud de onda de
emision de 330 nm), con una columna HicCHROM, Lichrosorb Si 60, 250 x 4,6 mm d.i. y 5 um de tamafio
de particula. Se us6 hexano: isopropanol (99,5:0,5 v/v) como fase mévil, con un flujo de 1,5 ml/min.
Contenido de compuestos fendlicos totales en germen deslipidizado

Las muestras H, MOH y SH, luego de haber sido desgrasadas mediante extraccion en caliente, durante 4
horas por Soxhlet y desolventizadas a temperatura ambiente, se molieron con molinillo de cuchillas
horizontales (Moulinex, Argentina) y se pasaron por tamiz N°60 para la determinacion del contenido
fendlico total por el método de Folin-Ciocalteu. La extraccion fue realizada con una solucion de etanol 70%
v/v. Los extractos se diluyeron a una concentracion 1/10. Se tomaron 0,5 ml de dicha dilucién y se la mezclo6
con 2,5 ml de Reactivo de Folin-Ciocalteu (diluido 1/10 con agua) y 2 ml de Carbonato de Sodio 20%

(masa/volumen). Después de 90 minutos de incubacién a 30°C, se midi6 la absorbancia a 765 nm. El"
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contenido fendlico total del extracto se calculé por comparacion con una curva de calibrado realizada con
patrones de acido galico y el resultado se expresé en mg acido galico/g germen deslipidizado (base seca).
Anélisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante
un andlisis de varianza ANOVA seguido por el test de Duncan (p<0,05), usando el software InfoStat
(Universidad Nacional de Cdrdoba, 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de la muestra (H)
En la Tabla 1 se presenta la composicidn proximal de la muestra de germen de trigo (H).

Tabla 1. Composicion proximal del germen de trigo (H).
Componente (% base seca)
Humedad 12,60+0,16
Aceite 9,00+0,05
Fibra cruda 1,20+0,01
Proteinas 33,00+0,001
Cenizas 4,00+0,37
ELN 38,240,3
ELN: Extracto libre de Nitrégeno

Comparacién de la efectividad de los tratamientos de estabilizaciéon

En la Tabla 2 se pueden observar los valores de la acidez (% &cido oleico) de los aceites extraidos de las
muestras de germen de trigo (sin tratamiento y con los tratamientos de estabilizacion) con anterioridad y
posteriormente a que las mismas fueran incubadas a 40°C.

Tabla 2. Valores de acidez (% oleico) de aceites de muestras sin tratar y tratadas por los dos métodos 1y 11, 147
antes y luego de incubar por 48 h a 40 °C.
Sin Acidez Trzzgir;c;znto Acidez Tratamiento Acidez
tratamiento (% ac. Oleico) industrial (% &c. Oleico) con MO (% &c. Oleico)
H 7,83+ 0,68a A SH 7,61+ 0,06 A MOH 797+£0,21a A
HI 10,51+ 0,03b C SHI 8,22+0,02b B MOHI 7,57+0,012a A

Letras minusculas (a, b) distintas indican diferencias significativas entre muestras en una misma columna
(p<0,05); letras mayusculas (A, B, C) distintas indican diferencias significativas entre muestras en una
misma fila (p<0,05). H: muestra sin tratamiento, HI: muestra sin tratamiento e incubada, SH: muestra tratada
con secado industrial (Método 1), SHI: muestra tratada con secado industrial e incubada, MOH (Método II):
muestra tratada mediante microondas, MOHI: muestra tratada mediante microondas e incubada.

Los aceites de las muestras H, SH y MOH (sin ser sometidas a incubacion) no se diferenciaron
estadisticamente entre si en lo que respecta a la acidez (% acido oleico), indicando que los tratamientos de
estabilizacion aplicados no afectaron la acidez inicial (Tabla 2).

Como puede observarse en la Tabla 2, luego de la incubacidn (48 h, 40°C), la acidez del aceite de la muestra
tratada por microonda (MOHI) no se modificé significativamente con respecto a la muestra antes de incubar
(MOH), indicando ausencia de accién de la lipasa. Por el contrario, tanto para las muestras tratadas por
secado industrial (SHI) y sin tratamiento (HI) la acidez de sus aceites aumento significativamente al ser
sometidas las mismas al proceso de incubacion, siendo mayor el aumento en la muestra HI (34%) que en la
muestra SHI (8%). El incremento de acidos grasos libres se debe principalmente a la reaccion de hidrélisis
catalizada por la enzima lipasa presente en las muestras. Por otra parte, cabe destacar la importante reduccion
de la actividad de agua por el tratamiento por microondas, lo cual limita la accién enzimética favoreciendo la
estabilidad de la materia prima (Xu et al. 2013). La Tabla 3 muestra los valores de indice de per6xidos y
contenido de tocoferoles de los aceites correspondientes a las muestras H, SH y MOH con el objetivo de
determinar el efecto de los procesos de estabilizacion sobre estas propiedades. Los aceites presentaron bajos
indices de perdxidos, inferior a los permitidos por el Cédigo Alimentario Argentino (CAA, Ministerio,de ™
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Agricultura Ganaderia y Pesca) para aceites refinados (méx. 10 meq. O2/Kg). Asimismo, no se detectaron
diferencias significativas entre los aceites de las distintas muestras (H, SH y MOH), indicativo que los
procesos de estabilizacion no afectaron este parametro de calidad de los aceites. Por otra parte, se detectd un
aumento significativo en el contenido de tocoferoles totales en los aceites correspondientes a las muestras
sometidas a tratamiento de estabilizacion (SH y MOH) con respecto a la muestra sin tratamiento (H), aunque
no se diferenciaron significativamente entre si. Estos resultados estarian indicando que los procesos de
estabilizacion (secados indirecto industrial y tratamiento con microonda) estarian afectando también la
matriz de las muestras facilitando la extraccion de los tocoferoles, lo cual contribuiria a la estabilidad termo-
oxidativa de los aceites como resultado de un elevado contenido de antioxidantes. En cuanto al a-tocoferol,
el isébmero con mayor actividad de vitamina E, presenté la misma tendencia que los tocoferoles totales,
observandose un incremento del mismo en las muestras SH y MOH con respecto a H.

Tabla 3. Valores de perdxidos y contenido de tocoferoles de los aceites de germen de trigo sin tratar y
estabilizados.

indice de Perdxidos Tocoferoles totales

Aceites a-tocoferol p-tocoferol y-tocoferol
(meq O2/Kg) (H9/g)
H 0,74+0,19 a 35867 a 2206+11 a 1257+13 a 115+3a
SH 0,55+ 0,06 a 3693+11b 232045 b 1231+46 a 135+6 b
MOH 0,56+ 0,15 a 373016 b 2343+21 b 126542 a 1165 a

Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas entre muestras para un mismo analisis
(p<0,05). H: muestra sin tratamiento, SH: muestra tratada con secado industrial (Método I), MOH: muestra
tratada mediante microondas (Método I1).

El contenido de fenoles totales para el conjunto de las muestras analizadas (germen deslipidizado de H, SH y
MOH) fue de 3,29+0,49mg &cido galico/g germen deslipidizado. En la Tabla 4 se puede observar que para
MOH el contenido de fendlicos totales fue significativamente mayor que para SHy H 'y, al mismo tiempo, la
cantidad de fendlicos totales fue superior en la muestra procesada industrialmente con respecto a la muestra
sin procesar (H). Este comportamiento podria deberse al aumento de temperatura en el tratamiento aplicado
y/o cambios estructurales. El calentamiento podria destruir parcialmente la estructura celular facilitando la
liberacion de estos componentes, haciéndolos mas facilmente extraibles con etanol acuoso. Sin embargo, el
tratamiento a altas temperaturas debe ser controlado para evitar la descomposicién térmica de estos
compuestos bioactivos (Zou et al. 2015). Por otra parte, Uquiche et al. (2008) observaron un cambio en la
estructura de avellana chilena (Gevuina avellana Mol) causada por la aplicacion de tratamiento previo de
microondas, aumentando la porosidad de la muestra.

Tabla 4. Compuestos fenolicos totales en germen de trigo deslipidizado sin tratar y estabilizados.
Muestras de harina Fendlicos totales (mg acido galico/g germen deslipidizado)

H 2,84+0,07 a
SH 3,220,074 b
MOH 3,82+0,078 ¢

Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas entre muestras (p<0,05). H: muestra
sin tratamiento, SH: muestra tratada con secado industrial (Método 1), MOH: muestra tratada mediante
microondas (Método I1).

CONCLUSIONES

El tratamiento por microondas (Método II, MOH, 2450 MHz, 607 W, 120 s) fue mas efectivo para la
estabilizacion del germen de trigo que el secado indirecto industrial (Método I, SH, vapor de agua a 14 bar y
160°C), no habiéndose detectado para el método Il aumento significativo de la acidez del aceite luego del
proceso de incubacion de la muestra (a 40°C durante 48 h), mientras que para el método | se observé un
incremento del 8% (% 4&c. oleico). Los tratamientos de estabilizacion efectuados no modificaron
significativamente la acidez inicial ni el indice de peroxidos, pero se observo un incremento significativo en

el contenido de tocoferoles totales en el aceite (3 - 4 %). También los tratamientos de estabilizacién”
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favorecieron la extraccion de fenoles totales en el germen deslipidizado, siendo el contenido de los mismos,
significativamente mayor para MOH con respecto a SH y a H. EI tratamiento mediante microondas no
solamente fue mas efectivo para estabilizar el germen de trigo respecto altratamiento de secado indirecto
industrial, sino que también favorecid la extraccion de tocoferoles en el aceite y el contenido de fenoles
totales en el germen deslipidizado.
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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue modificar fisicamente almidén de mandioca con ultrasonido y estudiar su
influencia sobre las propiedades estructurales y funcionales del polimero. Suspensiones al 5% p/v se trataron
con ultrasonido durante 5, 10 y 20 min a 40% de amplitud y 750 W. EI tratamiento se realiz6 a temperatura
ambiente y en un bafio con hielo. Observaciones al microscopio éptico evidenciaron un mayor hinchamiento
de los granulos luego del ultrasonido independientemente de la temperatura de tratamiento. Por SEM se
observo que el ultrasonido indujo un dafio fisico superficial de los granulos. El tratamiento afectd la
distribucién de tamafios, siendo los granulos mas pequefios los mas susceptibles. Por DSC no se observaron
diferencias significativas en la temperatura y la entalpia de gelatinizacion de las muestras tratadas respecto al
control, excepto para las muestras tratadas durante 20 min. Cambios observados en la regién 1075-1020 cm*
de los espectros FTIR indicaron que el tratamiento modificé la cristalinidad de los almidones, resultados
corroborados por difraccion de rayos X. Las pastas presentaron un comportamiento pseudoplastico
tixotropico ajustando satisfactoriamente los datos experimentales con el modelo de Ostwald de Waele. Los
espectros dindmicos mostraron las caracteristicas viscoelasticas del sistema. La modificacion fisica favorecio
la retrogradacion de las pastas. Esta tecnologia simple y eco-compatible permitié inducir cambios
estructurales en el almidon.

Palabras clave: ultrasonido, analisis microestructural, reologia, almidones modificados.

ABSTRACT

The aim of this work was to physically modify cassava starch by ultrasound treatment and to study their
influence on the structural and functional properties of the polymer. Starch suspensions (5%) were sonicated
for 5, 10 and 20 min at 40% amplitude and 750 W. The treatment was performed at room temperature and
with an ice bath. Observations by light microscopy showed a greater swelling of the granules after treatment.
The ultrasound induced a surface physical damage of the granules as was observed by SEM. The treatment
affected the size distribution being the most susceptible the smaller granules. Except for samples treated
during 20 min, no significant differences in the temperature and gelatinization enthalpy of treated samples
respect to the control were observed by DSC. Changes evidenced in the 1075-1020 cm™ FTIR spectra region
indicated that treatment modified the crystallinity of starches, results confirmed by X-ray diffraction. The
pastes showed pseudoplastic and thixotropic behavior; fitting successfully the experimental data with the
model Ostwald de Waele. Dynamic spectra showed the viscoelastic properties of the system. Physical
modification favored the pastes retrogradation. This simple and eco-friendly technology enabled induce
structural changes of starch.

Keywords: ultrasound, microstructural analysis, rheology, modified starches.

INTRODUCCION

El ultrasonido es un tratamiento no convencional que implica ondas mecanicas con frecuencias que superan
el umbral del oido humano (més de 16 kHz). Puede dividirse en tres rangos de frecuencias, incluyendo
ultrasonido de potencia (16-100 kHz), ultrasonido de alta frecuencia (100 kHz-1 MHz) y ultrasonido de
diagndstico (1-10 MHz) (Patist y Bates, 2008). En los ultimos afios hay un creciente interés en el uso del
ultrasonido de potencia y alta frecuencia tanto en el area de alimentos como en aplicaciones comerciales. Es
una de las tecnologias emergentes que se han desarrollado para reducir al minimo tiempos de procesamiento,

maximizar la calidad y garantizar la seguridad de los productos alimenticios. El ultrasonido se aplica para

impartir efectos positivos en el procesamiento de alimentos tales como la mejora en la transferencia de masa, -

>

e’

-

151



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

conservacion de alimentos, la asistencia de los tratamientos térmicos y la manipulacién de la textura, asi
como en el andlisis de alimentos (Knorr et al. 2011). Kardos y Luche (2001) relacionan al ultrasonido con el
concepto de “quimica verde y tecnologia” al ser una aplicacion amigable con el medio ambiente.

En el area de alimentos y biomateriales, el almidon es uno de los hidrocoloides més utilizados por su
disponibilidad, costo y funcionalidad. Presente en diversos tubérculos como la mandioca, esta constituido
por numerosas unidades de glucosa; en la forma nativa, se encuentra formando granulos semicristalinos
constituidos por dos tipos de polimeros, la amilosa y la amilopectina. La modificacion de la estructura nativa
por métodos quimicos, fisicos y enzimaticos, da origen a numerosos derivados que generalmente muestran
mejor claridad de pasta y estabilidad, menor tendencia a la retrogradacién y aumento en la estabilidad frente
a la congelacion-descongelacion (Lopez et al. 2011). EI almidon es una materia prima con un amplio campo
de aplicaciones modificando la textura y consistencia de los alimentos hasta la manufactura de papel,
adhesivos y envases biodegradables (Zhao et al. 1994).

A fin de ampliar el espectro de aplicaciones de este polimero, la modificacion por un método fisico no
convencional como el ultrasonido constituye una alternativa amigable con el medio ambiente permitiendo
mejorar las propiedades funcionales del mismo. Jackson et al. (1988) reportaron que el tratamiento fisico
antes mencionado incrementa la solubilidad del almidén, pero un intensivo tratamiento resulta en una
desramificacion de las cadenas poliméricas.

El objetivo del presente trabajo fue modificar fisicamente almidon de mandioca mediante su tratamiento con
ultrasonido estudiando el efecto de éste sobre sus propiedades microestructurales y funcionales mas
relevantes.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de almidones modificados

Se prepararon suspensiones al 5% (p/v) de almidon de mandioca, Manihot esculenta, (Montecarlo, Misiones,
Argentina) las que se trataron con ultrasonido a una potencia de 750 W y 40% de amplitud durante distintos
tiempos (5, 10, 20 min) con y sin bafio de refrigeracion (agua y hielo), empleando un equipo ultrasénico
Sonics VCX-750 (Vibra Cell, USA). En la Tabla 1 se indican las condiciones de procesamiento y la
nomenclatura utilizada en cada caso. Las muestras previamente centrifugadas se secaron en estufa a 37°C
para la obtencion del almidon modificado.

Caracterizacion fisicoquimica de los almidones

Observacién microscépica

Luego del tratamiento con ultrasonido se caracterizd la morfologia de los granulos de las suspensiones
tratadas y de almidon nativo utilizando un microscopio Leica SMLB (Heerbrugg, Alemania). Se realizaron
extendidos de las muestras con y sin tincion de I (Lugol).

Morfologia y distribucion de tamafios de granulos

Se estudid por microscopia electrénica de barrido (SEM) la morfologia de muestras de almidén de mandioca
nativo y modificados fisicamente, empleando un microscopio electronico Quanta200 (Japén) a un voltaje de
20 kV. Para las observaciones de las muestras, los polvos se dispersaron sobre una cinta bifaz de carbdn
adherida en tacos de bronce. Las imagenes fueron obtenidas con el software especialmente disefiado para
adquirir imagenes digitales utilizando aumentos en el rango de 1500-30000x.

Se analiz6 la distribucion de tamafio empleando el programa ImageJ version 1.4.3.67, (National Health
Institute, USA), seleccionando para determinar el diametro medio de los granulos las imagenes con 2000x de
magnificacion.

Capacidad de hinchamiento

El hinchamiento del almiddn de mandioca nativo y luego del tratamiento se determin6 a 25°C. Para ello, 0,1
g de muestra se colocaron en 8 mL de agua y se dejaron hidratar durante 24 h. Luego de separar el
sobrenadante, se peso el almiddn hidratado. La determinacion se realizé al menos por triplicado.

Hinchamiento (%) = Peso del pellet himedo
Peso de muestra

€y

oA

e’

152



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

Contenido de amilosa

El contenido de amilosa en las muestras tratadas con ultrasonido se cuantific6 por el método
espectrofotométrico mediante la formacion de un complejo coloreado con I, con un maximo de absorbancia
a 615 nm.

Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR) de polvos de almidén de mandioca nativo y
tratados se obtuvieron en un espectrofotometro de IR (Nicolet, iS 10 ThermoScientific, Madison, USA). Se
prepararon pastillas mezclando de forma homogénea en un mortero de 4gata 1mg de muestra y 49 mg de
KBr seco, moldeando posteriormente la pastilla en una prensa manual. Los espectros se registraron entre
4000 y 400 cm™ por acumulacion de 64 escaneos con una resolucién de 4 cm™ en el modo de absorbancia.
Los datos fueron analizados utilizando el software Onmic 8.3 (ThermoScientific, Madison, USA).
Difraccién de rayos X

Para el analisis de los almidones estudiados se utilizo un difractometro X’Per Pro PAnalyticalModel PW
3040/60 (Almelo, Holanda) provisto de un tubo de anodo de CuK, que emite radiacion de A=1,543 nm, y un
detector que operd con un voltaje de 40 kV y una corriente de 40 mA. Los difractogramas se obtuvieron en el
rango de 20=3-60°.

El grado de cristalinidad de las muestras se calculé como:

Grado de cristalinidad (%) =  gp
T x 100 (2)

donde AP corresponde al area de los picos de absorcion y AT es el area total del difractograma, determinadas
mediante el procesamiento de los difractogramas con el programa Origin version 7.0, (OriginLab
Corporation, USA).
Anélisis térmico
A fin de evaluar el efecto del ultrasonido en la gelatinizacion del almidon se estudiaron las propiedades
térmicas de suspensiones de almidon mediante Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) en un equipo
Q100 (TA Instruments, USA). Los andlisis se realizaron a 10°C min* en el rango de 10-120°C.
Se pesaron aproximadamente 11 mg de suspensiones al 20% (p/p) de almidon nativo o modificado y se
colocaron en cépsulas de aluminio previamente pesadas que se sellaron herméticamente. A partir de los
termogramas obtenidos se determinaron las entalpias (AH, J g de muestra seca) y las temperaturas de la
transicion térmica (T de inicio T, y de pico Tgela, °C). Como referencia se empled una cépsula vacia. Los
pardmetros vinculados al proceso se determinaron con el Universal Analysis V1.7F software (TA
Instruments).
Caracterizacion reoldgica
El comportamiento reolégico de las pastas de los almidones nativos y modificados se analiz6 en un reémetro
Rheo Stress 600 ThermoHaake (Haake, Alemania) usando un sistema plato-plato de 35 mm de diametro
(PP35) a temperatura controlada (20°C). Se prepararon suspensiones de almidon nativo y modificado (5%
p/v) las cuales fueron gelatinizadas a 90°C durante 20 min. Las muestras se dejaron enfriar hasta alcanzar
temperatura ambiente.
Para estudiar el comportamiento de flujo de las suspensiones gelatinizadas de almidon se utiliz6 el modo
rotacional. EI mismo fue modelado mateméaticamente con el modelo de Ostwald de Waele. Se calculé la
viscosidad aparente a 500 s*. Ademas, para evaluar la dependencia con el tiempo se determiné el indice de
tixotropia (Pa s?).
Asimismo, para estudiar el comportamiento viscoelastico de las pastas se realizaron barridos de esfuerzo
(0,001-100 Pa) a frecuencia constante (1 Hz) para determinar el rango de viscoelasticidad lineal. Luego, se
efectuaron barridos de frecuencia (0,01 a 100 Hz) a un valor de esfuerzo constante. Los parametros
reoldgicos dinamicos registrados fueron el moédulo de almacenamiento (G’), el modulo de pérdida (G”) y la
tangente del angulo de desfasaje (tan 6= G’’/G’). Los ensayos reologicos se realizaron al menos por
duplicado.
Ademas, se estudid el almacenamiento en condiciones refrigeradas (96 h a 4°C) para evaluar la
retrogradacion de las pastas de almidon.
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Anadlisis estadistico

Se realizaron andlisis multifactoriales de varianza mediante el uso del software (InfoStat 2012). Las
diferencias se determinaron mediante el test de la diferencia minima significativa de Fisher (LSD) usando un
nivel de significacién p=<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido al mecanismo de accién del ultrasonido, generacion de energia caldrica, mecanica y cavitacion
(Delgado 2011), se observo un incremento de temperatura de la suspension a medida que aumenté el tiempo
del tratamiento (Tabla 1). Luego de 20 min de tratamiento se observé que la temperatura final del proceso
fue de 60°C ocasionando la gelatinizacion parcial del polimero y un mayor grado de hinchamiento de los
granulos respecto al almidon nativo (Figura 1). Esto podria atribuirse al dafio fisico que el ultrasonido
produce en el granulo, lo que facilitaria la penetracion y difusion del agua y por ende su hidratacion. Luego
de aplicar el ultrasonido se evidencid la liberacion de amilosa, con 20 min de tratamiento la concentracion
fue de 8,05+1,51x10® (g/L).

Tablal. Grado de hinchamiento de las muestras tratadas bajo diferentes condiciones (tiempo de exposicién y
temperaturas alcanzadas)

Condiciones T de proceso (°C) % Hinchamiento
Tiempo (min) Nomenclatura Inicial Final
Nativo N 192,11 (1,42)*
Sin bafio 5 us 22 33 195,58 (1,25)P
10 u10 22 40 197,70 (0,81)2P
20 u20 22 60 207,30 (8,71)°
Con bafio 5 UB5 22 21 199,98 (4,42)2P¢
10 UB10 22 28 207,95 (3,35)°
20 UB20 22 37 201,90 (4,09)°¢
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Se indican los valores medios obtenidos y las desviaciones estandar entre paréntesis. Letras distintas en la
misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

w5

Figura 1. Micrografias de la suspension de almidon de mandioca a) nativo y b) tratado con ultrasonido
20min, con tincion de I, y un aumento de 63X.

El aumento en la capacidad de hinchamiento podria ser atribuido a las modificaciones ocasionadas a nivel de
la estructura cristalina, a la ruptura de los enlaces intermoleculares, a los cambios morfologicos y de
permeabilidad en los granulos de almidén, lo que facilitaria una mayor accesibilidad de las moléculas de
agua para interactuar con los grupos hidroxilo libres de la amilosa y amilopectina (Jambrak et al. 2010;
Manchun et al. 2012; Sujka y Jamroz 2013; Amini et al. 2015).

Estudio de la microestructura

La microscopia, ha sido muy empleada para detectar cambios estructurales causados por los procesos de
modificacion fisica, quimica y/o enzimatica (Sivoli et al. 2012). La Figura 2 muestra las micrografias
electrénicas de barrido de los granulos de almidon de mandioca nativo y modificado junto con los
histogramas de distribucion de tamafio asociados en cada caso. Con respecto a la morfologia se observo que
los granulos estudiados resultaron ovalados, ovalados-truncados o redondos, consistente con lo informado . /S
por Sivoli et al. (2009, 2012). Ademas, los granulos del almidén de mandioca nativo evidenciaron superficies
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lisas sin grietas. Se observo que la modificacion fisica no generd cambios en la forma caracteristica del
granulo, pero se detectd un aumento de la rugosidad superficial, la cual se intensifico con el tiempo de
tratamiento. Similares resultados fueron reportados por Sujka (2013). Se ha indicado que el tratamiento con
ultrasonido dafia mecénicamente los granulos de almiddn por colapso y cavitacién de burbujas que inducen
gradientes de alta presion y velocidades locales altas, lo cual genera fuerzas de roce responsables de las

modificaciones estructurales (Jambrak et al. 2010).

Frecuencia

Frecuencia

Frecuencia

Frecuencia

Frecuencia

i i 2 i i i i 1
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Figura 2. Micrografias de muestras de almidon de mandioca nativo (a) y tratados con ultrasonido sin bafio

de hielo durante 5 min (b), 120 min (c) y 20 min (d), y tratados 20 min con bafio de hielo (f).
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Los granulos de almidon de mandioca nativo presentaron una distribucion de tamafio bimodal con dos
grupos diferenciados centrados en 6,3 y 11,9 um. Siroth et al. (1999) sefialaron que el tipo de distribucién de
tamafio de los granulos de algunos tubérculos, como es el caso de la mandioca, depende de la fase que esté
cursando el cultivo al momento de su cosecha y de la variedad del mismo.

Como puede visualizarse en los histogramas insertos en la Figura 2, el tratamiento afecto la distribucion de
tamafios, siendo los granulos mas pequefios los mas susceptibles. Asi, para la condicion més dréastica (U20)
la distribucion obtenida fue monomodal con un didmetro medio de 10,4+2,4 um.

La suspension de almidon de mandioca evidencid una transicion endotérmica asociada a la gelatinizacién en
el rango de temperaturas de 56 a 84°C en coincidencia con lo informado en literatura (Gunaratne et al. 2002;
Lopez et al. 2011) (Tabla 2). En los ensayos realizados por DSC si bien se observd una disminucion de la
entalpia de gelatinizacion en las muestras tratadas respecto al control, esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (p>0,05) excepto para las muestras tratadas durante 20 min sin bafio de hielo.

Se ha propuesto que el tratamiento con ultrasonido causa una perturbacion estructural en las regiones
cristalinas de los granulos precedida por la hidratacion reversible de las zonas amorfas (Jambrak et al. 2010).

Tabla 2. Temperaturas de inicio y de pico (T, y Tp) y entalpia de gelatinizacion (AH) de almidén de
mandioca nativo y modificados fisicamente

Almidén T, (°C) T, (°C) AH (J/g, base seca)
Nativo 56,8 (0,9 64,6 (0,6)* 14,56 (0,04)°
U5 56,9 (0,4)** 64,9 (0,2)* 14,72 (0,09)°
u10 55,9 (0,9)* 64,7 (1,7)* 14,31 (0,27)°
U20 57,9(0,1)° 645 (0,6)* 13,02 (0,06)

Se indican los valores medios obtenidos y las desviaciones estandar entre paréntesis. Letras distintas en la
misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

El espectro FTIR del almiddn de mandioca nativo presenté bandas asociadas al estiramiento, flexion y
deformacién correspondientes a los principales grupos funcionales caracteristicos del polimero (Figura 3ay
b). La banda ancha que aparece a 3400 cm™ corresponde al estiramiento de los grupos -OH de la amilosa y
amilopectina que forman parte de la estructura del almiddn; similares resultados fueron informados por
Enriquez (2013). Por otra parte, se observaron bandas localizadas a 2956 y 2930 cm™ correspondiente a la
vibracién de los enlaces C-H (Vieira 2009) y una banda situada a 1153 cm™ asignada a la flexion de los
enlaces C-O de los grupos hidroxilos. Con el tratamiento de ultrasonido se observé la desaparicion del pico a
2956 cm y la modificacion de las bandas caracteristicas localizados en la regién comprendida entre 1075-
1020 cm*. Con el aumento del tiempo de tratamiento se intensificé el pico de 932 cm™ correspondiente a los
enlaces C-O-C de glucosa (Solorzano et al. 2011) y se atenud el pico a 1050 cm™.

Absorbancia

Absorbancia

3600 3200 2800 1600 1200 800 400

. -1 -
Niimero de onda (cm ™) Nuamero de onda (cm l)

Figura 3. Espectros de FTIR para almidon nativo y tratado a distintos tiempos con ultrasonido sin bafio de
hielo en la regién (a) 3800-2800 cm™ y (b) 1800-400 cm™.
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Las cadenas de amilosa y amilopectina se encuentran empaquetadas formando una estructura semicristalina,
con la capacidad de difractar los rayos X, permitiendo asi obtener informacion de su estructura (Bello-Pérez
et al. 2002). Generalmente los almidones de tubérculos presentan un polimorfismo tipo B o C (Tester et al.
2004; Mutungi et al. 2012).

La Figura 4 muestra los difractogramas de rayos X del almidén nativo y los sonicados a distintos tiempos.
El patron de evolucion y las intensidades de los picos en aproximadamente 20 = 15, 17, 18, 20, 23 y 30°
indicé que el almidon de mandioca nativo present6 un patrén de cristalinidad de tipo C y que el mismo no se
modificd con el tratamiento. La intensidad de los picos aumento con el tiempo de tratamiento hasta los 10
min, mientras que a 20 min se evidencid que la misma no variaba con respecto al nativo, resultados similares
se obtuvieron para la condicién con bafio.

El patron C es tipico de almidones de legumbres y de almidones de frutas y tubérculos tropicales (Zobel,
1988, Geng et al., 2007, Luengwilai y Beckles, 2009).

En la Tabla inserta en la Figura 4 se presentan los grados de cristalinidad (GC) de las muestras. En general
se observo que al aumentar el tiempo de tratamiento disminuy6 el GC de las muestras. Los resultados de
rayos X concuerdan con los resultados obtenidos por DSC y los espectros de FTIR.

| GC (%) b — N
20,9 (1,7)% — U20
17,7 (1,4)° —— UB20
19,2 (0,3)
17,4 (1,8)°

—N
— U5
— U10

uw e

Intensidad (unidades arbitrarias)
Intensidad (unidades arbitrarias)

1‘0 2‘0 Z;O A;O 5‘0 60 1‘0 2‘0 3‘0 l‘:O 5‘0 60
20 20
Figura 4. Espectros de difraccion de rayos X del almidén nativo y almidones tratados con ultrasonido
durante 5, 10 y 20 min. (a) Efecto del tiempo de tratamiento y (b) influencia del bafio de hielo en muestras
tratadas durante 20 min.

Caracterizacion reoldgica

Los ensayos rotacionales permitieron analizar el comportamiento reolégico de las pastas. Las muestras con y
sin tratamiento exhibieron un comportamiento reoldgico de tipo pseudoplastico tixotropico, que pudo
ajustarse satisfactoriamente con el modelo de Ostwald de Waele o ley de la potencia (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros reolégicos estimados con el modelo de Ostwald de Waele para el almidén nativo y los
tratados.

Modelo de Ostwald de Waele

Muestra Tixotropia (Pas™) Viscosidad a 500s™ (mPas)

K (Pas?) n r’
N 24265 (841)F 5,71 (0,05) 0,566 (0,003) 0,9986 412,61 (12,18)?
U5 26250 (170)* 7,06 (0,94) 0,569 (0,009) 0.9989 513,37 (31,64)>¢
u10 37155 (5805)° 6,59 (0,32) 0,572 (0,001) 0,9986 496,77 (16,92)°
U20 25115 (1209) 6,61 (0,02) 0,557 (0,008) 0,9989 439,10 (5,19)?
UB5 26470 (1979)*  7,25(0,01) 0,577 (0,003) 0,9989 557,34 (16,19)¢
UB10 24655 (757)* 7,24 (0,27) 0,570 (0,001) 0,9991 526,71 (6,85)P<¢
UB20 30330 (3253)* 7,00 (0,01) 0,578 (0,005) 0.9990 539,12 (17,57)°¢

Se indican los valores medios obtenidos y las desviaciones estandar entre paréntesis. Letras distintas en la
misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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El tratamiento aplicado permitié obtener pastas de mayor viscosidad, siendo este comportamiento mas
acentuado en las muestras tratadas con bafio de hielo.

Por otra parte, los ensayos oscilatorios permitieron evaluar el comportamiento viscoelastico de las muestras.
La Figura 5a, b y ¢ muestra los espectros mecanicos correspondientes a los almidones nativo y tratados con
ultrasonido. Para todas las condiciones ensayadas el mddulo eléstico (G’) fue mayor que el mddulo viscoso
(G”’) en todo el rango de frecuencia analizado, presentando ambos una débil dependencia con la frecuencia a
lo largo del ensayo, lo que indicaria el desarrollo de una estructura tipo gel. Analizando la influencia del
tiempo de tratamiento se evidenciaron mayores valores de G’ para la condicion mas drastica asociado a una
mayor fuerza del gel. Este comportamiento podria atribuirse a la despolimerizacion ocasionada por el
tratamiento y la consecuente asociacion de las cadenas poliméricas para formar esta red viscoelastica
(Figura 5a).

Los espectros mecanicos de las pastas preparadas con almidones tratados con ultrasonido en un bafio
refrigerado durante 10 y 20 min no mostraron diferencias respecto al almidén nativo. Sin embargo, los
espectros de las muestras tratadas durante 5 min con y sin bafio presentaron menores valores de G’ en
comparacion con el obtenido en el control.

Como ya se menciond, se ha propuesto que el ultrasonido causa la degradacion de las cadenas poliméricas de
almidon y la desramificacion de la amilopectina, lo que facilitaria el proceso de gelacion y posterior
retrogradacion (Hu et al. 2013). Asi, cuando se compara el valor de G’ a una frecuencia fija se observa que
con el aumento del tiempo del tratamiento se desarrolla un gel mas firme (Figura 5d).

En relacién al efecto del almacenamiento de las pastas en condiciones de refrigeracién, no se observaron
diferencias (p>0,05) significativas en las muestras tratadas en comparacion con el nativo excepto para la
condicién de 5 min (Figura 5d). En contraposicion a estos resultados, las muestras que fueron sometidas a
ultrasonido con bafio de refrigeracion exhibieron menores valores de G’ luego del almacenamiento,
indicando la estabilidad de las pastas.
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Figura 5. Representacion del médulo elastico (G”) en funcion de la frecuencia para las muestras tratadas sin
bafio (a), con bafio de hielo (b), el efecto del bafio durante 20 min (c) y el valor de G’ a una frecuencia de
1Hz para las muestras a tiempo inicial y luego del almacenamiento.
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CONCLUSIONES

El tratamiento fisico del almidén con ultrasonido gener6 cambios microestructurales evidenciados
principalmente en las caracteristicas morfologicas de los granulos y su grado de cristalinidad. Estas
modificaciones se evidenciaron en los cambios observados en las propiedades funcionales del almiddn,
principalmente en el comportamiento reolégico de sus pastas.

En general, la aplicacion de ultrasonido durante tiempos cortos permitio el desarrollo de almidones con
menor tendencia a la retrogradacion minimizando el dafio estructural ocasionado por el tratamiento.

Desde el punto de vista operativo, la seleccion de esta condicidn seria una alternativa viable para modificar
el almidon con un bajo costo energético asociado.
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Efecto del proceso y tipo de secado sobre propiedades de concentrados en fibra dietaria de durazno
(Prunus persica L)
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RESUMEN

Se produjeron concentrados en fibra dietaria (CFD), a partir del bagazo de durazno (Prunus pérsica L.),
mediante una primera etapa de tratamiento con etanol y una posterior etapa de deshidratacion, la cual se
realizd por conveccion o por microondas. Se estudid la influencia de 4 factores de proceso: tiempo (t) y
temperatura de tratamiento con etanol (Te), relacion etanol/muestra (E/M) y temperatura de secado (Ts)
sobre el rendimiento, propiedades de hidratacion, de absorcion de aceite y la densidad aparente de los CFD
obtenidos. Se utilizé un disefio ortogonal con dos niveles por factor y puntos centrales. Se observd que
cuando se utiliz6 secado convectivo, las propiedades se vieron afectadas por al menos uno de los factores,
mientras que cuando el secado fue por microondas, solo los factores E/M y Ts tuvieron efecto sobre algunas
propiedades. Se concluye que el método de secado es un factor clave en relacién a las propiedades de los
CFD y que dichas propiedades pueden ser mejoradas mediante la variacion de los factores de procesamiento.

Palabras clave: microondas, conveccion con aire, fibra dietaria, propiedades funcionales.

ABSTRACT

In the present research, dietary fiber concentrates (DFC) were obtained from peach (Prunus pérsica L.),
bagasse using an ethanol treatment followed by a dehydration step, which was performed by air convection
or microwaves. The influence of four processing factors: time (t) and temperature of ethanol treatment (Te),
ratio of ethanol to sample (E/S) and drying temperature (Ts), on DFC yield, hydration properties, oil holding
capacity and apparent density of the concentrates was evaluated. An orthogonal design with two levels by
factor and central points was used. It was observed that when convective drying was used, the properties
were affected by at least one processing factor, whereas when microwave drying was used, only the E/S and
Ts factors had an effect on some properties. It is concluded that the method of drying is a key factor in
relation to the DFC properties and besides, these properties can be improved by varying the processing
factors.

Keywords: microwaves, drying, air convection, dietary fiber, functional properties.

INTRODUCCION

Investigaciones realizadas sugieren que el consumo de fibra dietaria, promueve un efecto de proteccién
contra patologias desencadenadas por los lipidos y los azlcares presentes en la dieta (Gofii et al. 2009). La
ingesta recomendada de fibra total para adultos es de 25 a 38 g/dia, segin el Instituto de Medicina y el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Norteamérica. Para las personas de 50 afios 0 menos,
la recomendacion diaria es de 38 g/dia para los hombres y 25 g/dia para las mujeres, mientras que para los
hombres y mujeres mayores de 50 afios de edad, es 30 y 21 g/dia respectivamente, debido a un menor
consumo de energia promedio. Sin embargo, el consumo promedio en la mayoria de los informes ha sido
mucho menor y de entre 13 y 14 g/dia (King et al. 2012).

Durante los procesos de transformacion de frutas, las distintas etapas involucradas generan subproductos
como céscaras, semillas y otros remanentes que, en general, no son utilizados con fines alimenticios. La
transformacion de estos subproductos en CFD, representa una estrategia para darles valor agregado y puede
ser incorporada en las cadenas productivas con el objetivo de ejercer un aprovechamiento integral de las
materias primas que entran a los procesos de transformacion. La produccion de fibra dietaria de una misma

fuente puede presentar diferentes propiedades funcionales, dependiendo de los procesos aplicados para su

obtencion (de Escalada Pla et al. 2012). El objetivo del presente trabajo fue producir concentrados en fibra"
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dietaria a partir del bagazo de durazno, mediante un tratamiento con etanol y una posterior etapa de
deshidratacion por conveccion o por microondas y evaluar el efecto de los cuatro factores de procesamiento
(tiempo y temperatura de tratamiento con etanol, relacion etanol/muestra y temperatura de secado) sobre el
rendimiento, la densidad aparente, las propiedades de hidratacion y de absorcion de aceite de los
concentrados producidos.

MATERIALES Y METODOS

Los CFD se produjeron a partir de frutos frescos de durazno de la variedad Jungold, a los cuales se les retir6
el carozo y, posteriormente, se trituraron con un procesador de alimentos de uso doméstico. El bagazo
obtenido, compuesto por la céscara y la pulpa residual se tratd con etanol durante distintos tiempos y a
diferentes temperaturas y ademas utilizando relaciones etanol/muestra seglin un disefio experimental (Tablas
1y 2). Posteriormente y luego de filtrar el etanol, el residuo fue deshidratado mediante conveccién con aire
caliente 0 con microondas. El secado por conveccion se realiz6 en una camara de conveccion (FAC,
Argentina), utilizando diferentes temperaturas, segln disefio experimental (Tabla 1). Asi mismo, el secado
por microondas se realizé utilizando un equipo Ethos Plus (Milestone, Italia) trabajando a una potencia
maxima de 500 W y a diferentes temperaturas segun el disefio experimental (Tabla 2). En ambos casos se
registré la pérdida de peso con el tiempo, hasta peso constante. Los CFD obtenidos fueron molidos con un
molino de uso doméstico Braun (Argentina) y tamizados en una malla ASTM 40 para obtener CFD con un
tamafio de particula inferior a 420 micrones, los cuales, posteriormente se envasaron al vacio en bolsas
Cryovac™ (Sealed Air Corporation; polimero de cloruro de polivinilo y polivinilideno) y se almacenaron a -
18°C hasta su analisis.

Caracterizacion de los CFD

El rendimiento de los CFD se calculé como los gramos de CFD obtenidos luego del secado por cada 100 g
de bagazo de durazno.

Propiedades de hidratacién y de absorcion de aceite

Las propiedades de hidratacion y absorcion de aceite de los CFD, se evaluaron de acuerdo a de Escalada Pla
et al. (2010). Las propiedades se nhombraron de acuerdo a las siglas usadas en la nomenclatura internacional.
Las propiedades de hidratacion se expresaron en las siguientes unidades: Capacidad de hinchamiento
(Swelling capacity, SC) en mL/g, capacidad de absorcién de agua (Water holding capacity, WHC), en g/g,
capacidad de retencion de agua (Water retention capacity, WRC) en g/g, asi mismo la capacidad de
absorcion de aceite (Oil holding capacity, OHC), se expresd como g/g.

Densidad aparente

Se determind a partir de la masa y el volumen de una alicuota de cada CFD obtenido. Se calculé como la
relacion de los gramos de CFD respecto al volumen (mL) ocupado en una probeta.

Disefio experimental

El estudio se realiz6 mediante el desarrollo de un disefio experimental para la produccién de concentrados en
fibra dietaria de durazno, obtenidos mediante dos tipos de secado (conveccién y microondas). El disefio
utilizado para cada mecanismo de secado fue un ortogonal con 4 factores o variables de proceso y dos
niveles por factor. Los disefios fueron desarrollados en dos bloques, por lo cual cada bloque fue realizado
con 4 puntos centrales (Tablas 1 y 2). Los factores analizados fueron: Tiempo (t) y temperatura (Te) de
tratamiento con etanol, relacion etanol/muestra (E/M) y temperatura de secado (Ts). Se evalu6 el efecto de
dichos factores sobre el rendimiento, las propiedades WRC, SC, WHC, OHC y la densidad aparente.
Andlisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) para verificar cuales de los factores tienen efectos significativos
(p<0,05) sobre las propiedades analizadas y también para evaluar la proporcién de la varianza explicada por
el modelo propuesto mediante la determinacion del coeficiente R%. Ademas, se verifico que la prueba de falta
de ajuste no resultase significativa (p> 0,05).

Para el desarrollo de los disefios experimentales, asi como para todos los andlisis estadisticos, se utilizé el
Statgraphics Centurion XV (02/15/06 V., 2007. Rockville, MD, USA).

RESUMEN Y DISCUSION

El tratamiento de tejidos vegetales con etanol, seguido de una etapa de secado con aire convectivo habia sido

previamente ensayado para la produccion de fracciones enriquecidas en fibra dietaria de otras fuentes”
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vegetales como calabaza y membrillo (de Escalada Pla et al. 2007, 2010, 2012). En una primera parte de la
investigacion se analizd la produccion de CFD mediante deshidratacion por conveccion y los concentrados
obtenidos mediante este disefio presentaron las propiedades y caracteristicas que se resumen en la Tabla 1.
En una etapa posterior se cambio el procedimiento de secado, utilizdndose el de irradiacion con microondas
y se evaluaron propiedades de los CFD previamente mencionadas (Tabla 2). El andlisis de los efectos de los
factores de procesamiento sobre las respuestas analizadas se encuentra resumido en las Tablas 3y 4.

Tabla 1. Disefio experimental, rendimiento y propiedades de los CFD de durazno para la deshidratacion
mediante conveccion con aire caliente.

Variables independientes  pensidad

Bloque .. aparente WRC OHC SC WHC Rendimiento
Sistema (g/ml) (9/9) (9/9) (mlig)  (9/9) (%)
t Te EM Ts

1 0 0 0 0 0 0,460+0,001 19,8+0,1 1,59+0,06 34+4 3043 4,57
1 0 0 0 0 0 0,574+0,001 20+1 1,38+0,03 27+4 2443 5,28
1 0 0 0 0 0 0,58+0,01 19,8+0,6 1,31+0,05 22+1 2043 4,83
1 0 0 0 0 0 0,45+0,01 20,4+0,3 1,7+0,1 2742 2343 4,60
1 1 1 1 1 1 0,508+0,008 19,9+0,7 1,55+0,09 2542 23+2 4,62
1 2 1 1 -1 -1 0,52+0,02 18,7+0,6 1,47+0,07 22,7+0,8 22,2+0,3 5,75
1 3 1 -1 1 -1 0,47+0,01  25,1+0,9 1,678+0,004 31+2 31+1 6,00
1 4 1 -1 -1 1 0,63+0,02 20,705 1,6%0,2 2643 2743 7,27
1 5 1001 1 -1 0,49+0,02 19+1 1,62+0,04 2743 2542 4,69
1 6 1001 -1 1 0,71+0,02 16+1 1,08+0,05 2242 22+4 4,82
1 7 1A 1 1 0,58+0,04 19,004 1,3+0,1 43+3 43+3 4,97
1 8 1041 -1 -1 0,62+0,01 17,8+0,6 1,14+0,06 3443 3743 5,74
2 0 0 0 0 0 0,5815+0,0007 16,4+0,8 1,4+0,1 29,4+0,9 27+3 5,12
2 0 0 0 0 0 0,61+0,02 17,240,7 1,5+0,2 3241  29,1+0,7 5,08
2 0 0 0 0 0 0,66+0,03 17,6+0,8 1,4+0,1 29+7 2243 5,20
2 0 0 0 0 0 0,61+0,02 17,9409 14+0,1 3542 3442 5,00
2 9 1 1 1 -1 0,54+0,02 20+1 1,53+0,09 2342 28+2 5,45
2 10 1 1 -1 1 0,76+0,02 14,8+0,1 1,3+0,2 16,3+0,3 20+1 6,23
2 11 1 -1 1 1 0,617+0,008 20+1 1,8+0,1 3242 30+1 4,88
2 12 1 -1 -1 -1 0,66+0,03 20,705 2,1+0,2 354+0,9 39+4 6,41
2 13 1001 1 1 0,61+0,01  15,6+0,7 1,7+0,1 2041 20+1 4,45
2 14 1001 -1 -1 0,63+0,04 16+1 1,4+0,2 32+1 36+1 6,75
2 15 1A 1 -1 0,669+0,008 18+1 1,4+0,1 2742 28+1 5,50
2 16 101 -1 1 0,76+0,02 14,6+055 1,3+0,1 22,2+0,7 25,1+0,9 5,97

t: Tiempo de extraccion; Te: temperatura de tratamiento etanolico; E/M: Relacion etanol/muestra; Ts:
Temperatura de secado. Niveles codificados y reales del disefio, t: 0 Codificado = 30 min, +1 Codificado =
45 min, -1 Codificado = 15 min; Te: 0 Codificado 50°C, +1 Codificado = 80°C, -1 Codificado = 20°C; E/M:
0 Codificado = 350/100 mL/g, +1 Codificado= 500/100 mL/g, -1 Codificado = 200/100 mL/g; Ts: 0
Codificado = 50°C, +1 Codificado = 70°C, -1 Codificado = 30°C.
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Tabla 2.Disefio experimental, rendimiento y propiedades de los CFD de durazno para la deshidratacion con

microondas
Variables Tiemp
independientes . I 0
ohous Yl wec owc sc o owee U o
Sls;em (g/ml) (9/9) (9/9) (mlig)  (9/9) %) segad
t Te EMM Ts (min)
156 % 143+ 146 £
1 0 0 0 0 0 055+0,03 0,5 0,02 0,7 14+1 4,50 35
13,0 1,20+
1 0 0 O 0 0 0,61+0,01 0,5 0,06 12+1 11+£2 4,74 35
176 £ 1,67 £ 19,1+
1 0 0 O 0 0 0,51+0,04 0,3 0,02 18+1 0,4 511 35
144 1,60 £ 14,0 £
1 0 0 O 0 0 0,55+ 0,04 0,2 0,08 14+1 0,8 4,38 30
16,7+ 1,724+00 17,6+ 173 %
1 1 1 1 1 1 0,49 + 0,03 04 07 0,4 04 4,44 22
16,2 £ 1,27
1 2 1 1 -1 -1 0,63+0,03 0,1 0,08 161 17x1 5,40 210
1 3 1 -1 1 -1 06+£0,1 19+1 14+0,1 29+3 29 = 571 210
8,6+ 1,30+ 6,5*
1 4 1 -1 -1 1 0,65+ 0,02 0,3 0,08 0,4 9+1 5,78 22
20,3 = 324+ 29,3
1 5 1001 1 -1 044%0,01 0,9 2,001 0,8 0,7 5,89 210
125+ 1,48 £ 120+
1 6 101 -1 1 0,58 £ 0,02 0,9 0,05 0,8 12+1 5,68 26
19,7 £ 1,66 £
1 7 -1 -1 1 1 0,51+0,02 0,2 0,06 27+2 23x2 5,58 22
121+
1 8 -1 -1 -1 -1 062+£006 19zx1 0,06 26£2 252 6,56 210
1,20+ 21,1+
2 0 0 0 0 0 065+005 22+1 0,01 0,7 19+1 5,30 55
144 +
2 0 0 0 0 0 062+£002 22+1 0,06 29+2 27+1 5,57 50
0,644 + 22,7+ 131+
2 0 0 0 0 0 0,009 0,9 0,09 201 18+1 4,60 50
0,6610+£0,00 19,3 1,20 £
2 0 0 O 0 0 02 04 0,06 21+2 212 4,90 50
153+
2 9 1 1 1 -1 0,7+0,2 24 +3 0,06 20+£3 18+1 4,86 260
12,2 + 1,44 +
2 10 1 1 -1 1 0,71+ 0,02 0,2 0,05 11+1 12+1 5,83 38
0,578 = 199+ 1,67 20,8 +
2 11 1 -1 1 1 0,006 0,8 0,07 0,4 211 5,96 34
214+ 325+
2 12 1 -1 -1 -1 0,66+0,02 05 14+0,1 0,7 34+1 5,86 275
0,669 * 18,7 145+
2 13 101 1 1 0,003 04 0,05 161 172 5,19 38
2 14 101 -1 -1 0,76+0,02 21+2 1204005 26= 28 = 5,51 275
0,599 + 238+ 1,66 +
2 15 -1 -1 1 -1 0,004 0,7 0,06 362 36x2 5,43 260
11,2+ 1,22 +
2 16 -1 -1 -1 1 0,73+ 0,02 0,4 0,02 101 11+1 5,76 38

t: Tiempo de extraccion; Te: temperatura de tratamiento etandlico; C: Relacion etanol/muestra; Ts:
Temperatura de secado. Niveles codificados y reales del disefio, t: 0 Codificado = 30 min, +1 Codificado =

45 min, -1 Codificado = 15 min; Te: 0 Codificado =

50°C, +1 Codificado = 80°C, -1 Codificado = 20°C;

E/M: 0 Codificado = 350/100 mL/g, +1 Codificado= 500/100 mL/g, -1 Codificado = 200/100 mL/g; Ts: 0
Codificado = 60°C, +1 Codificado = 80°C, -1 Codificado = 40°C.
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Se puede observar que el secado convectivo conllevd a tiempos de proceso que oscilaron entre 140 y 405
min mientras que para el secado por microondas, los tiempos de procesamiento variaron entre 22 y 275 min,
como se observa en las Tablas 1y 2. En los estudios realizados por Maskan (2001), para la deshidratacién
de rodajas de kiwi, se inform6 que el uso de microondas y microondas-aire caliente como mecanismos de
secado producia una reduccidon de los tiempos de secado de entre el 89 y 40% en comparacion con el secado
gue sélo usaba aire caliente. El calentamiento por microondas se lleva a cabo en materiales dieléctricos, tales
como tejidos vegetales, debido al efecto de polarizacion de la radiacion electromagnética a frecuencias entre
300 MHz y 300 GHz. El calentamiento por microondas es una consecuencia de la conversion de la energia
electromagnética en calor por absorcion selectiva y disipacion. Como las microondas pueden transferir
energia a través del volumen del material, esta transferencia de energia ofrece ventajas como la reduccion del
tiempo de procesamiento y el mejoramiento de la calidad global del producto, en comparacion con el
procesamiento térmico convencional (Latorre et al. 2013).

Cuando se utilizo6 el secado por conveccién (Tabla 1), los rendimientos de los CFD oscilaron entre 4,45 y
7,27 g/100 g. Ademas, en la Tabla 3 se observa un fuerte efecto negativo de los factores E/M y Te sobre el
rendimiento, con lo cual se puede inferir que el incremento de la temperatura de tratamiento con etanol y en
la relacion etanol/muestra, tiende a producir menores rendimientos de los CFD. Cuando se utilizaron
microondas, no se observaron efectos significativos de estos factores en el rendimiento (Tabla 4). Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que, en ambos casos (conveccion y microondas), el modelo aplicado no
describe adecuadamente el comportamiento del rendimiento, ya que la prueba de falta de ajuste (Tablas 3 y
4) fue significativa (p<0.05), y también se obtuvieron bajos valores para el R2.

Tabla 3. Resumen de los efectos de los factores estudiados sobre las propiedades de los CFD deshidratados
por conveccion
Densidad WRC OHC SC WHC  Rendimiento

(g/ml) (9/9) (9/g)  (mlig)  (9/g) (%)
Término independiente 0,597 18,568 1,493 28,282 28,367 5,383
A:Tiempo de tratamiento (t) -0,023  1,423** 0,117* -1,070  -1,059 0,233** 165
B:Temperatura de tratamiento (Te)  -0,016  -0,948** -0,045 -3,862** -3,941*  -0,247** -
C: Etanol/muestra (E/M) -0,051*  0,987** 0,074 1,206 -0,057 -0,523**
D:Temperatura de secado (Ts) 0,036* -0,919** -0,047 -1,647 -2,317 -0,192
AB 0,008  -0,704** -0,115* -0,838  -0,277 -0,065
AC -0,003 0,198 -0,063 0,268 0,443 -0,065
AD 0,004 -0,210  -0,022 0,059 -0,154 0,117
BC -0,009 0,013 0,063 -0,922  -0,605 -0,019
BD 0,015 0,016 -0,009 -1,008 -1,022 -0,122
CD -0,017 -0,038 0,059 3,099  2,592* -0,148
R? 80,71 95,80 79,42 61,58 61,10 63,51
Falta de ajuste 0,626 0,186 0,464 0,180 0,120 0,003

Grado de significancia: *p< 0,05, **p< 001
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Tabla 4. Resumen de los efectos de los factores estudiados sobre las propiedades de los CFD deshidratados
por microondas
Densidad  WRC OHC SC WHC  Rendimiento

(g/ml) (9/9) (9/9) (ml/g) (9/9) (%)
Término independiente 0,613 17,950 1,444 20,354 20,071 5,356
A:Tiempo de tratamiento (t) 0,007 -0,512 -0,009 -2,000 -1,500 -0,110
B:Temperatura de tratamiento (Te) 0,002 -0,063 0,036 -2,300 -2,338 -0,240
C:Etanol/muestra (E/M) -0,047**  2,500** 0,161** 3,675** 2,663 -0,208
D:Temperatura de secado (Ts) -0,006  -2,825** 0,017 -6,063** -5875** -0,063
AB 0,003 0,088 -0,012 -0,725 -1,250 -0,108
AC 0,012 0,150 -0,047 -1,000 -1,000 -0,030
AD -0,015 -0,075 0,050 0,863 1,038 0,085
BC -0,001 -0,275 0,003 -1,050 -1,088 -0,048
BD -0,004 0,150 -0,005 1,338 1,625 -0,003
CD -0,006 1,313 -0,028 1,563 1,625 -0,028
R? 76,42 85,47 57,41 78,48 79,70 31,12
Falta de ajuste 0,044 0,172 0,300 0,082 0,186 0,0383

Grado de significancia: *p< 0,05, **p< 0,01

Por otra parte, se observé que los factores tiempo y/o temperatura de tratamiento con etanol, presentaron
efectos significativos sobre algunas propiedades de hidratacion y absorcion de aceite, cuando se empled
secado por conveccion (Tabla 3) pero cuando se utilizé secado por microondas (Tabla 4) estos factores no
presentaron efectos significativos sobre estas propiedades.

Las propiedades densidad aparente y WRC, fueron afectadas de forma negativa y positiva respectivamente
por el factor E/M, para ambos mecanismos de secado (Tablas 3 y 4). La densidad de los CFD depende del
contenido de agua y de las caracteristicas fisicoquimicas de los sélidos, las cuales se ven afectadas por el
método de secado y por el colapso de la matriz (Ko¢ et al. 2008). Finalmente, la Ts tuvo un efecto
significativamente negativo sobre las tres propiedades de hidratacién (WRC, WHC y SC), cuando se utilizé
microondas (Tabla 4) por lo cual para mejorar estas propiedades deberia utilizarse bajas temperaturas de
secado. El efecto negativo de la Ts también fue reportado por Garau et al. (2007) durante la deshidratacién
de fibra dietaria de subproductos de naranja. Finalmente, la interaccién entre los factores t y Te, afectaron
significativamente y de forma negativa las propiedades WRC y OHC para la deshidratacién por conveccion.
Se detectaron efectos de bloque sélo para la densidad y WRC. Estos efectos de bloque pueden ser asociados
con las condiciones ambientales. Debido a que los mecanismos de secado involucran transferencia de agua
entre el CFD vy el aire circundante, las condiciones de humedad relativa del aire tienen un efecto importante
en la fuerza impulsora durante la transferencia de masa y probablemente en algunas de las propiedades del
producto final.

En general, las propiedades de hidratacion y OHC, presentarian mejores valores cuando se utilizan altas E/M
y bajas Ts si el método de secado es el de microondas (Tabla 4). El tratamiento directo de tejidos vegetales
con etanol caliente produce el aislamiento del material de la pared celular (Renard 2005). Sin embargo la
glucosa libre o los compuestos de bajo peso molecular, pueden permanecer en el producto (de Escalada Pla
et al. 2010). A consecuencia de ello, puede ocurrir dafio de la matriz cuando el secado es realizado a altas
temperaturas debido al colapso de los poros y el encogimiento de los tejidos en presencia de azlcares de bajo
peso molecular (Gerschenson et al. 1981). Posiblemente, un alta E/M podria ayudar a la eliminacion de agua
y azUcares solubles de bajo peso molecular mientras que al mismo tiempo, bajas Ts podrian reducir el
colapso de la matriz.

Es importante remarcar que los valores reportados para las diferentes propiedades asi como para el
rendimiento (Tabla 1) de los CFD deshidratados por conveccion de aire caliente, fueron del orden de los
reportados por de Escalada Pla et al. (2012), para CFD de cascara o pulpa de durazno tratados con etanol
(E/M 350/100 mL/g y 15 minutos de agitacion) y deshidratados a 30°C durante 7 horas por conveccion de

aire. Los valores de WRC y OHC, en todos los casos, fueron ligeramente mayores que los valores reportados ‘

en fibra dietaria obtenida del bagazo de durazno por Grigelmo-Miguel et al. (1999).
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Anélisis de correlacion entre las propiedades de los CFD

El coeficiente de correlacion de Pearson, oscila entre -1 (dependencia negativa) a +1 (dependencia positiva)
y mide la fuerza de la relacion lineal de las variables. En las Tablas 5 y 6 se resumen los resultados del
analisis de correlacion entre las propiedades. Ademas, se muestra en paréntesis, la significancia estadistica de
las correlaciones, expresada mediante el valor p.

Tabla 5. Resumen del anélisis de correlacion entre las propiedades del CFD deshidratado por conveccion.

Densidad OHC SC WHC WRC
(g/ml) (9/9) (ml/g) (9/9) (9/9)

Densidad 1 -0,3637 -0,2641 -0,0018 -0,6642
(g/ml) (p<0,001)
OHC -0,3637 1 0,1942 0,1260 0,5249
(9/9) (p<0,05)
SC -0,2641 0,1942 1 0,8991 0,3657
(ml/g) (p<0,0001)
WHC -0,0018 0,1260 0,8991 1 0,2481
(9/9) (p<0,0001)
WRC -0,6642 0,5249 0,3657 0,2481 1
(9/9) (p<0,001) (p<0,05)

Tabla 6. Resumen del anlisis de correlacion entre las propiedades del CFD deshidratado por microondas.

Densidad OHC SC WHC WRC
(g/ml) (9/9) (ml/g) (9/9) (9/9)

Densidad 1 -0,7538 -0,2033 -0,1177 -0,0186
(g/ml) (p<0,0001)
OHC -0,7538 1 0,3170 0,2653 0,1952
(9/9) (p<0,0001
SC -0,2033 0,3170 1 0,9796 0,8157
(ml/g) (p<0,0001) (p<0,0001)
WHC -0,1177 0,2653 0,9796 1 0,7651
(9/9) (p<0,0001) (p<0,0001)
WRC -0,0186 0,1952 0,8157 0,7651 1
(9/9) (p<0,0001) (p<0,0001)

Para ambos métodos de secado, se observo una fuerte correlacion positiva entre WHC y SC, lo cual era de
esperar ya que cuanta mas agua es absorbida por los CFD, mayor sera su grado de hinchamiento y viceversa.
Ademas, ambas propiedades son medidas bajo el mismo principio y bajo las mismas condiciones de
temperatura y tiempo de hidratacion. Para el secado por conveccion (Tabla 5) se observéd una correlacion
negativa entre WRC y la densidad aparente. En la Tabla 6, se observa que para los CFD deshidratados por
microondas hubo una correlacion positiva entre las propiedades WRC y WHC con SC y, ademas, una
correlacién negativa entre el OHC vy la densidad aparente, lo cual significa que los CFD con mayor densidad
aparente tendrdn menor capacidad para absorber y retener aceite. Diferentes autores han informado el
hallazgo de relaciones entre WHC y OHC, la densidad aparente o el volumen especifico (Chau et al. 2004,
Guillon y Champ 2000, Prakongpan et al. 2002). Por otra parte, en el trabajo de de Escalada Pla et al. (2010),
se reportd que en la fibra dietaria obtenida de residuos del membrillo, la propiedad OHC, dependia de la
densidad y de las caracteristicas micro estructurales del producto.

CONCLUSIONES
Se estudio el efecto de diferentes factores involucrados en la etapa de tratamiento con etanol de bagazo de
durazno y el efecto de la temperatura de secado durante la deshidratacion por conveccion con aire caliente 0 -
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microondas de concentrados en fibra dietaria. Se midieron dichos efectos sobre las propiedades de
hidratacién, de absorcién de aceite, la densidad aparente y el rendimiento de los concentrados producidos.

Se encontr6 que, cuando el secado es realizado por conveccién, los factores tiempo y temperatura de
tratamiento con etanol influyen significativamente sobre algunas propiedades, mientras que para el secado
por microondas estos mismos factores no fueron significativos sobre ninguna propiedad. El efecto de la
relacién etanol/ muestra y la temperatura de secado, sobre la capacidad de absorcion de aceite y las
propiedades de hidratacion, se detectd principalmente en las muestras deshidratadas por microondas.
Teniendo en cuenta el analisis de los efectos de los factores, se podria inferir que las propiedades de
hidratacién y absorcion de aceite de los CFD deshidratados por microondas mejorarian utilizando mayor
relacién etanol/muestra y menor temperatura de secado.

Los resultados presentados en esta investigacion demuestran que el mecanismo de secado influye
directamente sobre las caracteristicas de las propiedades de los concentrados en fibra dietaria y en particular,
el secado con microondas permite obtener concentrados con propiedades que pueden ser moduladas
mediante el uso de diferentes relaciones etanol/muestra y temperaturas de secado. Los resultados
proporcionan informacion sobre el efecto del tratamiento de los residuos vegetales sobre las propiedades de
los CFD y su potencial uso como ingredientes o aditivos para la industria alimentaria.
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RESUMEN

Se desarroll6 una metodologia para la produccién de un concentrado en fibra dietaria (CFD) a partir de la
pulpa de papaya, mediante un tratamiento con etanol y una posterior deshidratacién con microondas. Dicha
metodologia demostré que el tratamiento con etanol durante 15 minutos, utilizando una relacion etanol/
muestra de 2,9 ml/g y una deshidratacion a 40°C, produce un CFD con propiedades de hidratacion y
absorcion de aceite, un volumen especifico y un contenido de fenoles maximizados. Las mismas condiciones
de proceso optimizadas para el CFD de pulpa, se utilizaron para obtener un CFD de la céscara de papaya.
Entre los resultados mas significativos, se encontr6 que el CFD de pulpa tenia alta capacidad de
hinchamiento, de absorcion y retencion de agua, en comparacién con el CFD de cascara y que otros
productos similares reportados en bibliografia. Asi mismo los CFD de pulpa y cascara, mostraron interesante
capacidad de absorcion de aceite. Finalmente, el contenido de compuestos fenélicos encontrados en el CFD
de céascara fue el doble de los encontrados en el de pulpa. Estas caracteristicas muestran que estos
concentrados podrian usarse para suplementar alimentos y aportar propiedades nutricionales y funcionales
especificas.

Palabras Clave: papaya, microondas, fibra dietaria, superficie de respuesta, propiedades funcionales.

ABSTRACT

A methodology for the production of a dietary fiber concentrate (DFC) from papaya pulp with optimized
properties was developed. The production method included a treatment with ethanol during 15 minutes,
using an ethanol/sample ratio of 2,9 ml/g and a subsequent dehydration step with microwaves at 40°C. This
method produced a DFC with maximized values of hydration properties, oil absorption and specific volume
and also containing phenolic compounds with maximized values. The same optimized process conditions
observed for pulp DFC, were used to produce a DFC from peel papaya. Among the most significant results,
it was found that pulp DFC had higher hydration properties than peel DFC and other products reported in
literature. Likewise, both DFC (pulp and peel) showed interesting oil holding capacity. Finally, the content
of phenolic compounds found in peel DFC was twice the one found in pulp DFC. These characteristics show
that these concentrates might be used to supplement food and provide specific nutritional and functional
properties.

Keywords: papaya, microwave, dietary fiber, response surface, functional properties.

INTRODUCCION

En Argentina, la produccion local de papaya se destina a la elaboracion de fruta escurrida (proceso previo a
“fruta abrillantada”), conservas, dulces y mermeladas, jugos y otra parte, al comercio informal (Parra 2012).
Durante las etapas de transformacion de frutos, partes como las cascaras, semillas e inclusive la pulpa son
generadas como subproductos. Estos sobrantes, junto con frutas que luego de la poscosecha no satisfacen los
requerimientos de tamafio, forma y/o color para el consumidor o la industria, constituyen una fuente
potencial de material para obtener otros productos con propiedades mejoradas. Para la investigacion de
nuevos materiales o ingredientes para la industria alimentaria, se hace necesaria la caracterizacion de dichos
productos. En este sentido, investigadores como Guillon et al. (2011), resaltan la importancia del estudio de
las caracteristicas funcionales como las propiedades de hidratacion y de absorcién de aceite en un material

alimenticio por su incidencia en aspectos fisiologicos. Por otra parte, otras investigaciones han hecho énfasis

en el estudio de la presencia de fitoquimicos como los compuestos fendlicos y carotenoides, por su aporte a”
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la prevencion de diferentes enfermedades como el cancer (Liu 2004). El objetivo de este trabajo fue
determinar una metodologia de produccion de un concentrado en fibra dietaria (CFD) a partir de la pulpa de
papaya con propiedades optimizadas, mediante un disefio experimental de superficie de respuesta. Ademas,
con las condiciones Optimas producir nuevos lotes de CFD a partir de pulpa y céscara de papaya con el
objeto de comparar sus respectivas propiedades.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de concentrados de fibra dietaria

Los concentrados de fibra dietaria (CFD) se obtuvieron mediante el tratamiento de la pulpa de papaya con
etanol 96 mL/100mL y a una temperatura de 20°C. Los tiempos de tratamiento y las relaciones
etanol/muestra utilizadas fueron de acuerdo a un disefio experimental (Tabla 1). Luego del tratamiento con
etanol, el residuo obtenido se deshidraté en un equipo de microondas (Ethos Plus, Milestone Italia),
trabajando a una potencia maxima de 500W. Se registro la pérdida de peso de la muestra hasta obtener peso
constante, ademas se control6 que la actividad de agua final del CFD deshidratado, fuera menor a 0.6 a fin de
garantizar la estabilidad microbioldgica (Muggeridge y Clay 2001). Finalmente, los concentrados fueron
molidos con un molino de uso doméstico (Braun, Argentina) y tamizados con una malla ASTM 40 para
obtener particulas con tamafios menores a 420 micrones. Se evalud el porcentaje de rendimiento, asi como
las propiedades fisicoquimicas y/o funcionales de los CFD producidos.

Propiedades de hidratacién y de absorcion de aceite

Las propiedades de hidratacion y absorcion de aceite de los CFD, se evaluaron de acuerdo a de Escalada Pla
et al. (2010). Las propiedades se nhombraron de acuerdo a las siglas usadas en la nomenclatura internacional.
Las propiedades de hidratacion se expresaron en las siguientes unidades: capacidad de hinchamiento
(Swelling capacity, SC) en mL/g, capacidad de absorcién de agua (Water holding capacity, WHC), en g¢/g,
capacidad de retencién de agua (Water retention capacity, WRC) en g¢/g, porcentaje de agua retenida
(Retention of water, RW) en ¢g/100g, asi mismo la capacidad de absorcidn de aceite (Oil holding capacity,
OHC), se expres6 como g/g y la fraccidn soluble en agua (FSA) como g/100g.

Propiedades fisicoquimicas

El volumen especifico se determind como el cociente entre el volumen ocupado y la masa de muestra de
CFD que ocupa dicho volumen.

El color de los CFD se midi6 en base a la escala CIELab y utilizando un fotocolorimetro (Minolta, Jap6n)
bajo un angulo de observacién de 2° y utilizando el iluminante D65.

La actividad de agua de los CFD se determind utilizando un higrometro AQUA LAB Series 3 Quick (Start
Decagon Devices, Inc., USA), mientras que la humedad fue determinada mediante un analizador de
humedad MB45 Ohaus Corporation. Estas determinaciones se realizaron, al menos, por duplicado.

Los compuestos fendlicos fueron evaluados segin el método propuesto por Bunzel et al. (2000).
Brevemente, ~0,9000g de muestra fueron mezclados con 50 mL de una solucién 1 mol/L de NaOH, bajo
vacio y en condiciones de proteccion de la luz, a 25°C durante 18 horas. A continuacion, el extracto fue
acidificado con 9,5 mL de HCI obteniéndose una solucién con pH < 2. Posteriormente, se centrifugd la
muestra 15 min a 12000xg (6°C). El sobrenadante se usé para evaluar el contenido de compuestos fendlicos
totales usando la técnica del Folin Ciocalteau (Shui y Leong 2006).

Disefio experimental y analisis estadistico

El proceso de optimizacion de las propiedades de los CFD, se realiz6 a través de un disefio de superficie de
respuesta, modelo de Box Behnken (Tabla 1). Se evalu6 el efecto de 3 variables durante el proceso de
produccién de los CFD [tiempo de tratamiento con etanol (t), relacién etanol/muestra (E/M) y temperatura de
secado (Ts)] sobre las propiedades de hidratacion (WHC, SC, WRC y RW), OHC, volumen especifico, FSA,
pardmetros de color L*, a* b* y el contenido de compuestos fendlicos. Para la optimizacion se utilizo la
funcion maximizar cada propiedad o respuesta analizada. Se obtuvieron los coeficientes de la funcion
polinomial que permiten predecir la respuesta de cada propiedad mediante la siguiente funcion:

k k Kk
Y = bo —+ E bl’X,‘ —+ E biiXiz —+ E bUXl)(:, —+ e

i—1 i—1 i<j

Donde Y es la variable respuesta, bo es el valor del intercepto, b; (i= 1, 2, 3...k) es el coeficiente de primer

orden del modelo, bj es el coeficiente de interaccion y bi representa el coeficiente cuadratico de Xi. Xi y, X"
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son las variables de proceso o factores que influyen sobre las respuestas y el coeficiente e, representa el
error aleatorio (Betiku y Taiwo 2015).

Finalmente, mediante un analisis multi-respuesta se determinaron las condiciones de t, E/M y Ts necesarias
para maximizar de forma conjunta varias de las respuestas estudiadas. Se realizd un anélisis de varianza
(ANOVA) para verificar cuales de los factores tienen efectos significativos (p<0,05) sobre las propiedades
analizadas y también para evaluar la proporcién de la varianza explicada por el modelo propuesto mediante
la determinacion del coeficiente R%. Ademas, se verificd que la prueba de falta de ajuste no resultase
significativa p> 0,05.

La formulacion y analisis del disefio experimental se realiz6 con el programa Statgraphics Centurién XV
(02/15/06 V, 2007. StatPoint Inc, Warrenton, Virginia). Las medias de los resultados se compararon
(p<0,05) mediante el Test de Tukey.

Tablal. Disefio experimental de superficie de respuesta (Box Behnken)

t E/M Ts

(min) (ml/g) (6]

15 (-1) 2(-1) 60 (0)

45 (1) 2(-1) 60 (0)

15 (-1) 5(1) 60 (0)

45 (1) 5(1) 60 (0)

15 (-1) 3,5(0) 40 (-1)

45 (1) 3,5(0) 40 (-1)

15 (-1) 3,5(0) 80 (1)

45 (1) 3,5(0) 80 (1)

30 (0) 2(-1) 40 (-1)

30 (0) 5(1) 40 (-1)

30 (0) 2(-1) 80 (1)

30 (0) 5(1) 80 (1)

30 (0) 3,5(0) 60 (0)

30 (0) 3,5(0) 60 (0)

30 (0) 3,5 (0) 60 (0)

t: tiempo de tratamiento etanolico, E/M: relacion etanol/muestra, Ts: Temperatura de secado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los CFD producidos mediante los tratamientos propuestos por el disefio experimental (Tabla 1) mostraron
valores para las propiedades de hidratacion entre 33,5+0,4 y 89+2 g/g para WHC, entre 27,1+0,4 y 90,6+0,2
mL/g para SC, entre 31,33+0,02 y 39,5+0,7 g/g para WRC y entre 47+1 y 66,3+0,8 g/100g para RW. Por
otra parte, para las propiedades OHC, volumen especifico, FSA, y rendimiento, los resultados oscilaron entre
1,02+0,03 y 1,40+0,03 g/g, entre 1,50+0,02 y 1,83+0,02 mL/g, entre 13£1, y 2642 g/100g y entre 2,44+0,04
y 2,93+£0,05 g/100g respectivamente. El color de los CFD oscilé entre los valores de 53,665+0,007 y
62,43+0,06 para L*, entre 26,66+£0,02 y 32,29+0,02 para a* y entre 28,88+0,01 y 44,53+0,05 para b*.
Finalmente, el contenido de compuestos fendlicos oscilé entre los valores de 0,368+0,008 y 0,48+0,02
0/100g.

Los coeficientes que describen el polinomio para predecir las diferentes respuestas y su andlisis de varianza,
se muestran en la Tabla 2. Se verificd que el coeficiente R? para las propiedades de hidratacion explico, al
menos, un 81% de la variabilidad de estas propiedades. Para OHC, volumen especifico, FSA, el parametro
de color b* y compuestos fenélicos, el porcentaje de la variabilidad explicado mediante el R? fue superior al
79%, mientras que para las coordenadas de color L* y a*, se encontraron bajos valores de R? (62% y 64%
respectivamente). La prueba de falta de ajuste no fue significativa, indicando que el modelo utilizado fue
adecuado para explicar los datos observados con un nivel de confianza del 95%.

Se observé que las propiedades WHC y SC (Tabla 2), fueron significativamente (p<0,01) afectadas y de
forma negativa, por la Ts, por su coeficiente cuadratico y por la interaccion entre Ts y E/M. Probablemente,
el uso de altas temperaturas de secado y la presencia de azucares libres debido a bajas E/M, promuevan

fendmenos de colapso y encogimiento del tejido (Gerschenson et al. 1981), los cuales afectarian la porosidad _

del producto final, obteniéndose una baja capacidad de rehidratacion (Sagar y Suresh Kumar 2010).
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En la Tabla 2, también se puede observar una tendencia similar para las propiedades WRC y RW, las cuales
fueron afectadas significativamente y de forma negativa por la Ts y de forma positiva por la interaccién entre
E/M y Ts. En estudios realizados por Garau et al. (2007), se encontré que el incremento de la temperatura
(secado con aire caliente) para la deshidratacion de fracciones de fibra dietaria provenientes de la pulpa y la
cascara de naranja, promovia un fuerte decaimiento de la WRC y ello se atribuy6, en parte, a una posible
degradacion térmica de polisacéridos hidrofilicos presentes en la fibra, ademas de a los fenémenos de
colapso y encogimiento (Kiveld 2011).

La propiedad OHC, solo fue afectada significativamente y de forma positiva, por el coeficiente cuadratico
correspondiente al tiempo de tratamiento (Tabla 2). La habilidad de un material para retener aceites, se ha
asociado con las propiedades de superficie, la densidad de carga global, la estructura y la naturaleza
hidrofilica de sus constituyentes (Elleuch et al. 2011), las cuales se ven afectadas por el historial de
procesamiento.

Las propiedades volumen especifico y FSA, al igual que los pardmetros de color (L* y a*) no presentaron
efectos significativos (p<0,05) de los factores considerados (Tabla 2).

La coordenada de color b*, representa el rango de colores que oscila del azul (valores negativos de b*) al
amarillo (valores positivos de b*). En la Tabla 2, se observa un efecto significativamente (p<0,01) negativo
de E/M sobre este parametro de color, lo cual significa que, para mayores cantidades de etanol, se produce
una mayor pérdida del color, probablemente debido a la pérdida de compuestos como carotenoides
caracteristicos del fruto y que pueden ser solubilizados en la etapa del tratamiento con etanol. Craft y Soares
(1992), reportaron valores de solubilidad en etanol para compuestos como el f-caroteno, de 30 mg/L y este
compuesto ha sido reportado como presente en la papaya por Gayosso-Garcia Sancho et al. (2011).
Finalmente, se encontrd que los polifenoles se vieron afectados (p<0,01), de forma negativa por E/M, y de
forma positiva por t y Ts. El efecto negativo de E/M, se puede asociar a una solubilizacién de polifenoles en
la solucién del tratamiento etandlico. El etanol es un solvente cominmente usado como extractante para el
andlisis y cuantificacion de compuestos fendlicos (Spigno et al. 2007). El efecto positivo de la Ts, puede ser
atribuido, a una reduccion importante de los tiempos de secado producto del incremento en la temperatura, lo
cual podria contribuir a la inactivacion de la actividad enzimética residual, como por ejemplo la de la enzima
polifenol oxidasa. Este efecto positivo de la temperatura de secado fue también encontrado por Madrau et al.
(2009), para el secado de albaricoques con aire caliente y a diferentes temperaturas.
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Tabla 2. Coeficientes de la funcidn polinomial que describen las respuestas analizadas.

WHC sC WRC RW OHC VE FSA L* o b CF
(9/9) (mL/g) (9/9) (9/100g)  (9/9) (mL/g) (9/1009) (9/1009)
Término
independient 349,836 362,603 51,5122 104,089 1,62194 2,20027 -15,6334 69,9811 26,9731 73,6193 0,438221
e
A: (1) -1,2052 -0,704462 0,142909 0,591542  -0,0297402  -0,0200439  0,0836197 -0,310111  0,281167 -0,187139  0,000640899
B (E/M) -19,2758 20,4785  -2,11247 -5,27856  0,000308495 -0,0123429 10,5539 0,295556  2,17653 -10,8394**  -0,03808**
C: (Ts) -7,53649**  8,16464* -0,399032* -1,37266* -0,00206179  -0,00986313 0,369733  -0,295042  -0,121927  -0,305219  0,00213839**
*
- - *
AA 00218994 8,020147 000091356 0,0086490 2,000523586 0000424373 8,0027134 3,0053583 10003975 3,00086759 2,0000864457
6 7
AB 0,114662 0,140832 0,0395107  0,0578889 0,00268987  0,00240821  -0,132611  0,0807222 -0,0573333  -0,027 -0,000217851
AC - E) 013853 E) 0038958 i 0,0033003 E) 0047208 0,00293333  0,00336667 6 0000948842*
0,00687169 ' 0,00310614 ' 0,000182084 0,000194056 2 3 ’ ’ S
BB -2,25859 -2,5845  -0,463199  -0,949907 -0,0286281  -0,0263473  -0,372181 -0,803056  -0,0202778  0,911759*  0,00798549
BC 0,483097** 2,525616 0,0782634*  0,166125* 000181899 ~ 0,00180142 1o00,,, 00557083 -0,0172083  0,014375 -0,0000281692
0,0431927*  0,048387 0,0057786  0,000026685 0,000090726 - 0,0020078  0,00073593 -
cc - x 0,00119262 ¢ 2 5 0,0020875 1 7 0,0014224 , 50000122849
R2 91,91 91,87 81,10 92,94 95,11 79,28 85,57 62,19 63,87 98,81 84,18
;ﬂ;?e @) e 0,0610 0,0923 0,1568 0,2007 0,4873 0,4592 0,6885 0,7774 0,9512 0,1886 0,0753

A (t): tiempo de tratamiento etandlico,

B (E/M): relacién etanol/muestra,
C (Ts): Temperatura de secado.

Niveles de significancia aceptados (a): *0,05; **0,01.
WHC: Capacidad de absorcion de agua, SC: Capacidad de hinchamiento, WRC: Capacidad de retencion de agua, RW: Porcentaje de agua retenida, OHC: Capacidad
de absorcion de aceite, FSA: Fraccion de solidos solubles en agua, VE: Volumen especifico, CF: Compuestos fendlicos.
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Resumen de la etapa de optimizacion por superficie de respuesta.
En la Tabla 3 se resumen las condiciones de procesamiento (t, E/M, Ts) estimadas estadisticamente para
obtener propiedades maximizadas.

Tabla 3. Resumen individual del andlisis de superficie de respuesta.

Propiedad Tiempo de Relacion Temperatura  Valor estimado
Tratamiento etanol/muestra  de secado  estadisticamente
WHC (g/g) 44,99 2,00 40,00 96,71
SC (mL/g) 45,00 2,03 40,00 100,91
WRC (g/9) 45,00 3,02 40,00 40,67
RW (g/100g) 31,87 2,00 40,00 66,15
OHC (g/9) 15,00 3,33 80,00 1,38
Volumen especifico (mL/g) 45,00 3,19 40,00 1,83
FSA (g/1009) 15,00 5,00 54,57 25,95
b* 15,00 2,00 40,00 45,38
Compuestos fendlicos (g/100g) 15,00 4,99 80,00 0,50

WHC: Capacidad de absorcion de agua, SC: Capacidad de hinchamiento, WRC: Capacidad de retencién de
agua, RW: Porcentaje de agua retenida, OHC: Capacidad de absorcion de aceite, FSA: Fraccion de solidos
solubles en agua.

Se observo que para las propiedades de hidratacién (WHC, SC, WRC y RW) hay una tendencia similar en
las condiciones adecuadas para la optimizacion, es decir que para optimizarlas es necesario utilizar bajas
relaciones etanol/ muestra y un alto tiempo de tratamiento, asi como bajas temperaturas de secado. Las
demas propiedades mostraron diferentes condiciones de proceso para maximizar sus resultados. Este analisis
es de gran utilidad porque se obtiene, de forma individual, las condiciones de proceso adecuadas para
obtener el valor méaximo de cada propiedad, con lo cual la eleccidn de la forma de procesamiento dependera
de la(s) propiedad(es) que se desee(n) optimizar.

En esta investigacion se planted a posteriori una optimizacion multi-respuesta. Las propiedades que se
incluyeron para este andlisis, fueron: WHC, SC, WRC, RW, OHC, volumen especifico, FSA, el pardmetro
de color b* y los compuestos fendlicos, debido a su importancia en cuanto a la calidad del producto y
ademas porque fueron las propiedades que presentaron los mejores valores de R2.

El andlisis multi-respuesta, sugiri6 para la etapa de produccion de los CFD una E/M de 2,9 mL/g y un t del5
minutos, mientras que para la etapa de secado la Ts, propuesta fue de 40°C. Para estas condiciones de
proceso la funcion deseabilidad del andlisis obtuvo un valor de d=0,82. El rango de la funcién deseabilidad
(d) oscila entre d=0 para una respuesta completamente indeseable y d=1 para una respuesta completamente
deseable (Bezerra et al. 2008). En la Figura 1, se puede observar, a modo de ejemplo, la superficie multi-
respuesta del efecto de la Ts y la E/M sobre la funcion deseabilidad.

Deseabilidad
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Con el objetivo de verificar los resultados que se estimaron estadisticamente para cada propiedad, se produjo
un nuevo lote de CFD de pulpa de papaya, utilizando las condiciones de proceso optimizadas
estadisticamente por el proceso multi-respuesta. Adicionalmente, estas mismas condiciones de proceso, se
utilizaron para producir un CFD a partir de la cadscara de la papaya, aprovechando también otro de los
subproductos del procesamiento. Los resultados estimados estadisticamente para el CFD de pulpa de papaya,
asi como los experimentales para ambos CFD (pulpa y cascara), se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Valores estimados mediante el analisis multi-respuesta para el CFD de pulpa y valores
experimentales encontrados para las propiedades de los CFD de pulpa y cascara.
Valores encontrados ~ Valores encontrados

Valores estimados

Propiedad estadisticamente experimentalmente  experimentalmente
Para el CFD de pulpa Para el CFD de Para gl CFD de
pulpa cascara
WHC (g/9) 86,39 90,7+0,9 27+1
SC (mL/qg) 85,11 84,0+0,9 20,3+0,2
WRC (g/9) 38,31 30,4+0,4 21+2
RW (g/100g) 61,52 46,3+0,7 39+2
OHC (g/g) 1,23 1,20+ 0,01 1,37+ 0,03
Volumen especifico (mL/g) 1,68 1,64 £ 0,01 1,921 £ 0,006
FSA (g/100g 16,90 24+ 2 15+1
b* 39,84 37,61+ 0,04 38,78 £ 0,03
Compuestos fendlicos 0,44 0,47 +0,03 0,99 + 0,03

(9/1009)
WHC: Capacidad de absorcion de agua, SC: Capacidad de hinchamiento, WRC: Capacidad de retencion de
agua, RW: Porcentaje de agua retenida, OHC: Capacidad de absorcion de aceite, FSA: Fraccién de solidos
solubles en agua.

En general los resultados que se obtuvieron experimentalmente para el CFD de pulpa, se acercaron a los
estimados estadisticamente, demostrando que los modelos estadisticos utilizados para predecir las respuestas
estudiadas, fueron adecuados.

El CFD de céscara mostré un mayor rendimiento (8,8 g/100g de tejido fresco) que el CFD de pulpa (2,56
0/100g de tejido fresco). El contenido de humedad en los CFD de pulpa y cascara fue de 8,7 y 6,6 g/100 g
respectivamente. Autores como Garau et al. (2007), también reportaron mayores rendimientos en
concentrados de fibra dietaria obtenidas a partir de la cascara de naranja que en las obtenidas de la pulpa. Por
otra parte, de Escalada Pla et al. (2012) encontraron rendimientos del orden de 2,6 y 4,6 g/100g tejido fresco,
en fracciones de fibra obtenidas a partir de la pulpa y la cascara del durazno variedad Calred.

Se encontr6 también que el CFD de pulpa presentd propiedades de hidratacion con valores mas altos que el
CFD de céscara. Esta tendencia podria ser debida a diferencias estructurales y composicionales de los dos
productos (Guillon et al. 2011). La WRC, representa el agua fuertemente retenida por la matriz de fibra
luego de ser sometida a fuerzas externas como la centrifugacion. Esta propiedad, permite aproximarse al
efecto que se observaria en un producto suplementado con estos CFD, en procesos donde el producto sea
sometido a fuerzas equivalentes, como por ejemplo en la elaboracion de productos de panaderia durante las
etapas de amasado, o también en productos fluidos, durante las etapas de mezclado y transporte del producto
por cafierias.

Es importante resaltar que los valores de las propiedades WHC y SC (Tabla 4) que presentan los CFD de
pulpa en este trabajo (90,7 g/g y 84,0 mL/g respectivamente), son mucho mayores que las propiedades que se
han reportado en productos similares, como por ejemplo en fracciones de fibra dietaria obtenidas a partir del
bagazo de durazno variedad Jungold (35 g/g y 31mL/g respectivamente) en los estudios realizados por Nieto
Calvache et al. (2015). Esto muestra que el CFD de la pulpa de papaya, posee una muy alta capacidad de
absorcion de agua y de hinchamiento, lo cual permite inferir que este producto podria incluirse como
ingrediente en la formulacion de un producto alimenticio donde se requiera un atrapamiento de moléculas de
agua para modificar la viscosidad.

S
L

-

176



VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016 — Cérdoba, Argentina

También, se encontrd en este trabajo que los CFD de pulpa y cascara presentaron valores para FSA, de 24 y
15 g/100g respectivamente. Estos valores son del orden de los encontrados en fracciones de fibra dietaria
obtenida a partir de residuos del durazno y mediante diferentes tratamientos, en estudios realizados por Nieto
Calvache et al. (2015), donde se reportaron valores entre 11 y 16 g/100g para esta misma propiedad.

Por otra parte, los CFD de céscara presentaron valores significativamente (p<0,05) mayores para las
propiedades OHC y volumen especifico que los CFD de pulpa. Los valores de OHC para los CFD de pulpay
cascara (1,20 y 1,37 g/g respectivamente) son del orden de los reportados por Gémez-Ordofiez et al. (2010),
en aislados de fibra dietaria obtenidos a partir de algas comestibles de la costa noroeste espafiola (1,22 y 1,67
g/q9). El color es uno de los atributos sensoriales mas importantes a la hora de evaluar la aceptacion de un
nuevo ingrediente o producto en la industria de alimentos (Tosh y Yada 2010). Como se discutié
anteriormente, los diferentes tratamientos con etanol y secado produjeron variaciones en los parametros de
color, lo cual puede ser atribuido a la pérdida de pigmentos durante el tratamiento con etanol, mientras que el
oscurecimiento de las muestras pueden ser debido a reacciones de caramelizacién (Krokida y Maroulis
2007). La concentracion de compuestos fenolicos encontrada en el CFD de céascara (0,99 g/100g) fue casi el
doble de la encontrada en el CFD de pulpa (0,47 g/100g). Esta misma tendencia fue observada durante el
andlisis del tejido fresco de cascara y pulpa de papaya variedad Maradol, en los trabajos realizados por
Rivera-Pastrana et al. (2010). En otras investigaciones, realizadas por Saura-Calixto et al. (2007) y por
Hervert-Hernandez et al. (2011), se han informado valores promedio de polifenoles de 0,538 y 0,742 g/100g
en muestras deshidratadas de frutos tipicos consumidos en la dieta espafiola y mejicana, respectivamente. La
presencia de compuestos fendlicos en un producto alimenticio, es deseable en cuanto se ha reportado que
estos compuestos pueden proveer actividad antioxidante tanto en el organismo como en el propio alimento
(Wootton-Beard et al. 2011).

CONCLUSIONES

Se desarrollé una metodologia para producir un CFD a partir de la pulpa de papaya con propiedades de
hidratacién y de absorcion de aceite, asi mismo con un volumen especifico, una fraccion soluble en agua, el
parametro de color b* y compuestos fendlicos optimizados. La técnica de produccion desarrollada implicd
una etapa de tratamiento con etanol durante 15 minutos, en una relacion etanol/muestra de 2,9 mL/g y una
temperatura de secado de 40°C. Se extendi6 la aplicacion de esta técnica a la cascara de papaya.

Entre los resultados mas significativos, se encontrd que los CFD de pulpa tenian alta capacidad de
hinchamiento, de absorcion y retencién de agua, en comparacién con los CFD de cascara y que otros
productos reportados en bibliografia. Asi mismo ambos CFD (pulpa y cascara), mostraron interesante
capacidad de absorcion de aceite. Finalmente, el contenido de compuestos fendlicos encontrados en el CFD
de céscara fue el doble de los encontrados en el de pulpa. Estas caracteristicas muestran que estos
concentrados podrian usarse para suplementar alimentos y aportar propiedades nutricionales y funcionales
especificas.
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RESUMEN

El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar la efectividad del etanol, en comparacion con el
solvente convencional (hexano) en la extraccion de aceite de soja, determinando su capacidad extractiva y la
cinética de extraccion y calidad del aceite extraido, evaluando su contenido de tocoles y fosfolipidos. Las
extracciones del aceite fueron realizadas utilizando expandidos de soja (collets) desintegrados en un sistema
batch a 60°C, utilizando una relacién sélido: solvente de 1:10 (g/mL). Si bien la extraccién de aceite con
etanol resultdé igualmente efectiva que la realizada con hexano, las curvas de extraccién mostraron
diferencias en los tiempos cortos. A partir del ajuste matematico de los datos cinéticos del aceite se obtuvo
un valor de coeficiente difusivo para la extraccion etanélica un orden de magnitud menor que para hexano.
El etanol mostré mayor capacidad de extraccion de los fosfolipidos, siendo fosfatidilcolina (PC) y &cido
fosfatidico (PA) los mayoritarios. El contenido total de tocoles no mostré diferencias significativas al final
de la extraccion con ambos solventes.

Palabras clave: Extraccion por solvente, aceite de soja, etanol, tocoles, fosfolipidos.

ABSTRACT

The main aim of this work was to evaluate the effectiveness of using ethanol, in comparison with the
conventional solvent (hexane), to extract soybean oil by determining its extractive capacity and the
extraction kinetics and quality of the extracted oil, evaluating its tocols and phospholipids content. The oil
extractions were performed using disintegrated soybean expanded (collets) in a batch system at 60°C, using a
solid: solvent ratio of 1:10 (g/mL). Although the extraction of oil with ethanol was equally effective than that
carried out with hexane, the extraction curves showed differences in the short times. From the mathematical
adjustment of the oil kinetic data, a diffusive coefficient value for the ethanolic extraction an order of
magnitude lower than for hexane was obtained. Ethanol showed higher capacity for extracting phospholipids,
being phosphatidylcholine (PC) and phosphatidic acid (PA) the majorities. The total tocols content did not
show significant differences at the end of the extraction with both solvents.

Keywords: soybean oil, ethanol, solvent extraction, tocols, phospholipids.

INRODUCCION

En el proceso convencional de extraccién de aceite de soja, se utiliza como solvente una mezcla de
hidrocarburos denominada “hexanos” por su gran capacidad extractiva y bajo costo. La velocidad de
extraccion y el rendimiento obtenido utilizando este solvente es mayor que el resultante de la utilizacion de
n-hexano de alta pureza, debido posiblemente a la presencia de metilpentano en el primero (Johnson y Lusas
1983, Johnson 1997). Como consecuencia de que estos hidrocarburos son altamente inflamables y provienen
de fuentes no renovables, su sustitucion por solventes alternativos, tales como etanol e isopropanol, resulta
de gran interés. Estudios previos han demostrado que los alcoholes logran rendimientos de aceite de soja
comparables con los obtenidos utilizando hexano y considerando que la harina de soja es el producto
principal del proceso, ademéas se obtienen harinas de mejor calidad (Johnson y Lusas 1983, Lusas et al.
1997, Gandhi et al. 2003, Seth et al. 2007, Sawada et al. 2014). Sin embargo, la mayoria de estos trabajos
cientificos no tienen en cuenta la baja selectividad que los alcoholes poseen por los triglicéridos y como
resultado, los rendimientos de aceite (principalmente triglicéridos) informadosno son completamente
precisos al reportar rendimientos del material total extraido sin discriminacion de los componentes. Es asi
que en la actualidad existe poca informacién acerca de la composicion detallada de los extractos obtenidos.
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Ha sido informado que al utilizar etanol junto con el aceite, se extraen otros compuestos como fosfatidos,
acidos grasos libres, polifenoles, pigmentos y azlcares solubles (Hron et al. 1982, Hron et al. 1994, Sineiro
et al. 1996, Toda et al. 2016).

El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar la efectividad del etanol, en comparacion con el
solvente convencional (hexano) en la extraccion de aceite de soja, determinando su capacidad extractiva y la
cinética de extraccion y calidad del aceite extraido, evaluando su contenido de tocoles y fosfolipidos.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de la materia prima

Todas las determinaciones experimentales fueron realizadas utilizando expandidos de soja (collets)
desintegrados provistos por una empresa local, los cuales fueron almacenados a 4°C protegidos de la luz. El
contenido inicial de aceite y la humedad se determinaron segin normas IUPAC 1.121 y 1.122,
respectivamente (Paquot y Hautfenne 1992). El tamafo de particula del collet desintegrado de soja se
determind como el promedio ponderado de los didmetros obtenidos a partir del procesamiento de imégenes
mediante el programa ImageJ® (2012).

Ensayos de extraccion

La extraccion etandlica del aceite de soja se realiz6 con etanol anhidro (Dorwil) grado analitico. Asimismo, a
modo comparativo se realizaron extracciones de aceite utilizando hexanos (Dorwil, rango de ebullicion 62-
70°C) grado analitico.

El rendimiento maximo de extraccion utilizando etanol y hexanos se determind por Soxhlet. Las extracciones
fueron realizadas en un sistema batch utilizando balones de 200 mL provistos de agitacién magnética a una
temperatura de 60°C y distintos tiempos de extraccion (5, 10, 30, 90, 300 y 960 min). Para las extracciones se
empleo una relacién sélido: solvente de 1:10 (g/mL). Para prevenir la presurizacion del sistema y pérdidas de
solvente por evaporacion se colocaron tubos refrigerantes en la parte superior de los balones. La micela
obtenida después de cada extraccion se filtr6 para separarla del solido y finalmente se desolventizé bajo
vacio a 60°C usando un evaporador rotativo. En el caso de las extracciones etandlicas dicho desolventizado
fue parcial y la micela concentrada se fraccion6 en dos fases: i) fraccion soluble en n-hexano conteniendo el
aceite y ii) fraccion insoluble en n-hexano conteniendo el resto de los compuestos extraidos (extracto
desgrasado) a través de ciclos consecutivos de lavado/centrifugado con n-hexano (Aberkon Quimica). Las
fases se colectaron en frascos previamente pesados, donde posteriormente se eliminaron los restos de
solvente bajo corriente de nitrdgeno. El extracto desgrasado fue liofilizado para remover el agua residual.
Finalmente, tanto el aceite extraido como el extracto desgrasado fueron pesados. Cada ensayo se realizé por
duplicado.

Determinacion del contenido de fosfolipidos

La determinacion del contenido de fosfolipidos (PL) en el aceite se realizO mediante enriquecimiento
utilizando cartuchos de extraccion de fase sélida diol de 0,500 gramos (J.T. Baker Inc., Phillipsburg, NJ,
EE.UU.) y posterior analisis por HPLC-UV (Carelli et al. 1997). El sistema cromatografico consistié en un
cromatografo liquido WATERS 600, equipado con una columna Nucleosil 50-5 (250x4,6 mm, 5 um de
tamafio de particula, Macherey-Nagel) y detector UV (WATERS PDA 996) operado a A=206 nm. Como fase
movil se empled hexano: isopropanol: buffer de acetato en relacion 8:8:1 (v: v: v), con un flujo de 2 mL/min.
El programa de procesamiento de datos utilizado fue Empower 2 (Shimadzu, Japon). La cuantificacion de los
fosfolipidos individuales se realizd por el método del estandar externo. Los patrones de fosfolipidos fueron
adquiridos en SIGMA: PE (L-a-fosfatidiletanolamina, proveniente de soja, 98%, #P8193), Pl (L-o-
fosfatidilinositol, proveniente de soja, #P6636, 50%), PC (L-a-fosfatidilcolina, proveniente de soja, 98%,
#P7443) y PA (L-a-sal de sodio del cido fosfatidico, extraido de la yema de huevo, 98%, #P9511). Se
prepararon soluciones de los mismos en concentraciones de 0,1 a 4 mg/mL a fin de construir las curvas de
calibrado. Las determinaciones cromatograficas fueron realizadas por duplicado.

Determinacion del contenido de tocoles

El contenido de tocoles del aceite fue determinado segin la norma AOCS Ce 8-89 (Firestone 2009). Se
utilizé un cromatografo liquido WATERS 600, equipado con una columna Nucleosil Si-100A (250x4,6 mm,
5 um de tamafio de particula, Phenomenex, USA) y detector de fluorescencia, (Waters 2475) operando a
Aexcitacion=290 nm y Aemisicn=330 nm. Como fase movil se empled hexano: isopropanol en relacién 99,5:0,5
(v:v), con un flujo de 1 mL/min. El programa de procesamiento de datos utilizado fue Empower 2
(Shimadzu, Japon). La identificacion de todos los tocoles se realizd comparando los tiempos de retencion
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con los estandares puros, con excepcion del B-tocoferol que, al igual que los tocotrienoles, se identifico a
través de una muestra de aceite de salvado de arroz. La cuantificacion se realizd6 mediante el método del
estandar externo. Los estandares utilizados (a-, y- y d-tocoferol, pureza > 96%) fueron provistos por Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). La concentracion de otros tocoles identificados en las muestras se
determind a partir de la curva de calibrado del tocoferol mayoritario.
Cinética de extraccion
El modelo matematico utilizado para estudiar el proceso de extraccion del aceite consideré que dicho
proceso tiene lugar en dos etapas definidas por la velocidad con la que se extraen los componentes, una
inicial donde el aceite libre es “lavado” rapidamente y una segunda donde la extraccion es controlada por un
mecanismo difusivo (Pérez et al. 2011). EI modelo cinético se basa en la ley de difusidn de Fick en estado no
estacionario.
My
Mins

=1-32,4,exp(—Bnt) (1)

Donde los términos M: and Mins representan la masa de material extraido que difunde en el tiempo t y tiempo
infinito, respectivamente. A, y Bn son parametros del ajuste que dependen de la geometria de la particula

(Crank 1975).
Para un tiempo prolongado, la Ec. 1 puede ser simplificada:
Y —1—Aexp(—=Bit) (2)
Mins

Donde el coeficiente A se define a partir de la siguiente ecuacion:

)A1 exp(Bity) (3)

Siendo Mo la masa del material extraido al finalizar la etapa de lavado y to el tiempo respectivo. Para
particulas de geometria esférica, los pardmetros A; y B: se obtienen de las siguientes ecuaciones (Crank
1975):

My
Mins

Az(l—

6 _ D,m?

Ay =—5B = R2 (4)

2

Siendo R el radio promedio de las particulas y De el coeficiente difusivo efectivo.

La expresion simplificada del modelo cinético (Ec. 2) se utilizé para ajustar, mediante regresién no lineal
(Systat Software 2008, version 11.0), los datos experimentales obtenidos a partir de la extraccion etandlica
del aceite, del extracto desgrasado y de la extraccion realizada utilizando hexanos como solvente.

Anélisis estadistico

Para evaluar la existencia de diferencias entre los valores obtenidos en las distintas determinaciones se
realizé en cada caso un andlisis de la varianza (ANOVA) usando el programa InfoStat (Di Rienzo et al.
2011). Se utiliz6 el test de Fisher con un nivel de significancia del 5%. Los resultados se presentan como el
valor promedio (n) + desvio estandar, n=2.

RESULTADOS Y DISCUSION

La caracterizacion de los collets de soja utilizados en los ensayos de extraccion resulté en: contenido de
aceite: 22,55 + 0,04 % b.s., humedad: 7,64 + 0,05 % y didametro promedio de particula: 9,95 102 + 1,48 102
cm. El rendimiento maximo de extraccion (material extraible total) por Soxhlet utilizando hexanos fue 23,92
* 0,24 % b.s., mientras que utilizando etanol fue 30,06 + 0,86 % b.s.

En relacion al efecto del tiempo de contacto en la extraccion del aceite de soja, los resultados experimentales
para los dos solventes evaluados son presentados en la Figura 1. En ambos casos se observa una primera
etapa de extraccion répida correspondiente a la etapa de lavado. Se comprobo estadisticamente que los
rendimientos del material extraido mediante hexanos y etanol no presentan diferencias significativas después
de los 30 min de extraccion (p>0,11). Resultados similares han sido reportados respecto a la cinética de
material extraido de soja utilizando etanol (Dagostin et al. 2015). Si de todo el material extraido se considera
solo el aceite, se observa que los rendimientos alcanzados con hexanos y etanol no presentan diferencias
significativas durante el periodo comprendido entre los 30 a 300 min, aunque finalmente a los 960 min se
obtiene mayor rendimiento con hexanos que con etanol, 24,76 £ 0,47 y 22,86 + 0,27 % b.s., respectivamente:
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Por otro lado, los rendimientos a los 300 y 90 min, para etanol y hexanos respectivamente, no presentan
diferencias significativas con los correspondientes a 960 min (p>0,10). Por lo tanto, se considera que dichos
tiempos (300 y 90 min, respectivamente) son suficientes para llegar al equilibrio para la extraccion de aceite
de soja en cada caso. En funcion de estos resultados se puede concluir que la extraccion de aceite de soja con
hexanos y etanol absoluto como solventes resulta igualmente eficaz bajo las condiciones estudiadas.

En la Tabla 1 se muestran los parametros A y B y el coeficiente de determinacion R? obtenidos a partir del
ajuste de los datos al modelo cinético. En las Figuras 2 y 3 se muestra el ajuste de los datos experimentales.
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Figura 4. Resultados experimentales de extraccion.

Tabla 1. Ajuste de los datos experimentales al modelo difusivo.

Parametros Hexanos Etanol
de ajuste Aceite Extracto desgrasado
A 0,99 + 5,45 102 0,96 + 4,88 102 0,84 + 6,03 102
B 0,37 + 4,89 102 0,14 +1,28 10 0,03 +7,00 10
R? 0,95 0,97 0,92
p <0,0001 <0,0001 <0,0001
1,2
101 % = %
/x '
0.8 1 ®  Extracto desgrasado
o Aceite
= 06
s
= 04
0,2
0,0
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Figura 5. Curvas de extraccion utilizando etanol absoluto como solvente.
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Figura 6. Curva de extraccion de aceite de soja utilizando hexanos como solvente.

Los valores de los coeficientes difusivos efectivos (D.) determinados a partir del ajuste del modelo para el
aceite y extracto desgrasado extraido con etanol y para el aceite extraido con hexanos fueron: 7,72 10t m?/s,
1,97 10" m?/s, 2,08101° m?/s, respectivamente. Se puede observar que el coeficiente difusivo para hexanos
es un orden de magnitud mayor en comparacion a los obtenidos para la extraccion etandlica. Resultados
similares fueron reportados para extraccion etandlica de aceite de soja (Toda et al. 2016).

En la Figura 4 se muestra el contenido total de fosfolipidos en los aceites con los dos solventes analizados
en funcion del tiempo de extraccion. Se puede observar que a partir de los 10 min de extraccion, el aceite
obtenido con etanol presenté mayor concentracion de fosfolipidos que el respectivo con hexanos. Mas aun, la
cantidad de fosfolipidos extraida con etanol fue superior ya que los rendimientos de aceite de ambos
solventes no presentaron diferencias significativas en el periodo comprendido entre 30 y 300 min. El
contenido de fosfolipidos en el aceite extraido con etanol y hexanos fue de 1,37 + 0,12 y 0,59 + 0,08
0/100gconet b.s a los 300 min de extraccién, respectivamente. Esto demuestra la mayor capacidad del etanol
para la extraccion de dichos compuestos. En las Figuras 5y 6 se muestra el perfil (% relativo) de &cido
fosfatidico (PA), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) y fosfatidilcolina (PC) en los aceites con
los dos solventes analizados en funcién del tiempo de extraccion. Los resultados indican que el fosfolipido
mayoritario fue PA cuando el aceite fue extraido con hexanos, mientras que en el caso de etanol, en tiempos
prolongados de extraccion, fueron PC y PA.
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Figura 7. Contenido de fosfolipidos en el aceite de soja en funcién del tiempo de extraccion y para cada
solvente utilizado.
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Figura 5. Perfil de fosfolipidos en el aceite de soja extraido con hexanos. (PA: &cido fosfatidico, PE:
fosfatidiletanolamina, PI: fosfatidilinositol, PC: fosfatidilcolina).
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Figura 6. Perfil de fosfolipidos en el aceite de soja extraido con etanol. (PA: acido fosfatidico, PE:
fosfatidiletanolamina, PI: fosfatidilinositol, PC: fosfatidilcolina).

Con respecto al contenido de tocoles en los aceites, ambos solventes resultaron igualmente eficaces en la
extraccion de estos compuestos a tiempos de extraccion prolongados (p>0,5) (Figura 7). Adicionalmente, la
proporcion del tocoferol mayoritario (y- tocoferol) tampoco presentaria diferencias entre los aceites (p>0,08).
El etanol extrajo los tocoles con mayor rapidez, ya que el rendimiento de extraccion de estos compuestos
(9/200gcoret b.s.) a los 90 min no present6 diferencias estadisticamente significativas con el correspondiente
rendimiento obtenido a 960 min (p>0,11), indicando que a los 90 min se lleg6 al equilibrio de extraccion de
estos compuestos. En cambio, para hexanos este equilibrio recién se alcanza a los 300 min.
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Figura 7. Contenido de tocoles en el aceite de soja extraido, en funcion del tiempo, para cada solvente
utilizado.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que el etanol resulta una alternativa eficiente para la
extraccion de aceite de soja a partir de collets de soja. Sin embargo, si se compara al etanol con el solvente
de referencia para este tipo de proceso extractivo, la condicion de equilibrio en la extraccion etandlica se
alcanzd en tiempos mas prolongados que utilizando hexanos. Por otro lado, en cuanto a la calidad del aceite,
ambos solventes permitieron obtener productos con similar composicién en tocoles, pero el aceite derivado
de la extraccién etandlica presenté mayor concentracion en fosfolipidos en comparacion al obtenido con
hexanos. En funcién de esto, posiblemente sea necesario aplicar un proceso de refinacion del aceite mas
exhaustivo en el caso de utilizar etanol como solvente de extraccion.
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RESUMEN

Durante el proceso de extraccion etanélica de aceite de soja se extraen junto con el aceite otros compuestos
gue constituyen un subproducto con posible aplicacién industrial. El objetivo del trabajo fue caracterizar
quimicamente dicho subproducto obtenido a distintos tiempos de extraccion. Para ello se realizaron
extracciones etandlicas utilizando expandidos de soja (collets) desintegrados, en un sistema batch (60°C,
proporcion solido: solvente= 1:10 (g/mL)) a diferentes tiempos de contacto (0-960 min). La micela obtenida,
conteniendo la totalidad del material extraido (aceite y otros componentes) se fraccion6 usando hexano como
solvente. La fraccion insoluble en hexano contiene el extracto desgrasado de interés (EDI) al cual se le
evalué el contenido de fosfolipidos, azlcares, proteinas y fibra. Los resultados indicaron que el EDI esta
compuesto por fosfolipidos y azlcares, siendo estos dltimos los mayoritarios (79,59+13,63% b.s. a 960 min).
La cantidad de azucares extraidos aument6 con el tiempo de contacto, llegando a extraerse el 26,73% (960
min) de los azlcares presentes en el collet. Los azlcares mayoritarios fueron sacarosa y estaquiosa,
representando mas del 70% del total extraido. El contenido de fosfolipidos en el EDI aument6 con el tiempo
hasta los 90 min de extraccion, decreciendo a mayores tiempos de contacto. Los fosfolipidos detectados fueron
fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y &cido fosfatidico, siendo fosfatidilinositol el
mayoritario (66,67+8,51% b.s. a 960 min). Los contenidos de fibra y proteina del collet no fueron modificados
por la extraccion etandlica. Los resultados demostraron que la extraccion etandlica de aceite de soja permite
obtener un subproducto rico en azlcares.

Palabras clave: etanol, soja, extraccion por solvente, azlcares, fosfolipidos.

ABSTRACT

During the process of soybean oil ethanol extraction, other compounds are extracted simultaneously with the
oil constituting a byproduct with possible industrial application. The aim of this work was to chemically
characterize that by-product obtained at different extraction times. To do this, ethanol extractions were
carried out using disintegrated soybean expanded (collets) in a batch system (60°C, solido: etanol ratio= 1:10
(g/mL)) at different contact times (0-960 min). The obtained miscella, containing the total extracted material
(oil and other compounds), was fractionated using hexane as solvent. The hexane-insoluble fraction, that
contains the defatted extract of interest (EDI), was assessed for phospholipid, sugars, protein and fiber
content. The results indicated that the EDI consisted of sugars and phospholipids, with sugars being the major
component (79.59 + 13.63% d.b. at 960 min).The amount of extracted sugars showed an upward trend over
time, reaching 26.73% (960 min) of total sugars present in the collet. Sucrose and stachyose were the
predominant sugars (over 70%). The content of phospholipids in the EDI increased with time until the 90 min
of extraction, decreasing to greater times of contact. Phosphatidylinositol, phosphatidylethanolamine,
phosphatidylcholine and phosphatidic acid were detected, being phosphatidylinositol the majority (66.67 +
8.51% at 960 min). Protein and fiber contents of the soybean collet were not modified by ethanol
extraction.The results demonstrated the possibility of obtaining a byproduct rich in sugars from the ethanol
extraction of soybean oil.

Keywords: ethanol, soybean, solvent extraction, sugars, phospholipids.
INTRODUCCION
La harina de soja desgrasada obtenida después de la extraccion de aceite utilizando hexano, aunque es

considerada un producto importante debido a su elevado contenido en proteinas, es comunmente utilizada
para alimentacion animal. En la industria de alimentos, la utilizacion de esta harina como sustitutodé
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proteinas requiere tratamientos preliminares debido a la presencia de lipidos polares y neutros en su
composicion. El segundo componente mayoritario de la harina desgrasada son los carbohidratos, que
incluyen azlcares simples, como glucosa y fructosa, oligosacaridos y polisacaridos. Dentro de los
carbohidratos solubles, los oligosacaridos son actualmente los de mayor interés debido a que se les han
atribuido propiedades prebidticas (Hayakawa et al. 1990, Roberfroid 1997). La extraccion etanolica del
aceite de soja es interesante no sélo por su efectividad en la extraccion del aceite sino también por su
capacidad para extraer otros componentes, tales como fosfatidos, azlcares y saponinas, debido a su
naturaleza polar (Arnold y Choudhury 1961, Johnson y Lusas 1983). En comparacion con las extracciones
que involucran hexano, la menor selectividad del etanol por los triglicéridos no representa una desventaja en
el proceso global, debido a que junto con el aceite se extraen otros componentes que pueden representar un
subproducto con valor agregado. La utilizacion de etanol no representaria un aumento en los costos de
refinacion del aceite dado que la eficacia de la separacion de la micela etandlica en frio ha sido comprobada,
permitiendo separar el aceite de los compuestos polares retenidos en la fase etandlica (Beckel et al. 1948).
Asimismo, la calidad de la harina resultante es mayor, en comparacion a la obtenida cuando se utiliza
hexano, debido a que presenta mejores caracteristicas sensoriales (color, sabor) (Johnson y Lusas 1983) y
ademas, es de esperarse una mayor concentracion de proteinas debido a la extraccion de otros compuestos.
En funcion de esto, a partir de la utilizacidn de etanol como solvente alternativo para la extraccion de aceite
de soja, se planted el objetivo de caracterizar quimicamente el extracto desgrasado (EDI) obtenido en
distintos tiempos de extraccidon, constituido por los componentes extraidos distintos al aceite.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de la materia prima

Todas las determinaciones experimentales fueron realizadas utilizando expandidos de soja (collets)
desintegrados provistos por una empresa local, los cuales fueron almacenados a 4°C y protegidos de la luz
hasta su utilizacion. El contenido inicial de aceite y la humedad de los collets se determin6 segin normas
IUPAC 1.121y 1.122, respectivamente (Paquot y Hautfenne 1992).

Ensayos de extraccion

La extraccion etandlica del aceite de soja se realiz con etanol anhidro (Dorwil) de grado analitico. El
rendimiento maximo de extraccion de EDI utilizando etanol se determind por Soxhlet. Las extracciones
fueron realizadas en un sistema batch, utilizando balones de 200 mL con una relacion sélido: solvente de
1:10 (g/mL) a 60°C, a distintos tiempos de extraccion (5, 10, 30, 90, 300 y 960 min) a fin de evaluar el
comportamiento cinético de los componentes extraidos. La temperatura fue controlada utilizando un bafio
termostatizado. Para prevenir sobrepresiones y pérdidas de solvente por evaporacién se colocaron tubos
refrigerantes en la parte superior de los balones. EI mezclado sélido/ solvente se realizd por agitacion
magnética. La micela obtenida después de cada extraccion se filtré para separarla del sélido residual (harina)
y finalmente el solvente se evaporé parcialmente bajo vacio a 60°C usando un evaporador rotativo. La micela
concentrada se fracciond en dos fases, a través de ciclos consecutivos de lavado/ centrifugado con n-hexano
(Aberkon Quimica): i) fraccién soluble en n-hexano conteniendo el aceite, y ii) fraccién insoluble en n-
hexano conteniendo el resto de los compuestos extraidos (EDI) y que resultan ser los de interés para este
trabajo. Las fases se colectaron en frascos previamente pesados, donde posteriormente se eliminaron los
restos de solvente bajo corriente de nitrogeno. EI EDI fue liofilizado para remover el agua residual. Cada
ensayo se realizé por duplicado.

Anélisis de los componentes minoritarios

El contenido de proteina bruta (PB), fibra detergente neutro (FDN) y azlcares en el EDI se determiné por
diferencia entre el contenido inicial de estos componentes en collet y el contenido de los mimos presentes en
todas las harinas de soja resultantes de cada extraccion etanolica. Por el contrario, el contenido de
fosfolipidos fue determinado directamente en los EDI. La eleccion de las matrices para cada determinacion
fue realizada en base a las técnicas analiticas utilizadas.

Anadlisis de proteina bruta (PB) y fibra detergente neutra (FDN)

El contenido de FDN fue determinado en el collet y en la harina obtenida luego de la extraccion en Soxhlet
utilizando etanol como solvente, a fin de confirmar que la extraccion etanélica no modifica su contenido. En
cambio, debido a que la extraccion etandlica podria afectar el contenido de PB, el analisis de las mismas se
realiz6 en el collet y en todas las harinas de soja obtenidas luego de cada extraccién etandlica.
Adicionalmente, se realizd una extraccién batch de 960 min utilizando el solvente convencional, hexanos
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(Dorwil, rango de ebullicion 62-70°C), y se determind PB en la harina resultante a fin de comparar,
utilizando este parametro, la calidad final obtenida con ambos solventes.

Para realizar estas determinaciones, el material fue molido, con un tamafio maximo de particula de 1 mm
(tamiz estandar de 1 mm), y desgrasado utilizando acetona. El contenido de PB se determin6 usando la
técnica macro Kjeldahl con un factor de transformacion de 6,25 para la conversion de nitrogeno en PB
(Horwitz 2000). EI método secuencial descripto por Van Soest P (1991) se utiliz6 para obtener FDN. Los
resultados se expresaron en porcentaje en base seca (b.s.). Todas las determinaciones se realizaron por
duplicado.

Determinacion del contenido y composicién de azlcares

El andlisis de azucares fue realizado en el collet y en todas las harinas de soja obtenidas luego de cada
extraccion etandlica. El procedimiento de preparacion de la muestra utilizado fue el descripto por Balimler et
al. (2016), basado en las normas AOAC 925.05 (Horwitz 2000), con las modificaciones propuestas por Liu y
Markakis (1987).

El contenido de azlcares fue determinado por HPLC-IR. Se utiliz6 un sistema cromatografico Alliance
e2695 (Waters, EEUU), equipado con una columna Rezex RCM-Monosachharide Ca?" (Phenomenex,
EEUU) de 100x7,8 mm, bucle de inyeccion de 10 pL y detector de indice de refraccion modelo 2414
(Waters, EEUU). Como fase movil se utilizd agua ultra pura, con un flujo de 0,6 mL/min. La columna y el
detector se mantuvieron a 65°C y a 40°C, respectivamente. EI programa de procesamiento de datos utilizado
fue Empower 2 (Shimadzu, Jap6n). Los carbohidratos utilizados como estandares fueron: estaquiosa,
rafinosa, sacarosa, fructosa, glucosa, ramnosa, galactosa y xilosa.

La identificacion de los carbohidratos presentes en las muestras se realizé por comparacion de los tiempos de
retencion con los estandares. El analisis cuantitativo se realizd por comparacion de areas por el método del
estandar externo, utilizando como referencia soluciones de los diferentes azlcares en concentraciones de 0,1
a 1 mg/ mL en todos los casos, con excepcion de la sacarosa donde se trabajé con concentraciones hasta 3
mg/ mL. En la Tabla 1 se presentan las curvas de calibracion obtenidas para los estdndares de los azlcares
identificados en las muestras.

Tabla 7. Pendiente de la recta de calibrado de estandares de azucares.

Azucar Pendiente, b ® R2@
Rafinosa 96966 0,996
Sacarosa 71784 0,987

Xilosa 86789 0,999
Estaquiosa 94708 0,995

1Ca= Aulb; Caz= cantidad del azlcar considerado (ug) presente en el volumen de inyeccion (10 pL); Ax=
area del pico cromatogréafico correspondiente; 2R2: coeficiente de determinacion.

Determinacion del contenido y composicion de fosfolipidos

Las determinaciones del contenido y composicion de fosfolipidos se realizaron en los EDI obtenidos luego
de cada extraccion etandlica. Los fosfolipidos se identificaron y cuantificaron mediante HPLC-UV, segln la
norma para lecitinas de soja AOCS Ja 7b-91 (Firestone 2009). Se utilizé un cromatografo liquido WATERS
600, equipado con una columna Nucleosil 50-5 (Macherey-Nagel) de 250 x 4,6 mm y 5 um de tamafio de
particula y detector WATERS PDA 996 operando a A=206 nm.

Los estandares de fosfolipidos utilizados para construir las curvas de calibrado fueron de origen soja: PE (L-
a-fosfatidiletanolamina, 98%, #P8193), Pl (L-a-fosfatidilinositol, 50%, #P6636), PC (L-o-fosfatidilcolina,
98%, #P7443); y PA (L-a-&cido fosfatidico, 98%, #P9511) proveniente de yema de huevo (Sigma). La
cuantificacion se realiz6 por comparacion de areas por el método del estandar externo, utilizando como
referencia soluciones de los diferentes fosfolipidos en concentraciones de 0,1 a 4 mg/mL. El programa de
procesamiento de datos utilizado fue Empower 2. En la Tabla 2 se detallan los pardmetros resultantes de la
regresion lineal realizada en cada caso.
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Tabla 8. Pendientes de las rectas de calibrado de fosfolipidos (PL).
Fosfolipido Pendiente,b @ R2®

PE 3092444 0,996
PA 1209698 0,984
Pl 1357379 0,994
PC 3067030 0,998

Cp= b Ap; Cp= concentracion del PL considerado [mg/mL]; Aer.= éarea del pico cromatogréafico
correspondiente; 2R?: coeficiente de determinacion.

Analisis estadistico de resultados

Para evaluar la existencia de diferencias entre los valores obtenidos en las distintas determinaciones, se usé
un analisis de la varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del 5% usando el test de Fisher. Todos los
analisis estadisticos fueron realizados usando el programa InfoStat (Di Rienzo et al. 2016). Los resultados se
presentan como el valor promedio (n) £ desvio estandar, con n=2 en todas las determinaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los collets de soja utilizados en los ensayos de extraccion presentaron la siguiente composicion: contenido
de aceite = 22,55 +0,04% (b.s.), humedad = 7,64 + 0,05% y azlcares solubles totales = 7,89 + 0,42% (b.s.),
donde el perfil de los mismos se presenta en la Tabla 3. El rendimiento maximo de EDI utilizando etanol
como solvente, obtenido por Soxhlet, fue de 5,82 + 1,80% b.s.

Tabla 9. Perfil de azlcares solubles en los collets de soja.

AzUcar %
Estaquiosa 22,06 £ 0,31
Rafinosa 781+£0,11
Sacarosa 66,12 + 5,02
Xilosa 4,01+0,19

Valores medios * desviacién estandar, n=3

Cinética de extraccion del extracto desgrasado

La cantidad de EDI extraido, en términos de rendimiento de extraccion expresados como [g/100gcoier] €n
base libre de humedad en los diferentes tiempos, no presenta diferencias significativas a partir de los 90 min
de extraccion. En la Figura 1 se presentan los resultados experimentales de extraccion del extracto
desgrasado de soja, EDI, obtenida utilizando etanol a 60°C. Dichos resultados fueron expresados como
M¢Mins en funcién del tiempo, donde My Mins corresponden a la cantidad de EDI extraida en el tiempo t y
tiempo infinito (Mins = 2,64 £ 0,13% (b.s.)) respectivamente. En la figura mencionada se observa una primera
etapa, hasta los 90 min, de extraccion rapida.
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Figura 8. Resultados experimentales de extraccion de EDI en el tiempo.

Anélisis de los componentes minoritarios

En las Tablas 4 y 5 se muestran los resultados de las determinaciones del contenido de proteina y fibra
expresados como el contenido de dichos componentes en la harina y collet en base seca, a fin de realizar una
comparacion entre los mismos. No se observaron diferencias significativas entre los valores determinados de
PB (g/100g collet, b.s.) (p=0,5808) ni entre los valores determinados de FDN (g/100g collet, b.s.) (p=0,1982)
respecto al contenido de estos componentes en la materia prima inicial; por lo tanto queda demostrado que el
etanol no fue capaz de extraer dichos componentes en las condiciones analizadas. Por otro lado, se puede
observar que realizando la extraccion batch con etanol durante 960 min se obtuvo una harina de similar

contenido proteico que al utilizar hexanos (p=0,7845).

Tabla 10. Contenido de proteinas del collet y las harinas obtenidas en distintas condiciones de extraccion.

%PB (9/100gcollet)

Muestras %PB (9/1009harina)
Collet
Harinas de extracciones batch
Con etanol
5 min 45,81 +2,09
10 min 48,08 +£0,42
30 min 50,485 + 0,22
90 min 51,65+ 0,61
300 min 53,43+0,28
960 min 51,56 + 1,29
Con hexanos
960 min 51,39 +0,72
Harina de extraccion Soxhlet con Etanol 54,62 + 0,48

38,53+1,112

39,16 +1,70 @
39,93+0,16 2
38,61 + 0,36 ®
38,96 +0,142
39,58 +0,15°
38,41+0,47°2

38,66 +0,43%
39,32+ 0,56 ®

Valores medios * desviacién estandar, n=3.

Valores en la misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente

diferentes (p<0,05)
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Tabla 11. Contenido de FDN en el collet y la harina resultante de extraccién Soxhlet con etanol.

Muestras %FDN (9/100gharina) %0FDN (g/100gcoliet)
Collet 10,78 £ 0,382
Harina de extraccion Soxhlet con Etanol 17,52 £ 0,90 12,61+0,92¢°

Valores medios * desviacién estandar, n=3.
Valores en la misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente
diferentes (p<0,05)

En la Figura 2 se presenta el contenido de azUcares totales en los EDI, expresados como M¢Min, en funcién
del tiempo. A partir de estos datos, puede observarse que el contenido de azucares en el EDI aumenta en los
primeros tiempos de contacto considerados (5-30 min), demostrando la capacidad del etanol para extraer
otros compuestos distintos al aceite. Se determiné que a partir de los 30 min de extraccion no se encuentran
diferencias estadisticamente significativas en el contenido total de azlcares en los EDI (p=0,1458),
representando el 26,72% de los azucares totales presentes en el collet (materia prima inicial).
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Figura 9. Resultados experimentalesdel contenido de azlcares totales en el EDI, expresados como
Mi/Mixs, en funcion del tiempo de extraccion.

En la Figura 3 se presentan los resultados de los azlcares individuales presentes en los EDI, expresados en
término de rendimiento de extraccion, y en la Tabla 6 se reportan las cantidades extraidas a 960 min
respecto a la cantidad inicial de cada uno en el collet, expresadas como porcentaje. La sacarosa y estaquiosa
fueron los azlcares mayoritarios. Por otro lado, xilosa fue el azGcar minoritario pero el mas extraido respecto
a su cantidad inicial. Con respecto al perfil de azlcares en el tiempo, se observo que tanto la proporcion de
sacarosa como la de estaquiosa no tuvieron diferencias significativas (p=0,3611 y 0,9126, respectivamente).
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Figura 10. Resultados experimentalesdel contenido de azucares individuales en el EDI, expresados
COMO Gazicar/ 100gconier, €N funcidn del tiempo de extraccion.

Tabla 12. Porcentaje de los azUcares individuales extraidos a 960 min, respeto al contenido inicial en el
collet.
Azucares % Extraido
Estaquiosa 24,48 + 8,75
Rafinosa 23,92+7,29
Sacarosa 26,60 + 4,58
Xilosa 46,65 + 8,86

Valores medios + desviacion estandar, n=3

En la Figura 4 se comparan los resultados de los fosfolipidos extraidos obtenidos a partir del analisis
cromatografico y los que resultan de calcular la diferencia entre los gramos de EDI obtenidos y los gramos
de azUcares contenidos en cada EDI. Se observa semejanza entre los valores (teniendo en cuenta los desvios
asociados a cada uno), demostrandose que sélo fosfolipidos y azlcares conforman el EDI. En dicha Figura se
observa que la extraccion de fosfolipidos aumenté en el tiempo hasta los 90 min. Estadisticamente se pudo
comprobar que no hay diferencias significativas en la cantidad de fosfolipidos extraidos entre los 90 y 300
min (p=0,6623), pero a los 960 min la cantidad extraida disminuye. Esto no implicaria una disminucién en la
extraccion de fosfolipidos totales desde el collet de soja, sino una migracion preferencial hacia la fase oleosa.
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Figura 4. Cinética de extraccion de fosfolipidos obtenidos por cromatografia (HPLC) y estimados por
diferencia con el contenido de azucares (balance de masa, B.M.) en los EDI.

En la Figura 5 se presenta el perfil de fosfolipidos extraidos en el tiempo, donde se observa que PI fue el
mayoritario, seguido por PC. A partir de los 300 min de extracciéon, PC y PA no presentan diferencias
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significativas (p>0,3). Se determin6 que en todo el rango de tiempo evaluado el valor de Pl no present6
diferencias significativas a partir de los 30 min de extraccion (p=0,2851).

A partir de los resultados de extraccion de los compuestos que conforman el EDI, se aprecia que los azlcares
constituyen el componente mayoritario del mismo.
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Figura 5. Perfil de fosfolipidos en el extracto en funcién del tiempo.

CONCLUSIONES

La utilizacion de etanol como solvente alternativo al hexano en la extraccion de aceite de soja permite no
solo extraer aceite si no que adicionalmente, obtener un subproducto compuesto por azlcares y fosfolipidos,
siendo sacarosa y estaquiosa los compuestos mayoritarios identificados en el caso de los azlcares y
fosfatidilinositol en el caso de los fosfolipidos.
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RESUMEN

Se investigd la posible influencia de la condicién gonadal de los ejemplares de corvina rubia
(Micropogoniasfurnieri) almacenada en hielo, sobre las propiedades bioquimicas y funcionales de
laactomiosina (AM). Mediante determinaciones de viscosidad reducida, hidrofobicidad y actividades
enzimaticas (Mg*?(Ca*?) y Mg*3(EGTA) ATPasas) se observd un cambio conformacional en las AM de
ejemplares en pre y post-desove, el que tiene lugar en los 3 primeros dias de almacenamiento. Los estudios
de SDS-PAGE vy de los perfiles densitométricos de los geles revelan ausencia de proteolisis y agregacion de
las AM a partir del dia 6 de almacenamiento. Esa agregacion parece ser mayor en la AM de ejemplares en
predesove.

Palabras claves: actomiosina, proteinas miofibrilares, corvina rubia, almacenamiento en hielo.

ABSTRACT

The possible influence of the gonadal conditions of the fish (Micropogoniasfurnieri) on biochemical and
functional properties of the actomyosin (AM), periodically obtained from fish stored on ice, was
investigated. By determinations of reduced viscosity, superficial hydrofobicity, enzymatic activities
(Mg*?(Ca*?), Mg*2(EGTA) ATPases activitiesa conformational change in AM was detected from fish in pre
and postspawning stage within the first 3 days of storage. The electrophoresis study and densitometric
profiles show absence of proteolysis and protein aggregation of protein up to final of storage. Signal of
proteolysis was absent during the storage. Aggregation of AM was observed since day 6 of storage. This
aggregation of AM was more important in AM from fish in pre-spawned stage.

Keywords: actomyosin, myofibrillar proteins, white croaker, iced stored.

INTRODUCCION

La corvina rubia (Micropogoniasfurnieri) es una especie demersal que habita fondos arenosos hasta
profundidades no mayores a 60 m. Se la encuentra en la costa este americana desde Veracruz, México (20°
20'N) hasta El Rincdn, en Argentina (41° 00" S) y esporadicamente en la costa norte del Golfo San Matias
(41° 10'S). Su captura anual vari6 en los ultimos afios entre 5000 y 19000 toneladas. Esta especie, junto con
la pescadilla de red y la corvina negra, constituye un gran porcentaje del variado costero y tiene un gran
interés comercial, el cual se ha acrecentado en los ultimos afios (Carozzaet al. 2000, MINAGRI 2015).
Ademas, esta especie es capturada en la provincia de Buenos Aires, siendo Mar del Plata su principal puerto
de desembarque, destinada al mercado interno, habiendo crecido en los ultimos afios la demanda
internacional del mismo (MINAGRI 2015).

Como es ampliamente conocido, las proteinas miofibrilares son las principales responsables de las
propiedades tecnoldgicas de la carne y se ha demostrado en algunas especies pesqueras como en la merluza
argentina (Merlucciushubssi), lenguado (Flounderspp) y calamar (l. argentinus), que las proteinas
miofibrilares sufren modificaciones por la conservacion en frio, algunas de las cuales estan relacionadas con
el estadio de maduracion sexual de los ejemplares (Montecchiaet al. 1990; Paredi y Crupkin 1997,Benjakulet
al. 1997, Paredi y Crupkin2006, Rodrigueset al. 2013). Sin embargo, es escasa la informacion acerca de la
influencia del estadio gonadal sobre el comportamiento de las proteinas miofibrilares de corvina rubia
almacenada a bajas temperatura (Folcoet al. 1984, Lemmesmidt 2003, Pagano 2005). Se cuenta con algunos
estudios sobre las caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas de las proteinas musculares estructurales,con
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la conservacién en frio (Lemesmidt 2003). Sin embargo, son pocos aguellos relacionados con la influencia
del ciclo gonadal sobre las mismas. En funcion de esto, el objetivo del presente trabajo fue estudiar la
influencia de la condicion gonadal de ejemplares de corvina rubia (Micropogoniasfurnieri) almacenada en
hielo, sobre las propiedades bioquimicas de la actomiosina.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se utilizaron 30 hembras maduras de corvina (Micropogoniasfurnieri) en pre y post-desove de 40 a 55 cm de
longitud, capturados por bugues comerciales y mantenidos en hielo relacion (1:1). Los ejemplares fueron
transportados en frio hasta su llegada al laboratorio, en estado de post-rigor temprano (48-72 h de la captura)
y mantenidos en hielo por un periodo de 9 a 10 dias. La determinacion del estadio gonadal se realizo por
analisis macroscopico e histoldgico de las gonadas de acuerdo a lo descripto por Macchi (1992). Se
utilizaron 4 ejemplares para el dia cero y 5 ejemplares para los dias 2, 5, 7 y 9 de almacenamiento en hielo.
Preparacion de actomiosina

La actomiosina purificada fue obtenida segin lo descripto en trabajos previos (Crupkin 1982). Para ello se
utilizaron 8g de filetes picados y se homogeneizaron con una solucién de bicarbonato de sodio 20mM
conteniendo 0,6MNaCl en un homogenizador Omni-Mixer 17106 durante 3 min con intervalos de 5 seg.
Posteriormente, se centrifugd en una centrifuga refrigerada (Sorvall RC-5B) a 8000g durante 15 min. El
sobrenadante fue diluido (proceso precipitacion -dilucién) en agua destilada fria para bajar la fuera idnica,
luego se centrifugd a la misma velocidad y en este caso el precipitado (actomiosina impurificada) fue
resuspendido en igual volumen inicial y posteriormente se reitero la centrifugacion. Este procedimiento se
efectud 2 veces mas, el precipitado final obtenido fue suspendido en buffer Tris Maleato 30mM conteniendo
0,6 MKCI. La extractabilidad de actomiosina fue expresada como mg de AM por gramo de musculo.
Solubilidad de proteinas

Los extractos de proteinas miofibrilares totales fueron obtenidos homogeneizando 8g de musculo en 160 ml
de buffer CO3HNa 0,003M (pH 7) conteniendo 0,6 M de KCI durante 1 min en un homogenizador (Omni-
Mixer 17106). Posteriormente, los homogenatosfueron centrifugados por 20 min a 50009 en una centrifuga
refrigerada (Sorvall RC Plus) a 3-5°C. El sobrenadante fue definido como la fraccion soluble en sal. El
resultado fue expresado como porcentaje de proteinas solubles en sal respecto del total de proteinas.
Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteina fue determinada por el método de Lowryet al. (1951), usando seroalbimina
bovina como estandar.

Determinacion de las actividades enzimaticas

Las actividades Mg*?(Ca*?) y Mg*3(EGTA) ATPasas fueron determinadas a 37°C en un buffer Tris-Maleato
25 mM (pH 6,8) siendo las concentraciones 6ptimas para la MgCa?* (Proteina 0,1 mg/ml, ATP, 1 mM, KCI 2
mM , CIoMg 2 mM y un tiempo de incubacion de 5 min., para el caso de Mg) ( EGTA ATPasa) las
condiciones fueron similares MgCa?*ATPasa solo que se utilizd 0,25 mg/ml de proteinas, 0,5 mM de acido
EGTA vy un tiempo de incubacién de 3 min, de acuerdo a lo descripto en un trabajo previo Lemesmidt
(2003). En ambos casos el volumen final de incubacion fue de 1,5 ml. Las reacciones fueron frenadas por
adicion de 0,5 ml de &cido tricoloro acético (TCA 40%) en frio. Las muestras fueron mantenidas en hielo,
luego centrifugadas a 4000 rpm durante 5 min. Se tomaron alicuotas de los sobrenadantes y se cuantifico el
fésforo liberado por el método colorimétrico de Chen et at. (1956).

Viscosidad reducida

La viscosidad reducida fue medida en la solucién de actomiosina 20+0,1°C usando un viscosimetro de
Ostwald de acuerdo a lo descripto por Crupkin et al. (1979).

Hidrofobicidad superficial

La hidrofobicidad superficial de las proteinas fue determinada en las soluciones de AM utilizando 8naftalen
sulfato de sodio (ANS) de acuerdo a lo descripto en un trabajo previo (Paredi 1994). Se utilizaron soluciones
de proteinas de 1 mg/ml en buffer fosfato (pH 6,0) conteniendo 0,6 MKCI las que fueron diluidas desde 0,01
a 0,04% utilizando el mismo buffer. A 2 ml de cada dilucion se le adicionaron 20 pl de solucién 8 mM en
buffer fosfato 0,1 M pH 7,0 de sal amoniacal de 1-anilino 8 naftalensulfonato (ANS). Los valores de
intensidad relativa de los blancos de proteinas fueron medidos para cada dilucion de proteina en ausencia de
ANS. Los valores de intensidad relativa (RFI) del ANS-conjugado fueron determinados en un
espectrofluémetro (Shimadzu RF-531PC) a una longitud de onda de excitacion de 270 nm y de emision de
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470 nm. Las pendientes iniciales (So) del grafico de RFI versus concentracidn de proteinas fueron calculados
por analisis de regresion lineal y se definieron SOANS (Paredi 1994).

Electroforesis en geles de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE)

Alicuotas de actomiosina fueron desnaturalizadas por calentamiento a 100°C durante 5 min en buffer
desnaturalizante (Tris CIH pH 6.8, SDS 10%, glicerol, B-mercaptoetanol y agua destilada) utilizando una
relacion muestra—buffer desnaturalizante de 1:1. La electroforesis fue realizada segun el procedimiento de
Laemmli (1970) en un equipo vertical mini-Slab Sigma. Se utilizaron estandares de masa molecular Sigma
en el rango 6500 a 205000 Da y el estandar SDS-6H. La composicion cuantitativa de bandas se determino
por andlisis fotodensitométrico de los geles utilizando el programa Gel-pro Analyzer. La relacion
miosina/actina fue calculada dividiendo el &rea de cadena pesada de miosina mas el area de cadenas livianas
de miosina por el area de actina (Paredi 1994).

Andlisis estadistico

Los resultados fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) vy test de rango Mdltiple de Duncan's
usando el paquete de analisis estadistico Statistica/Mac (Statistica/Mac1994).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestra el comportamiento de la solubilidad de proteinas de musculo de corvina durante el
almacenamiento en hielo. Se observé un incremento significativo de las proteinas solubles a los 2 dias de
almacenamiento en frio para luego disminuir hacia el final del mismo. Resultados semejantes han sido
descriptos para actomiosina y miofibrillas de merluza y de lenguado almacenados en hielo. En todas las
especies mencionadas la pérdida de solubilidad es mas notable cuando el almacenamiento es congelado
(Pagano, 2005, Xiong 1997, Wang et al. 2003).
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Figura 1. Cambios en la solubilidad de proteina de corvina en pre-desove durante el almacenamiento en
hielo.
Se representan los valores promedio DS (n=20)

Wang et al. (2003) encontraron un incremento significativo de la solubilidad de las proteinas con la
temperatura de almacenamiento sin analizar la influencia de la condicion bioldgica. Un comportamiento
similar se observé en miofibrillas de merluza en pre y post-desove mostrando las miofibrillas de merluza en
pre-desove una mayor labilidad de sus proteinas (Pagano 2005). Resultados similares pero con incremento en
los primeros dias de almacenamiento han sido descriptos por otros autores mostrando una mayor labilidad de
las proteinas en otras especies pesqueras durante almacenamiento en frio y durante el almacenamiento
congelado (Tarnowski 2009, Elias 2010).
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Figura 2. Extractabilidad de AM de ejemplares en pre-desove de corvina. Los resultados representan los
valores promedios = DS (n= 30).

En la Figura 2 se muestra la evolucion de la extractabilidad de AM con el almacenamiento. No se detectaron
diferencias significativas (p > 0,05) en la extractabilidad de actomiosina. Comportamientos similares han
sido descriptos en actomiosina de merluza almacenada en hielo y en filetes de pez palo almacenados
congelados (Pagano 2005, Tarnoswki 2010).

La viscosidad reducida es un indicador aceptado de cambios en el estado conformacional de la proteina
(AM) y de la integridad de la misma. En la Figura 3 se observa una disminucién similar en las viscosidades
para las AM provenientes de ejemplares en pre y post-desove hasta el dia 3 de almacenamiento. Sin
embargo, se observé una mayor caida en la viscosidad de la AM de pre-desove hacia el final de
almacenamiento. Resultados similares ha sido informados para los valores de viscosidad de AM de otras
especies tales como calamar (I argentinus) y Pescadilla de red (Cynosciosguatucupa) entre otras (Paredi y
Crupkin2006, Elias2010). Comparando el valor a tiempo cero de almacenamiento de la VER (Figura 3)
luego de siete dias de almacenamiento fue de un 50-60% para ambas actomiosinas. Una caida similar fue
informada para actomiosina de lenguado durante el almacenamiento en hielo (Paredi y Crupkin 2006).
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Figura 3. Viscosidad reducida de actomiosina de corvina en pre y post-desove almacenada en hielo. Se
representan los valores promedios +DS. (n=6)

Tablal. Hidrofobicidad superficial de la actomiosina durante el almacenamiento de corvina en hielo.

Tiempo de almacenamiento(Dias) | Hidrofobicidad Superficial (ANS)
Predesove Postdesove

0 4,5+0,8 4,6+0,9

2 12,4411 13,1+0,8

5 135+ 2,1 12,5411

7 145+ 2,1 13,8+0,7

9 155+ 1,2 14,0+0,50

Se presentan los valores promedio + DS (n=6).

La hidrofobicidad superficial (Tabla 1) de la AM de ejemplares en ambos estadios gonadales mostré un
incremento significativo durante los dos primeros dias de almacenamiento, estos resultados sugieren que
tiene lugar un cambio conformacional de AM en los 2 primeros dias de almacenamiento. Similares
resultados fueron obtenidos para otras especies pesqueras (Paredi, 1994, Paredi y Crupkin, 2006, Elias,
2010). Estudios realizados sobre la relacion funcidn-estructura de las proteinas alimentarias han demostrado
la importancia de la hidrofobicidad sobre el comportamiento de las mismas cuando se aplican distintos
tratamientos y/o procesos (Mackie 1993, Paredi y Crupkin 2006). Los cambios en la hidrofobicidad de las
proteinas se pueden monitorear determinando la fluorescencia que emite el ANS; un cambio, como un
incremento en el SOANS, esta relacionado con un incremento de la exposicion de grupos hidrofébicos
debido a un desplegamiento de las proteinas por desnaturalizacion (Paredi 1994). Los resultados observados
durante los primeros dias en la AM obtenida de ejemplares almacenados por 2 dias sugiere un cambio
conformacional durante los primeros dias de almacenamiento que pueden conducir a una desnaturalizacion
relacionada con los cambios detectados en la VER.

Las Figuras 4 A'y B muestran la evolucion de las actividades enzimaticas de las actomiosinas de ejemplares
de pre y post-desove. Se puede observar una caida de un 60% en la actividad de Mg?* (Ca?") ATPasa que
también tiene lugar en los primeros 2 dias, la que luego disminuye gradualmente hasta el final del
almacenamiento. La actividad de Mg*2 (EGTA) ATPasa de AM no mostré mayores cambios hasta el dia 5 de
almacenamiento observandose luego una disminucion significativa de la misma. EI comportamientode las
actividades enziméticas fue similar para las AM proveniente de ejemplares en ambos estadios gonadales. Las
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actividades enzimaticas son clasicamente utilizadas para monitorear la integridad de la actomiosina y seguir
el comportamiento postmortem del pescado durante su almacenamiento en hielo (Seki y Narita 1980, Paredi
y Crupkin2006). La desnaturalizacidn o agregacion de la AM también se ve reflejada en el comportamiento
de las actividades enzimaticas. Por otra parte, es aceptado que las proteinas miofibrilares son susceptibles a
la degradacion por enzimas lisosomales y proteinasas neutras activadas por calcio (Pagano 2005). Las
actividades de Mg*2Y Mg*?(Ca*?) ATPasas reflejan la integridad del complejo AM en presencia de calcio
enddgeno o exdgeno. La Mg*? (EGTA) ATPasa refleja la integridad del complejo troponina-tropomiosina
(Watabeet al. 1989).

(A)predesove

—=— Mg”~'Ca*’ATPasa
—e— EGTA ATPasa

o
©
1

o
oo
1
—

or ] J

0,6

0,5

Actividades ATPasas (umolPi/min.mg)

0,4—- T I
03 _' J\\\ J\
] ~ 1
0,2 R
] 1 I
0,1 1
1 M
O'O T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Dias en hielo

202

(B)postdesove

0,9 - —=— Mg*Ca*’ATPasa
] —e— EGTA ATPasa

o o

~ o]

1 L 1
-

o
(=]
1

o
o
1

o o o
= N w
1 1 1
——
|
|
|
|
|
|
|
s‘
|
e
/’”
/’”
/’”
\
|
|
1
|
|
-

Actividades ATPasicas (umol Pi/min.mg)
=
1

o
[=}

Dias en hielo

Figura 4 A y B.Actividad enzimatica de las actomiosinas de corvina rubia en (A) pre y (B) post-desove
almacenada en hielo. Se representan los valores promedios=DS (n=6).
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Los resultados obtenidos con las actividades enziméticas son similares a los descriptos para otras especies
almacenadas en hielo (Montechiaet al. 1990, Paredi y Crupkin 2006, Elias 2010). Los resultados obtenidos
en dichas actividades enziméticas podrian estar indicando un cambio en la integridad del complejo miosina-
actina y una disminucién en la sensibilidad al calcio. La determinacién de actividades enzimaticas es
considerada como una medida que refleja mejor la calidad de la proteina que la solubilidad de proteinas y la
extractabilidad de AM. Esto es debido a que pequefios cambios microestructurales en la molécula de
proteinas se reflejan en las actividades enziméticas (Pagano 2005, Paredi y Crupkin, 2006).

En la Figura 5y 6 A se muestran los perfiles electroforéticos y densitométricos de las AM provenientes de
corvina en postdesove almacenada en hielo. A tiempo 0 de almacenamiento se pueden distinguir las tipicas
cadenas polipeptidicas de la AM, sin sefiales de protedlisis. Los perfiles de SDS-PAGE tampoco se
modifican significativamente durante el almacenamiento, sugiriendo que durante ese proceso tampoco hay
signos de protedlisis. Similares resultados se obtuvieron con la AM de predesove. (Resultados no
mostrados).
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Figura 5. SDS-PAGE (10%) de actomiosina de corvina de post-desove almacenada en hielo durante 0, 2, 5,
7, 9 dias. MHC: cadena pesada de miosina (200 KDa) A: actina (45 KDa), Tm: tropomiosina (38 KDa), Tn:
troponina (30 KDa), MLCs: cadenas livianas de miosina (18-20KDa). St PM. Estandar de masa molecular.
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Como se muestra en las Figuras 6 (A y B) del analisis fotodensitométrico de los geles en SDS-PAGE 10%
de la AM revel6 una disminucién significativa (p<0,05) en el porcentaje relativo de miosina y en la relacién
miosina/ actina y un incremento significativo en el porcentaje de actina entre los dias 6 y 9 de
almacenamiento. Este comportamiento es mas evidente en la actomiosina de corvina de pre-desove y sugiere
la posibilidad de una agregacion de miosina al final del almacenamiento.

CONCLUSIONES

La AM de corvina rubia se desnaturaliza durante el almacenamiento en hielo. Estos cambios ocurren en
ausencia de proteolisis y a cambios conformacionales en los 2 primeros dias, seguidos por una agregacion de
la proteina hacia el final del almacenamiento. Las modificacionesméas importantes fueron observadas en la
AM de pescados en pre-desove. Estas mencionadas modificaciones disminuyen la calidad de la carne.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo consistié en la optimizacion del procesamiento de infusion asistida con altas
presiones hidrostaticas (APH) de cubos de mango tratados con sorbitol y lactato de calcio. Para este estudio,
se utilizé un disefio experimental Box-Behnken con tres factores independientes y tres niveles. Los factores
de proceso fueron, nivel de presién (0.1, 300 y 600 MPa), concentracion de lactato de calcio (0, 1y 2 %p/p)
y concentracion de sorbitol (20, 40 y 60°Brix). Las condiciones de procesamiento fueron optimizadas para
conseguir la minima pérdida de peso (PP), pérdida de agua (PA), ganancia de sélidos (GS), indice de
pardeamiento (IP) junto con la minima diferencia de tono (Dh), Fuerza maxima (DFm (kgf)) y Trabajo (DT
(kgf*s)) con respecto a la fruta fresca. El andlisis de varianza (ANOVA) indic6 que el modelo ajustd
adecuadamente (p>0.05) a los datos observados. La funcién DESIRABILITY mostré que las condiciones
Optimas de procesamiento fueron presion 600MPa combinado con una solucién de 20°Brix de sorbitol y
1.20% (p/p) lactato de calcio. Bajo estas condiciones, los valores predichos fueron PP: 15.81%, PA: 19.42%,
GS: 3.61%, IP: 123, DFm: -0.040kgf, DT: 0.41 kgf*s y Dh: -1.94.

Palabras claves: Cubos de mango, infusion asistida con APH, Box-Behnken, pardmetros de calidad.

ABSTRACT

The aim of this work consisted in the optimization of assisted-infusion under high hydrostatic pressure
(HHP) of mango cubes treated with sorbitol and calcium lactate. Cubes mango were treated at different
pressure levels (0.1, 300 and 600 MPa) with different concentrations of calcium lactate (0, 1 y 2%w/w) and
sorbitol (20, 40 and 60°Brix). A Box-Behnken design was used to determine the optimum processing
conditions that yield a minimum of weight reduction (WR), water loss (WL), solids gain (SG), browning
index (BI) along with a minimum difference in tone (Dh), maximum force (DMF) and work (DW) respect to
fresh fruit. ANOVA analysis showed that model fit properly (p>0.05) for all observed data. The
DESIRABILITY function showed that optimum process conditions were pressure level 600MPa combined
with a solution of 20°Brix sorbitol and 1.20% (w/w) calcium lactate. At these optimal conditions, predicted
values were WR: 15.81%, WL.: 19.42%, SG: 3.61%, Bl: 123, DMF: -0.040kgf, DW: 0.41 kgf*s y Dh: -1.94.

Keywords: Mango cubes, assisted-infusion under high hydrostatic pressure (HHP), Box-Behnken, quality
parameters.

INTRODUCCION

El mango (Magnifera indica) es un fruto que se caracteriza por su aroma intenso, delicioso sabor y alto valor
nutritivo (vitamina C, B-caroteno, minerales, acido citrico y malico y polifenoles) (Tharanathan et al. 2006,
Jahurul et al. 2015). EI mango es cominmente procesado y comercializado como pulpa, néctar, jugo,
mermelada y deshidratado (Siddiq et al. 2012). Sin embargo, la creciente demanda de productos listos para
consumir preparados a base de frutas ha impulsado la blsqueda y adopcion de métodos alternativos de
procesamiento y es asi como el tratamiento de infusion asistida con alta presion hidrostatica (APH) se
convierte en una alternativa para desarrollar productos de este tipo.

Durante la deshidratacion osmética la fruta es colocada en una solucién hiperténica, llevandose a cabo la
difusion del agua desde el tejido vegetal hacia la solucion a través de la membrana semipermeable, debido a
la diferencia de presion osmotica. Simultdneamente, hay una difusion de solutos desde la solucion hacia-el
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tejido. Adicionalmente la difusion de agua es acompafiada por sustancias naturales como vitaminas, acidos
organicos, pigmentos, minerales, etc. (Mastrantonio et al. 2005). La sacarosa es el agente osmético mas
empleado en frutas; sin embargo, polialcoholes como el sorbitol pueden ser utilizados como agentes
osmaticos alternativos reducidos en calorias, ya que su bajo peso molecular favoreceria la transferencia de
materia.

APH es un proceso no térmico que consiste en la aplicacion de un alto nivel de presion hidrostatica (100-900
MPa) de manera uniforme y cuasi-instantanea a los productos envasados en envases flexibles y herméticos,
por tiempos cortos (< 10 min). En general, las APH a temperatura de refrigeracién o ambiente producen la
inactivacion de microorganismos vegetativos y enzimas, con efecto minimo sobre los atributos sensoriales y
las propiedades nutricionales del producto. Las APH se pueden utilizar para mejorar y acelerar la infusion de
moléculas de la solucién circundante; ya que provoca alteraciones en la pared o estructura celular, haciendo
las células méas permeables, lo cual incrementa la velocidad de transferencia de masa (Rastogi et al. 2000).
Fendmenos como la pérdida de agua o solutos nativos, penetracion/ difusion de solutos o solucién externa,
provocan cambios en las propiedades mecanicas, dependiendo de las condiciones de proceso y caracteristicas
del producto (Chiraltet al. 2001, Torres et al. 2006). Por lo tanto, la fortificacion de frutas y hortalizas con
calcio mejoraria las propiedades mecanicas de los tejidos, ya que el mismo puede interactuar con el tejido
vegetal, formando uniones entre las pectinas y otros componentes de la pared celular, modificando su
respuesta estructural (Gras et al. 2003).

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) es una técnica estadistica y matematica que ha sido
utilizada para el desarrollo, mejora y optimizacion de procesos cuando una o varias respuestas de interés
estan influenciadas por varias variables independientes, ademas la RSM ofrece una gran cantidad de
informacion a partir de pocas experiencias (Bas y Boyaci, 2007).

Son escasos los estudios previos sobre la aplicacién de infusién asistida con APH en productos
frutihorticolas. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue optimizar la infusién asistida con APH de cubos
de mango tratados con sorbitol y lactato de calcio mediante el uso de un disefio experimental de superficie de
respuesta de Box-Behnken. Se evaluaron los efectos de las condiciones de procesamiento sobre las variables
respuestas e identificaron las condiciones 6ptimas de procesamiento que permitieron obtener un producto
con la minima pérdida de peso (PP), pérdida de agua (PA), ganancia de sélidos (GS), indice de pardeamiento
(IP) junto con la minima diferencia del tono (Dh), Fuerza méxima (DFm) y trabajo (DT) respecto a la fruta
fresca

MATERIALES Y METODOS

Materia primay preparacion de las muestras

Se trabajé con mango (Mangifera indica) cv. Keitt provistos por la Estacion Experimental de Cultivos
Tropicales (EECT) Yuto de INTA, (Jujuy, Argentina). Los frutos se seleccionaron en funcién de su firmeza
al tacto, luego fueron lavados con solucién de hipoclorito 100 ppm durante 2 min, enjuagados con agua y
escurridos a temperatura ambiente. Posteriormente, fueron pelados, cortados en cubos de 15mm de lado y
sumergidos en una solucion de &cido ascorbico al 1% y acido citrico al 1% durante 2 min.

Las soluciones osméticas fueron preparadas usando sorbitol ((D-glucitol), LTS Powder 50M, Indonesia)
como agente osmdtico (20°Brix, 40°Brix y 60°Brix) (), y lactato de calcio (0%,1%, 2%) (ADAMA,
Argentina) en diferentes concentraciones.

Preparacion de trozos de mango mediante infusién asistida con APH

Los cubos de fruta y la solucion osmoética se envasaron en bolsas Cryovac BB2800 (Sealed Air, Buenos
Aires, Argentina) en una relacion cubos de fruta/solucién (g/g) de 1/5. Una vez envasados, se cargaron en el
cilindro del equipo APH (Stansted Fluid Power Ltd. modelo FPG 9400:922, Stansted, Reino Unido). Las
muestras fueron sometidas a tres niveles de presion 0.1, 300 y 600 MPa aplicando un tiempo de
mantenimiento de 5 min, a temperatura ambiente (25°C). Luego del tratamiento con APH, las muestras
fueron refrigeradas a 5°C por 24 horas. Pasado ese tiempo, los cubos de mango fueron extraidos de la
solucion osmética y el exceso de solucidn fue removido con papel absorbente. Se registrd el peso de las
muestras antes y después del procesamiento. Posteriormente los cubos de mango procesados fueron
fraccionados para su posterior analisis.

Determinacion de los parametros de transferencia de masa

Los pardmetros de transferencia de masa se determinaron mediante la pérdida de peso (PP), pérdida de agua
(PA) y ganancia de sélidos (GS) para cada tratamiento, se calcularon a partir de las ecuaciones (1,2y 3)., = °
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PP(%)=

(m;-my)
2100 (1)

i

PA(%)= [<I-W> (1-Tls()%°>(1-%)]xloo )

GS(%)= (

PP
5 0) xTSpo-TS"  (3)

Donde, miy mses la masa inicial (g) y final (g) de los cubos de mango fresco (sin procesar) y los procesados,
respectivamente. TSpo son los solidos totales de los cubos de mango procesados (100- humedad producto
procesado) Y TS° son los sélidos totales de los cubos de mango fresco (100- humedad fresco).

La concentracion de solidos solubles (°Brix) se midi6 utilizando un refractometro (Refractometro digital
Reichert AR 200 Hand-Held, USA) a 20°C. La humedad se determiné gravimétricamente utilizando un
horno Gallenkamp (OVA031.XXI.5, UK) hasta peso constante a 70°C, acorde a la metodologia de AOAC N°
93406 (AOAC, 1990) con modificaciones menores. El contenido de humedad (H %), se calculé mediante la
ecuacién (4) y los resultados se expresaron como porcentaje de peso inicial de la muestra.

(m;-my)

i

H(%)= x100  (4)

Donde m; es la masa inicial (g) y ms masa final (g) de las muestras.

Anélisis de los parametros de calidad

Determinacion de parametros cromaticos

Los parametros cromaticos de los cubos de mango se midieron con un colorimetro Minolta CR-400 (Konica
Minolta Sensing, Inc. Osaka, Japan), 8 mm apertura, iluminante D65, observador 2°. El instrumento fue
calibrado con una placa blanca estandar (Y = 92.9; x = 31.37; y = 31.98). Las lecturas se obtuvieron
mediante el sistema CIE L*a*b*: L* (luminosidad), a* (verde (-) -rojo (+)) y b* (azul (-) - amarillo (+)). A
partir de estos parametros, se calculé el angulo de tono (h), y el indice de pardeamiento (IP) (ecuacién 5y 6,
respectivamente). Se utilizaron 10 cubos de mango por tratamiento, se midieron tres caras de cada cubo y se
informd el valor promedio. En el caso del parametro h, se inform¢ la diferencia entre la muestra fresca y
tratada (Dh).

* *

b b
h=arctan <§> cuando a>0; h= 180+arctan <§> cuandoa<0 (3)
Ip— [100 x (x-0,31) 5
T 1@
Donde x es:
- (a*+1,75 x L")
(5,645xL"+ a*-3,012xb"

Determinacion de las propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de los cubos de mango frescos y procesados se determinaron utilizando un
analizador de textura Stable Micro Systems modelo TA. XTplus (Stable Micro Systems Ltd, Surrey, Reino
Unido). El ensayo de penetracion se realizd segun lo descrito por Lovera et al. (2014) con modificaciones
menores. Para este ensayo, se utiliz una punta de prueba de puncion plana (SMSP/didmetro 2mm), con una
celda de carga de 5 kg. Los parametros de ensayo fueron: velocidad de deformacion de 1 mm/s y una
distancia de recorrido de la sonda de 6 mm con respecto a la altura inicial del cubo. Las propiedades
mecénicas analizadas fueron la fuerza maxima (kgf) y el trabajo (kgf*s), area bajo la curva. Para estas
mediciones se utilizaron 10 cubos por tratamiento. Se informaron los valores promedio de ambos parametros
proveniente de la diferencia entre la muestra fresca y tratada por APH (DFmy DT).
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Disefio experimental y analisis estadistico

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) fue empleada para optimizar las condiciones de
procesamiento. Se estudio el efecto de las variables de proceso sobre las variables respuesta PP, PA, GS, IP,
Dh, DFmy DT. Los experimentos se establecieron en base a un disefio Box-Behnken con tres factores y tres
niveles: bajo (-1), central (0), y alto (+1) (Tabla 1). El disefio incluyo 15 experimentos con 3 puntos
centrales. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Los datos experimentales fueron ajustados usando la ecuacién polinémica de segundo orden (ecuacion 7):

k

Yi:BoJrzﬁij z B ZZﬁ XiXjte;  (7)

=1 i <=2

Donde Y es la respuesta a ser optimizada; X; y X| son las variables independientes (i y j rango entre 1 y k); Bo
es el coeficiente de regresion del modelo; Bj, Bjiy Bij son los coeficientes de regresion lineales, cuadraticos y
de interaccion; k es el namero de parametros independientes (k=3); y e es el error. Los datos experimentales
fueron examinados mediante un analisis de varianza (ANOVA) para encontrar los términos significativos
(p<0.05) en el modelo. Mediante la funcion DESIRABILITY fueron seleccionadas las condiciones 6ptimas
de procesamiento para obtener un producto con caracteristicas similares a la fruta fresca, para ello se buscé
gue el producto procesado tuviera la minima PP, PA, GS, IP, Dh, DFm y DT. Para el analisis estadistico del
disefio experimental se utilizo el software STATISTICA V12.

Tabla 1- Variables independientes y niveles usados para el disefio Box-Behnken

Variables independientes (factores) | Unidad )F(actor [\Illvelo 1
Nivel de presion MPa X1 0.1 | 300 | 600
Concentracion de lactato de calcio % (Wiw) | X 0 |1 2
Concentracion de sorbitol °Brix X3 20 |40 |60

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se presentan los valores promedios de cada variable respuesta (PP, PA, GS, DFm, DT, Dh y
IP) de acuerdo al disefio experimental empleado. En la misma, se puede observar la variacion de cada
respuesta para las diferentes combinaciones experimentales.

Tabla 2- Matriz del disefio experimental Box-Behnken y valores experimentales.

. Nivel de factores | Variables respuesta
Corrida
Xi [ X2 | Xs | PP (%) | PA (%) | GS (%) | DFm (kgf) | DT (kgf*s) | Dh IP

1 -1 -1 0 19.45 28.83 9.38 0.24 1.21 2.56 | 154.25
2 1 -1 0 29.74 | 39.99 10.25 0.18 1.08 0.44 | 151.05
3 -1 1 0 24.14 | 32.07 7.93 0.14 0.92 3.07 | 146.43
4 1 1 0 33.31 42.69 9.38 0.00 0.70 -0.09 | 145.52
5 -1 0 -1 8.09 12.03 3.94 0.07 0.56 1.80 | 128.99
6 1 0 -1 16.06 19.49 3.43 -0.01 0.46 -1.41 | 131.72
7 -1 0 1 35.48 42.83 7.35 0.16 1.06 3.61 | 154.82
8 1 0 1 48.94 | 56.62 7.68 0.07 0.97 1.89 | 164.75
9 0 -1 -1 9.06 13.90 4.84 0.09 0.76 -1.99 | 125.27
10 0 1 -1 13.00 17.48 4.48 -0.04 0.42 -0.90 | 126.36
11 0 -1 1 41.47 51.22 9.76 0.20 1.15 3.40 | 186.74
12 0 1 1 43.27 51.55 8.29 0.09 0.98 3.22 | 180.20
13 0 0 0 31.74 | 41.23 9.49 0.14 1.00 -0.11 | 150.91
14 0 0 0 31.25 | 4121 9.96 0.14 0.89 0.05 | 146.63
15 0 0 0 30.94 | 40.14 9.20 0.14 0.98 -1.30 | 140.02
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En la Tabla 3 y 4, se muestran los coeficientes de regresion, la significacion estadistica, el R? ajustado y la
falta de ajuste para cada respuesta. EI ANOVA mostré que la falta de ajuste fue no significativa para todas
las variables respuestas (95% de nivel de confianza), lo cual confirma la validez del modelo. Para el modelo
final solo se tuvieron en cuenta aquellos pardmetros que fueron significativos (p<0,05) (Tabla 5).

Tabla 3. Valores de los coeficientes de regresion y valor p de los parametros de transferencia de masa.

%PP %PA %GS

Coeficiente Coeficiente Coeficiente

Regresion P Regresion P Regresion P
Modelo 31.3098* 0.0001 |40.8582* 0.0001 |9.5484* 0.0005
X1 5.1110* 0.0008 |5.3786* 0.0017 |0.2675 0.1863
X2 -2.1035* 0.0098 |-2.8797* 0.0124 |-0.7762 0.0598
X 1.7490* 0.0066 |1.2299* 0.0305 |-0.5190 0.0616
X2 -2.5465* 0.0067 |-2.0825* 0.0233 |0.4640 0.1449
X3 15.3676* 0.0001 |17.4155* 0.0002 |2.0479* 0.0043
X352 -2.0654* 0.0101 |-5.2354* 0.0038 |-3.1700* 0.0039
X1 X2 -0.2790 0.2999 |-0.1360 0.7043 |0.1430 0.5325
X1 Xs 1.3749* 0.0207 |1.5846* 0.0364 |0.2097 0.3870
Xz X3 -0.5347 0.1172 |-0.8110 0.1208 |-0.2763 0.2851
Falta de ajuste 0.202 0.382 0.331
R? Adj 0.997 0.997 0.956

* Significativo a nivel de 5% (0.05)

Tabla 4. Valores de los coeficientes de regresion y valor p de los parametros de calidad.

DFm DT Dh IP

Coeficiente Coeficiente Coeficiente Coeficiente

Regresion b Regresion P Regresién P Regresion P
Modelo |0.1395* 0.0003 [0.9567* 0.0014 |-0.4515 0.4004 |145.8553* |0.0005
X1 -0.0468* 0.0010 |-0.0668 0.0942 |-1.2769* 0.0393 [1.0701 0.6367
X2 -0.0073 0.0788 |-0.0220 0.5681 |[1.2449 0.0835 |-3.0547 0.3968
X -0.0645* 0.0005 |-0.1469* 0.0219 (0.1102 0.7138 |-2.3511 0.3494
X2 0.0073 0.0780 {0.0426 0.3205 [0.7028 0.2088 |6.5146 0.1501
X3 0.0511~* 0.0008 |0.2435* 0.0081 [1.8277* 0.0198 |21.7716* 0.0078
X32 -0.0613* 0.0013 |-0.1732* 0.0335 [0.6818 0.2179 |2.2706 0.5100
X1 X2 -0.0194* 0.0114 |-0.0233 0.5333 |-0.2619 0.5515 |0.5736 0.8538
X1 X3 -0.0053 0.1279 {0.0008 0.9825 [0.3723 0.4192 (1.8022 0.5788
X2 X3 0.0067 0.0849 |0.0437 0.2967 |-0.3167 0.4813 |-1.9085 0.5587
Falta de 0.084 0.675 0.415 0.175
ajuste
R*>Adj |0.980 0.950 0.808 0.694

* Significativo a nivel de 5% (0.05)
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Tabla 5. Ecuaciones del modelo reducido.

RESPUESTA ECUACION DEL MODELO REDUCIDO
- PP (%) = 31.31+5.11X;-2.10X,% +1.75X>-2.55X,2+15.37X3
0,
Pérdida de peso (PP %) 2.07X2+1.37X,Xs
PA (%) = 40.86+5.38X;-2.88X;> +1.23X, -

1 0,
Perdida de agua (PA%) | 5 4av 2,17 49X, 5.24 X2 + 1.58 X1 X
Ganancia de solido (GS %) | GS (%) = 9.37+2.05X3-3.15X5?

Diferencia de fuerza _ 2
méxima (DFm) DFm = 0.14-0.05X,;-0.06 X2+0.05 X3-0.06X3°-0.02X1X;

Diferencia de trabajo (DT) | DT = 0.97-0.15X2+0.24X5-0.17X3?
Diferencia tono (Dh) Dh = 0.95-1.28X;+1.83X3
indice de pardeamiento (IP) | IP = 148.91+21.77Xs

Efecto sobre los parametros de transferencia de masa

Pérdida de peso y pérdida de agua

La pérdida de peso y pérdida de agua (PP y PA) fueron afectadas significativamente (p<0,05) en términos
lineales y cuadraticos por los tres factores: nivel de presion (Xi), concentracion de calcio (X2) y
concentracién de sorbitol (Xs) y la interaccion X1Xs. Todos los coeficientes lineales y de interaccion fueron
positivos mientras que los cuadraticos negativos. El coeficiente positivo indica que un aumento en cualquiera
de los tres factores genera un aumento de la PP y la PA. Asimismo, la magnitud de los coeficientes muestra
que el factor que mas influyo sobre la PP y PA fue X3, seguido por X; y X».

La PP es consecuencia de la eliminacion de agua e incorporacion de solidos en el producto. Sin embargo, PP
se ve mas afectada por la PA ya que la velocidad de pérdida de agua fue mayor en comparacion con la
velocidad de ganancia de solidos. Este fendmeno se produce como consecuencia de la permeabilidad
selectiva de la membrana celular, que permite el transporte de moléculas pequefias (agua) pero restringe el
transporte de moléculas mas grandes (azucares); lo cual reduce la difusion de los sélidos a través del tejido
celular (Silva et al. 2014). Este hecho hace que la pérdida de peso se encuentre directamente relacionada con
el comportamiento de la pérdida de agua.

En las Figura 1A y 1B, se puede observar que la PP y PA aumentan rapidamente con el aumento de la
concentracién de sorbitol producto del aumento de las tasas de transferencia de masa debido a una mayor
diferencia de presién osmotica entre la fruta y la solucion circundante (Zhao et al. 2014). Por otra parte, la
PP y PA también aumentaron con el incremento del nivel de presién. La aplicacion de APH causa dafios en
la estructura de la pared celular de los tejidos, dejando las células mas permeables, provocando un aumento
en las tasas de transferencias de masas (Rastogi et al. 2000, Nufiez-Mancilla et al. 2011). También se observo
un leve incremento en la PP con el aumento de la concentracion de calcio en la solucion (Mastrantonio et al.
2005) atribuyo este comportamiento a la accion combinada de azUcares y sales en la solucion, teniendo un
mejor efecto en la deshidratacion.

Ganancia de solidos

La ganancia de sélidos (GS) fue afectada significativamente (p<0.05) por la concentracién de sorbitol (X3),
en términos lineales y cuadraticos. El coeficiente positivo en términos lineales muestra que un incremento de
Xz induce a una mayor GS (Figura 2.), este comportamiento es atribuido al aumento de la fuerza impulsora
producto del gradiente de concentracion entre la fruta y la solucién circundante (Falade et al. 2007).

A su vez, en la Figura 2., puede observarse que a concentraciones de sorbitol cercanas a 60°Brix hay una
ligera disminucién de la GS. Esto puede deberse a dos razones: a) un incremento en la concentracion de la
solucion provoca un aumento de la viscosidad, lo que lleva a la formacion de una capa en la superficie del
producto tratado, limitando asi la transferencia de masa (Mastrantonio et al. 2005); o b) por la disminucion
de la permeabilidad de la pared celular producto del refuerzo de su estructura polimérica por puentes de
calcio (Guiamba et al. 2016).
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Figura 1. Gréfico de superficie de respuesta del efecto de las condiciones de procesamiento sobre (A)

pérdida de peso y (B) pérdida de agua.

Asimismo, se pudo observar que la GS aumenta con un incremento en el nivel de presion (X1) y disminuye K
con un aumento en la concentracion de calcio (X2). Sin embargo, el efecto de ambos parametros no fue

significativo (p>0.05). Resultados similares fueron observados por Guiamba et al. (2016) donde el calcio no. /
tuvo efecto sobre la ganancia de solidos en cilindros de mango osmo-deshidratados. ‘
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Figura 2. Grafico de superficie de respuesta del efecto de las condiciones de procesamiento sobre la
ganancia de solido.

Efecto sobre los parametros de calidad

Propiedades mecanicas

La diferencia de fuerza maxima (DFm) y trabajo (DT) entre la fruta fresca y tratada, fueron afectadas
significativamente (p<0.05) en términos lineales por la concentracion de calcio (X2) y la concentracion de
sorbitol (X3) y en términos cuadraticos por Xs. Adicionalmente, la DFm también fue afectada en términos
lineales por X y la interaccion Xi1X,. Tanto para DFm y DT todos los coeficientes fueron negativos, lo que
indica un efecto decreciente sobre estos pardmetros a excepcion de Xs (positivo) que tuvo un efecto
creciente. Segun la magnitud de los coeficientes, el factor que mas influy6 en la DFm fue X,y en el caso de
DT fue Xs. Simultaneamente, se pudo observar que Xi tuvo efecto sobre DT, pero no fue significativo
(p>0.05).

En la Figura 3 (A) y 3 (B) se puede observar gque tanto la DFm y DT disminuyd cuando la solucién contenia
calcio, esto se debe a que el calcio puede formar enlaces cruzados con los grupos carboxilo libres de las
cadenas de pectina, lo que resulta en el fortalecimiento de la pared celular y por tanto una disminucién del
dafio textural (Ferrari et al. 2010). Por otro lado, si bien la aplicacion de APH induce a una pérdida de
firmeza producto de la alteracion y permeabilizacion de la membrana celular (Nufiez-Mancilla et al. 2011) el
agregado de calcio disminuiria este efecto. Los resultados obtenidos mostraron que las muestras tratadas con
APH y calcio presentaron una disminucién en la pérdida de firmeza (menor DFm). La aplicacion de la
tecnologia de APH favoreci6 la transferencia de masa, por lo que hay una mejor difusion del calcio hacia el
tejido lo que facilita la formacion de los enlaces cruzados entre los iones de calcio y los grupos carboxilo de
la pectina (Rastogi et al. 2008).

Asimismo, se observd que un aumento en Xs afecta negativamente DFm y DT de los cubos de mango
(Figura 3 (A) y 3 (B)). Este comportamiento esta asociado a la pérdida de agua e incorporacion de sélidos
durante la deshidratacion osmatica, que provoca alteraciones como la pérdida de turgencia, la division y la
degradacion de la laminilla media, alteraciones en la resistencia y/o deformacién de la pared celular, lisis de
las membranas (plasmalema y tonoplasto), colapso celular, plasmélisis y la contraccion del tejido
provocando cambios en las propiedades mecanicas del producto final (Ferrari et al. 2010).
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Parametros cromaticos

Los parametros cromaéticos, diferencia de tono (Dh) e indice de pardeamiento (IP) fueron afectados
significativamente en términos lineales por la concentracion de sorbitol (X3) y en caso de Dh fue ligeramente
afectado por el nivel de presion (Xi) (Figura 4 (A) y (B)). El coeficiente positivo de X3, indica un efecto

negativo sobre los parametros cromaticos (aumenta IP y Dh). En tanto, el coeficiente negativo de X:
disminuye el efecto sobre Dh.
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coloracién anaranjada, mientras que la diferencia negativa tendia hacia una leve coloracién verde. Estos
resultados estan directamente relacionados con los parametros a* y b* (datos no presentados). En este
trabajo, se observd que el incremento de la concentracion de sorbitol generd un aumento de ambos. Por un
lado, b* presentd un rango de valores positivos, lo que indicaria una concentracion de pigmentos como
consecuencia de una mayor deshidratacion del producto final (Landim et al. 2016). Con respecto al
pardmetro a*, el mismo se ubicé entre valores negativos y positivos. Sin embargo, el rango de variacién no
fue mayor, lo que indicaria que el incremento de dicho parametro se debe por la misma razén que en el
comportamiento del pardmetro b*. Tanto el comportamiento de a* como b* se correlacionaria con el
incremento de IP, ya que la concentracion de los pigmentos generd una leve alteraciéon en el color de las
muestras. Visualmente, se observd que las muestras pasaron de una coloracion amarilla a levemente
anaranjado a medida que la solucidn de sorbitol era mas concentrada (Figura 4(B)).

Optimizacion

La Figura 5 muestra los perfiles de los valores predichos de las variables respuesta (pérdida de peso (PP),
pérdida de agua (PA), ganancia de s6lidos (GS), indice de pardeamiento (IP), diferencia del tono (Dh),
diferencia fuerza maxima (DFm) y diferencia trabajo (DT)), en los diferentes niveles de procesamiento para
cada variable independiente (nivel de presion, concentracion de calcio y concentracion de sorbitol en
solucion osmética). La Figura 5 también muestra los perfiles deseabilidad (desirability) para cada respuesta
y el perfil global de la funcion deseabilidad. De acuerdo a los valores obtenidos las condiciones éptimas de
procesamiento de la infusién asistida por APH de cubos de mango fueron nivel de presion de 600MPa
combinado con una solucién de 20°Brix de sorbitol y 1.20% (p/p) de lactato de calcio, con esta combinacién
se consigue el valor maximo de desirability (0,94). Bajo estas condiciones los valores predichos de cada
variable respuesta fueron PP: 15.81%, PA: 19.42%, GS: 3.61%, IP: 123 DFm: -0.040 kgf, DT: 0.41 kgf*s y
Dh: -1.94.
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Figura 5. Optimizacion de las condiciones del proceso de la infusion asistida por APH de cubos de mango.
Perfiles de valores predichos y desirability para cada respuesta y desirability global.
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CONCLUSIONES

El disefio experimental Box-Benhken utilizado en este trabajo fue una herramienta eficaz para optimizar las
condiciones del procesamiento infusion asistida con (APH) de cubos de mango, alcanzando los objetivos
deseables de las variables respuestas. EI modelo aplicado ajustd correctamente para todas las variables de
respuestas analizadas. Las condiciones Gptimas de procesamiento encontradas fueron nivel de presion de
600MPa combinado con una solucion de 20°Brix de sorbitol y 1.20% (p/p) de lactato de calcio. Bajo estas
condiciones, los valores predichos fueron PP: 15.81%, PA: 19.42%, GS: 3.61%, IP: 123, DFm: -0.040kgf,
DT: 0.41 kgf*s y Dh: -1.94. Por lo tanto, las condiciones 6ptimas obtenidas pueden ser recomendables para
la aplicacién de la infusion asistida con altas presiones hidrostaticas para cubos de mango tratados con
sorbitol y lactato de calcio.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de rehidratacion a 25°C, 40°C y 60°C de frambuesas
deshidratadas por diferentes métodos. Se realiz6 un pretratamiento de deshidratacién osmética (DO) y
posterior secado convectivo (S) vy liofilizado (L). La DO consistié en procesos de infusion seca (IS) e
infusién humeda (IH), estudiandose el efecto del agregado de bisulfito de sodio y &cido citrico (BAC) en
comparacion con muestras sin pretratamiento (C). El modelo de Weibull resulté el mas adecuado para
describir la cinética de rehidratacion a las tres temperaturas estudiadas y las frambuesas sin pre-tratamiento
registraron la mayor capacidad de absorcion de agua. Con respecto al volumen del producto rehidratado, las
frambuesas controles liofilizados fueron las que mas recuperaron el volumen de la fruta fresca. Segun el
analisis de color superficial predominaron las tonalidades anaranjadas al final de la rehidratacion en muestras
pretratadas, ya que las muestras control mantuvieron las tonalidades rojas aun en el estado de maxima
capacidad de absorcion. Se detect6 un aumento de luminosidad en todas las muestras y en todas las
condiciones. De acuerdo a los resultados obtenidos se arriba a la posibilidad de desarrollar productos
diferentes en base a frambuesas rehidratadas.

Palabras clave: frambuesas, deshidratacion osmédtica, liofilizacion, secado convectivo, capacidad de
rehidratacion.

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the rehydration ability at 25°C, 40°C and 60°C of raspberries that were
dehydrated by air-drying and freeze-drying. Prior to dehydration, raspberries were subjected to the following
pretreatments: dry infusion in sucrose (IS) and wet infusion in sucrose syrup (IH). Additives were added to
the infusions: sodium bisulfite and citric acid (IS-BAC, IH-BAC). Results were compared to fruits
dehydrated without pretreatment (C). The Weibull model properly described the rehydration kinetics at the
three studied temperatures. It was observed that raspberries without pretreatment showed the highest water
absorption capacity. With respect to the volume of the rehydrated product, freeze-dried control raspberries
(CL) presented the highest volume recovery of the fresh fruit. Regarding superficial color, orange hues
predominated at the end of rehydration in pretreated samples, while control samples maintained the red tones
even at maximum absorption capacity. An increased in lightness was observed in all samples at all
conditions. According to the results obtained, the possibility of developing different products based on
rehydrated raspberries was achieved.

Keywords: raspberry, osmotic dehydration, freeze-drying, air-drying, rehydration capacity.

INTRODUCCION

Algunos alimentos deshidratados enteros, en trozos o pulverizados, deben ser rehidratados para su consumo
0 su uso posterior en diferentes procesos. El objetivo fundamental de una correcta rehidratacion es poder
reconstituir el alimento deshidratado de manera que sea lo mas parecido posible a su estado fresco. Sin
embargo, no son solo los criterios de calidad los que se deben tener en cuenta, sino también el método de
secado utilizado y las condiciones operativas elegidas en las distintas etapas de procesamiento. Es por ello
que el estudio de la transferencia de materia ocurrida durante el fendmeno de rehidratacion es importante. Se
debe considerar por un lado que la rehidratacion no es el proceso inverso a la deshidratacion, ya que ambos
fendmenos tienen lugar mediante diferentes mecanismos de transferencia de materia y dependen de diversos
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factores. Ademas, las operaciones previas a la deshidratacién tienen marcada influencia sobre las
caracteristicas y la composicion del producto finalmente rehidratado. Por ejemplo, ciertos azlcares presentan
un comportamiento protector sobre la estructura celular no sélo durante la deshidratacion sino también
durante la posterior rehidratacion, al modificar las condiciones de transicion de fase de los lipidos de la
membrana, responsables de la rotura de la bicapa lipidica (Lewicki, 1998).

Otro aspecto a considerar es que una cantidad importante de solidos solubles puede migrar a la solucién
durante la rehidratacion, afectando la calidad nutricional del producto y su capacidad de captacidn de agua
(Aguado Alonso, 2002). Aquellos pre-tratamientos que contribuyan a mantener la integridad de los tejidos
podrian evitar mayores pérdidas de sélidos.

La capacidad de los productos alimenticios para reconstituir su estructura original dependera ante todo de la
estructura interna del producto rehidratado y del grado en que los componentes de retencion de agua (por
ejemplo, proteinas y almidén) han sido dafiados durante la deshidratacion (Breman et al., 1990).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de rehidratacion, el color superficial y la
recuperaciéon de volumen de frambuesas deshidratadas por distintos métodos, luego de la rehidratacién a
25°C, 40°C y 60°C.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se utilizaron frambuesas congeladas var. Autumn Bliss (humedad 85% (p/p), aw 0,97 y 8,8°Brix), cultivadas
en Plottier (provincia de Neuquén, Argentina).

Pre-tratamientos

Se realizaron tratamientos de infusién seca (IS) e infusion himeda (IH). Se utiliz6 sacarosa como
humectante y distintos conservadores (sorbato de potasio, bisulfito de sodio y &cido citrico. En ambos casos
los solutos fueron calculados para alcanzar una actividad de agua (aw) final en el sistema osmotizado de 0,85.
Los sistemas preparados fueron los siguientes:

1) Infusion seca con agregado de acido citrico y bisulfito de sodio (IS-BAC): las frutas fueron mezcladas en
seco con el humectante y los aditivos.

2) Infusién humeda con agregado de acido citrico y bisulfito de sodio (IH-BAC): las frutas se sumergieron
en una solucion acuosa del humectante y los aditivos

Proceso de deshidratacion

La deshidratacion se llevo a cabo mediante secado convectivo (S) y liofilizacion (L) hasta alcanzar un valor
de aw de 0,33 El secado convectivo se realizo en estufa de conveccion (Taie = 60°C, velocidadaie = 1,3 m/s 'y
% HR = 10%) y la liofilizacion se llevo a cabo por 48 hs (T piaca condensadora = -95°C y presion = 4 Pa).

Proceso de rehidratacion

El proceso de rehidratacion fue llevado a cabo en un bafio termostatizado con agua destilada a diferentes
temperaturas (25, 40 y 60°C), utilizando una relacion de 1 g de fruta deshidratada en 20 mL de agua. Para el
estudio de la cinética de rehidratacion se pesaron las muestras a distintos intervalos de tiempo hasta alcanzar
un plateau y/o un descenso de la ganancia de peso. Para el resto de los ensayos se eligieron tres tiempos
especificos (5 minutos, 20 minutos y final de la rehidratacion).

Modelos matematicos para el estudio de la cinética de rehidratacion

Se utilizaron dos modelos semiempiricos (Peleg, Weibull) y el modelo difusional de Fick

t

Modelo de Peleg X = Xo+ (1K, (@)

Donde:

X = humedad del producto a un tiempo t (kg agua/kg m.s.)

Xo = humedad inicial del producto (kg agua/kg m.s.)

t = tiempo del proceso (min)

ki= constante de velocidad de Peleg (min™)

ko = constante de capacidad de Peleg (kg agua/kg m.s.)*

El parametro ki se define como la inversa de la velocidad de transferencia de agua al inicio del proceso y k-
es la inversa de los valores asintéticos de las curvas, de manera que:

a t=0 dX/dt=1/k;

a t—oo Xe=Xo+ 1/k:

ol
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Modelo Probabilistico de Weibull
X" = exp(=(5))" 2)

Donde:
B = parametro de velocidad (min™)
o = parametro de forma (adimensional)

Anélogamente a la constante ki del modelo de Peleg, el parametro B mide la velocidad de absorcion de agua
del proceso cuando todavia los capilares y las cavidades cercanas a la superficie se llenan muy rapido. El
pardmetro de forma estaria relacionado con los diferentes mecanismos de transporte que pueden tener lugar
como los difusivos, los convectivos y los mecanismos de relajacién de la matriz del tejido (Goula y
Adamopoulos, 2009).

Modelo de Fick
* 6 oo | Degr t
X'=5 3 exp (- 2) (3)

Donde:

X* = (X = Xe)l(Xo — Xe)

Desr = coeficiente de difusion (m?/h)

r = es el radio promedio correspondiente a Xo (M),

t = tiempo de rehidratacion (h)

Xe = humedad del producto en el equilibrio (kg agua/kg m.s.)

Se asumi6 geometria esférica y constante, humedad inicial uniforme, resistencia externa despreciables a la
transferencia de masa, proceso isotérmico y Desr constante a lo largo de todo el solido.

indice de rehidratacion 222
Se calcul6 la capacidad de rehidratacién CR, definida segin Levi et al. (1988) como:

CR (%2)=(32) <100 @)

Donde:
m+ = masa de la muestra rehidratada (Q)
man = masa de la muestra deshidratada (g)

Analisis fisicoguimico de las muestras rehidratadas

Actividad Acuosa (aw)

Se midi6 a 25°C empleando un higrémetro de punto de rocio (método 925.09 AOAC, 1990).

Recuperacién de volumen

Se calculé a partir de la medida de volumen (por picnometria) de las muestras antes y después de la
rehidratacion segun la ecuacion:

V= (Mm+ Mp+:_ Mp+a+m) (5)

Donde:

V = volumen de la muestra (mL)

Mm = masa de la muestra (g)

Mp+a = masa del picnémetro con tolueno

Mp+a+m = masa del picnémetro con tolueno conteniendo la muestra ()
pa = densidad del tolueno, corregida por temperatura (g/mL)

La recuperacion de volumen (Rv, %), se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:
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Rv%=" (6)
f

Donde:
V = volumen de la fruta rehidratada
Vs = volumen de la fruta de referencia (frambuesa congelada)

Color superficial

El color fue medido en un fotocolorimetro con iluminante C y 2° de angulo de observador, sobre 10
frambuesas, registrando los pardmetros L*, a*, b* del espacio CIELAB.

Anélisis estadistico

Se realizé un ANOVA factorial y el test Tukey (p < 0,05) para analizar las diferencias entre los distintos
tratamientos aplicados. Se utilizaron triplicados para todas las determinaciones, excepto para la medicién de
color. La bondad del ajuste de los modelos matematicos utilizados para el estudio de la cinética de
rehidratacion se analizd mediante los estadisticos r? (coeficiente de determinacion) y RMSE (error cuadrado
medio residual):

RMSE = [# %il(xexp, i'Xpre, 1)] ? (7)

Donde:
Xexp €s el contenido de humedad determinado experimentalmente y Xp .es el contenido de humedad
predicho mediante los modelos matematicos aplicados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de la cinética de rehidratacion

La Figura 1 muestra las curvas de rehidratacion experimentales a 25°C, 40°C y 60°C de los distintos
productos con las correspondientes curvas predichas con el modelo de Weibull (lineas continuas). EI modelo
tedrico de Fick no resultd adecuado para describir matematicamente los datos experimentales de
rehidratacion, siendo los valores de r’< 0,94 en todas las muestras (datos no mostrados). Los parametros
cinéticos de los modelos empiricos se presentan en la Tabla 1 (modelo de Peleg) y Tabla 2 (modelo de
Weibull), en las que se observa que con el modelo de Weibull se obtuvieron valores de r>> 0,98 y
RMSE<0,05 en la mayoria de los casos. Por otro lado, con ambos modelos el ajuste fue mejor al aumentar la
temperatura del proceso, (>r*> y <RMSE). Varios autores obtuvieron resultados similares al estudiar la
cinética de rehidratacion en diferentes productosvegetales (Marabi et al., 2003; Garcia-Pascual et al., 2006;
Vega-Galvez et al., 2009).

La muestra liofilizada (CL) present6 mayor velocidad de rehidratacion que la muestra control secada por
corriente de aire (CS) (Figura 1), la cual disminuy6 a mayores temperaturas de rehidratacion. La curva CL
presentd una pendiente inicial mas abrupta (> 1/k: y 1/B) alcanzando su maxima capacidad de rehidratacién
en un periodo muy corto de tiempo (<1min). Estudios realizados sobre distintos productos deshidratados
indicaron que durante la primera etapa de rehidratacion el agua llena los espacios de aire presentes en el
alimento (Witrowa-Rajchert y Lewicki, 2006), razén por la cual una mayor porosidad de las muestras CL
justificaria la mayor velocidad de rehidratacion. Por otro lado, las altas temperaturas a las que es sometido el
tejido durante el secado convectivo, conducen a una estructura de capilares colapsados que reducen la
velocidad de rehidratacion (Falade et al., 2007). Este comportamiento se presentd a 25°C y a 40°C, pero a
60°C ambas muestras alcanzaron la maxima capacidad de rehidratacién a una misma velocidad y tiempo,
alcanzando el mismo contenido de agua final luego de la rehidratacion.
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x*

Figura 1. Curvas experimentales y predichas de la cinética de rehidratacion: datos experimentales
(simbolos) y datos predichos por el modelo de Weibull (lineas). (a) 25°C, (b) 40°C, (c) 60°C. Frambuesas
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Tabla 1. Pardmetros del modelo de Peleg (ki1 y ko) utilizado para describir las cinéticas de rehidratacion a
25°C, 40°C y 60°C de muestras control (CL y CS) y pretratadas (IH-BAC, IS-BAC) sometidas a procesos de
deshidratacion por liofilizacion y secado convectivo.

Temperatura

rehidratacion Muestras ki K r’  RMSE
ceond c 0,56 + 0,082 0,0038 £ 0,0005® 0,99 2,238
CO nfl‘;itiov , IH-BAC 5,27 + 0,09 0,016 % 0,003° 097 1,849
5o IS-BAC 7.2+0,2¢ 0,0023+0,00022 098 2,012
C 0,0033+0,0003°  0,0056 + 0,0004%¢ 099 3,287
Liofilizacion  IH-BAC 6,9+0,9° 0,007 £0,002¢ 097 1,173
IS-BAC 6,3+ 0,6° 0,059 + 0,003¢ 095 0,697
seond c 0,12 + 0,022 0,0048 + 0,0002 0,99 0,992
CO nffeitiov , IH-BAC 0,51 + 0,042 0,0098+0,0007¢ 098 0,774
JoC IS-BAC 0514009  0,00875+0,00001¢ 099 0,435
C 0,003+0,002¢  0,00501 +0,00001%¢ 0,97 1,693
Liofilizacion  1H-BAC 0,34 % 0,072 0,0089 +0,0009¢ 0,97 0,989
IS-BAC  0,1386 + 0,0105" 0,028 + 0,002° 097 0,464
C 0,066 +0,0058  0,0047 +0,0004% 0,99 1,279
Cosnflcei‘:iovo IH-BAC 0,59 + 0,022 0,017195 +0,00002¢ 0,97 0,557
. IS-BAC 0,25 + 0,03? 0,0178+0,0001° 097 0,617
ooc C 0,015+0,0012  0,00602 + 0,00004%¢ 0,96 2,201
Liofilizacion IH-BAC  0,1005+0,0174¢  0,0152+0,0012¢ 097 0,769
IS-BAC 0,08 £ 0,022 0,019 + 0,0012¢ 098 0,506
Interaccion! secado*infusion secado*infusion

*temp.rehidratacion * temp.rehidratacion

En cada columna, las medias con el mismo superindice no presentan diferencias significativas (p> 0,05).

!'Interaccion obtenida del analisis de ANOVA factorial

La temperatura influye sobre ciertas caracteristicas del producto como la estructura de paredes y membranas
celulares, produciendo normalmente la pérdida de nutrientes y pigmentos, lo que puede evitarse en parte con
algunos tratamientos previos al secado. Se ha demostrado que rehidratar a temperaturas menores a 40°C
mantiene la estructura original de las pectinas presentes en la pared celular mejorando la capacidad de
absorcion de agua por el tejido (Marin et al., 2006).

Las frambuesas pretratadas (Figura 1) presentaron una menor capacidad de incorporacién de agua que las
muestras control en todos los tiempos de rehidratacion evaluados, como consecuencia de los cambios en la
composicion quimica y de la distribucion de los componentes en el tejido provocados por la deshidratacion
osmatica. Se evidencidé una tasa de incorporacién de agua muy inferior (>ki) y un menor valor de
equilibriosobre todo a 25°C, probablemente debido a la presencia de una resistencia adicional generada por
concentracién de solutos en la fruta durante la 6smosis previa. En los primeros estadios de rehidratacion se
disuelve esta capa superficial de azlcar que hace que la absorcion de agua en el interior sea mas dificil. Este
comportamiento no se observo para el caso de las frutas deshidratadas control, lo cual se refleja en la
pendiente inicial mas abrupta en la velocidad de rehidratacion con respecto a las muestras pretratadas.

En la Tabla 2 se muestran los valores de los parametros a y B caracteristicos obtenidos mediante el modelo
de Weibull. Se observé que la temperatura no tuvo una influencia clara sobre el parametro a, ya que en todos
los casos disminuy6 a los 40°C, pero a 60°C el comportamiento fue aleatorio. Analogamente a la constante
de velocidad de Peleg ki, el parametro de escala B evolucioné de manera inversamente proporcional a la
temperatura de rehidratacion aplicada, excepto en las muestras CL, en las que se observo un aumento de By
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ki con la temperatura. Este comportamiento podria deberse al dafio que causaron las altas temperaturas sobre
la porosidad de las muestras liofilizadas sin pretratamiento, lo que evidencia la mayor fragilidad de estas
muestras. Si bien durante la liofilizacidn se logra una estructura mas abierta y porosa en el producto seco que
admite una répida incorporacion de agua, al mismo tiempo, el efecto del congelado previo sobre la
estructura, combinado con las altas temperaturas de rehidratacién conducen a un tejido mas desorganizado
con pérdida de porosidad y con una menor capacidad de recuperacion del agua inicial de la fruta.

Tabla 2. Parametros del modelo de Weibull (a y B) utilizado para describir las cinéticas de rehidratacion a
25°C, 40°C y 60°C de muestras control (CL y CS) y pretratadas (IH-BAC, IS-BAC) sometidas a procesos de
deshidratacion por liofilizacion y secado convectivo.

Lehrr dpr(;g:%?\ Muestras a B rr RMSE
C 1,259 + 0,024¢ 89,55+ 0,311 099 0,016
3 Osn‘if;‘:ﬂ, , IH-BAC 1,08 + 0,23 171,33+3,16° 0,94 0,068
IS-BAC 2,3+ 0,4f 178,9 + 3,20 098 0,045
25°C C 0,467 + 0,107 0,68 + 0,05 099 0,035
Liofilizacion  IH-BAC 2,636+0,1079  957073+6,1005° 0,96 0,08
IS-BAC 1,8+ 0,2 62,33+6,15° 097 0,057
C 0,87 + 0,090cde 28,3 + 2,4° 099 0,027
Cosnflcei‘iﬁlo IH-BAC 0,92 + 0,030cde 42,99 + 559¢ 0,97 0,05
. IS-BAC 0,99 + 0,026 45,8 + 5,8¢ 099 0,029
a0c C 0,34 + 0,09 1,10 + 1,142 098 0,025
Liofilizacien  IH-BAC 0,93 + 0,05bcde 26,12+253 096 0,06
IS-BAC 0,64 + 0,062 7,3 +0,4% 0,98 0,045
Secads C 0,88 + 0,07"cde 1599+ 1,44 099 0,03
convectivo  |HBAC 09576 £0,1017%  2396+115° 096 0,062
60°C IS-BAC 1,08 + 0,06¢% 15,18+ 154% 099 0,044
C 0,49 + 0,03%° 5,94 + 0,14 0,99 0,024
Liofilizacion  IH-BAC 0,81 + 0,21%cde 176+145% 098 0,168
IS-BAC 0,66 + 0,162 6,3 + 0,62 099 0,029

secado*infusion secado*infusion

o
Interaccion *temp.rehidratacion *temp.rehidratacion

En cada columna, las medias con el mismo superindice no presentan diferencias significativas (p> 0,05).

"Interaccion obtenida del analisis de ANOVA factorial

indices de rehidratacion

Se analiz6 el indice de rehidratacion CR calculado al final del proceso de rehidratacion (Figura 2). Las
frambuesas sin pretratamiento (CS y CL) registraron una mayor capacidad de absorcion de agua a las tres
temperaturas, en comparacion con las frambuesas pretratadas. Al final de la rehidratacion a 25°C el valor de
CR fue similar en ambas muestras, pero se observaron diferencias a 40 y 60°C. Por otro lado, los valores de
CR disminuyeron significativamente (p<0,05) en muestras pretratadas en comparacion con sus respectivos
controles. El pretratamiento causé una disminucién de la capacidad de captacién de agua final debido al
ingreso de azlcares a los espacios intercelulares de las frutas (Lazarides et al., 1999) durante la etapa de
infusidn, lo cual condujo a una menor porosidad de estas muestras durante el secado posterior. La capacidad
de rehidratacion pudo verse disminuida en las frambuesas pretratadas debido a la combinacién de distintos
factores que afectan la habilidad de la estructura para absorber agua. El colapso de la estructura y el
encostramiento superficial desarrollado durante el secado dificulta la rehidratacion posterior, lo que pudo
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observarse principalmente en muestras con un mayor contenido de azlcares. En términos generales el CR de
las muestras pretratadas no registré grandes diferencias entre secadas y liofilizadas, lo que demuestra que, si
bien la liofilizacion protege la estructura primaria y la forma de los materiales durante la sublimacion del
agua, con este proceso no es posible la restauracion completa de las muestras frescas luego de la
rehidratacion. Por otro lado, se observa en las muestras pretratadas que la capacidad final aumenta a los 40°C
pero vuelve a disminuir a los 60°C, probablemente debido a una mayor pérdida de solutos al medio de
rehidratacion, asi como también debido a que los cambios estructurales se vuelven irreversibles, de manera
que los materiales perdieron la habilidad para recuperar el agua perdida.
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Figura 2. indice de rehidratacion CRa25°C (M), 40°C (M) y 60°C (M) al tiempo final de la rehidratacion

de las frambuesas pretratadas (IH-BAC e IS-BAC) y sin pretratamiento (C) sometidas a procesos de secado

por corriente de aire (S) y liofilizacion (L). En cada barra, las medias con el mismo superindice no presentan
diferencias significativas (p> 0,05).

Recuperacién de volumen (Rv)

En la Figura 3se presentan imagenes de algunas muestras rehidratadas en distintas condiciones y la
frambuesa fresca 0 muestra de referencia (a). Puede observarse que en el caso de la frambuesa pretratada 1S-
BAC secada por corriente de aire (b), la muestra experimentd una baja recuperacion de volumen (29,9 % +
1,7 %), en cambio en la frambuesa control liofilizada (c) se obtuvo una recuperacion cercana al volumen de
la referencia (95,7 % + 6,4 %).

() (b) (©)

Figura 3. Imagenes de frambuesa fresca (a), muestra IS-BAC S rehidratada por 20 minutos a 25°C (b) y
muestra control liofilizada rehidratada a tiempo final a 25°C (c).
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Se observo que el porcentaje de Rv conseguido luego del proceso de rehidratacion aumenté a mayores
tiempos de rehidratacion (Figura 4). En cambio, el aumento de la temperatura no produjo cambios
significativos en Rv a un mismo tiempo de rehidratacion, excepto en las muestras pretratadas con infusion
seca (IS-BAC) secadas vy liofilizadas, que registraron un aumento en Rv al final de la rehidratacion.
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Figura 4. Porcentaje de recuperacion de volumen (Rv) observado en las frambuesas rehidratadas a5 minutos
(C1), a 20 minutos (ii#)y al final de la rehidratacion (), a 25°C (a), 40°C (b) y 60°C (c), después de ser
sometidas a secado por corriente de aire o liofilizado para las diferentes muestras: Control, IH-BAC e IS-
BAC. Las barras verticales representan la desviacion estandar de la media. Barras con diferente letra son
significativamente distintas (p<0,05).

Por otro lado, las mayores recuperaciones de volumen se registraron en las frambuesas pretratadas con
infusiones himedas, tanto secadas por corriente de aire como liofilizadas, y en las muestras control
liofilizadas (CL). EI menor valor de Rv se observé en las muestras IS-BAC S.
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Evaluacién del color superficial

Todas las muestras rehidratadas registraron un aumento en los valores de L*, a* y b* respecto a la fruta
fresca (Tablas 3). En general, el aumento de a* en muestras control fue mas significativo en las muestras
liofilizadas, lo que estaria indicando mayores tonalidades rojas en comparacién con las muestras secadas en
corriente de aire, las cuales sufren cambios fundamentalmente en b*, es decir hay un desplazamiento hacia
tonalidades més amarillentas, sobre todo las muestras pretratadas. En cuanto a la luminosidad (L*), es
interesante notar que el proceso de rehidratacion promovié un aumento en los valores en todas las
temperaturas estudiadas, debido no s6lo al mayor contenido de agua sino también a la pérdida de pigmentos
al medio de rehidratacion (Gowen et al., 2008),

Tabla 3. Parametros L*, a* y b* de frambuesa fresca y de frambuesas rehidratadas a 25°C, 40°C y 60°C
hasta tiempo final de rehidratacion.

Temperatura

rehidratacion Muestras L a* b*
Frambuesa Fresca 24,4 + 2,2% 159+1,9° 4,32 + 1,04
C 353+1,9" 18,46 + 2,12%° 9,4 + 1,5
Secado hi de bed
convectivo IH-BAC 435129 21,74 £ 2,19 173+£25

- IS-BAC 44,4 + 2,21 19,8 + 1,5b<d 17,8 + 2,99
C 33,1+2,8? 29,9 +3,2 11,2 +2 5¢

Liofilizacion  |H-BAC 427 + 2 4N 25,4 + 1,51 18,7 £ 1,9M

IS-BAC 46,6 + 2,59 23,2 + 2,8 20,4 + 2,21
C 40,94 + 3,14%e 27,5+ 2,6%® 19,2 + 2,80

Cosnflceacct'ﬂ/o IH-BAC 40,2 + 3,200 21,6 +2,3% 15,5 + 2,79"

. IS-BAC 39,8 + 2,3 20,12 + 2,13 15,5 + 2,4%"
C 36,1 +2,7¢% 29,2 + 2,79 12,4 + 2,6%

Liofilizacion  |H-BAC 42,4 + 270 23,9 £ 2,9% 16,7 +1,7"

IS-BAC 447 2.7 22,9+ 3,2¢ 21,6 £25

C 36,3 + 1,8 16,5+ 2,52 9,3+1,6™

coi?/(;i(iﬁ/o IH-BAC 41,8 £2,3" 22,07 + 1,66 18,2 + 1,80

507 IS-BAC 41,4 + 2,99 18,9 + 1,50¢d 13,8 +1,8°
C 38,7 £ 2,9 30,5 +1,7¢ 16,8 +1,9%

Liofilizacion  |H-BAC 41,01 + 2,627 23,4 + 2,2 18,8 + 2,89

IS-BAC 44,6 +2,3 23,4 + 2,310 24,8 £2,9

Interaccion! secado*infusion*  secado*infusion* secado*infusion*

temp.rehidratacion temp.rehidratacion temp.rehidratacion

En cada columna, las medias con el mismo superindice no presentan diferencias significativas (p> 0,05).
"' Interaccion obtenida del anélisis de ANOVA factorial

CONCLUSIONES

Los resultados muestran que los pretratamientos aplicados afectaron considerablemente la velocidad y la
capacidad de rehidratacion de las distintas frutas obtenidas, lo que permitiria contar con productos
rehidratados con distintas aplicaciones en la industria alimenticia. Las posibles aplicaciones incluyen, por
ejemplo, su uso como ingredientes en un mix de cereales. Todas las frutas pretratadas, mostraron una baja
capacidad de rehidratacion a tiempos cortos, sugiriendo que, si estos productos se mezclan con un liquido
como leche o jugo, podran conservar las caracteristicas de textura en el tiempo esperado de consumo de este
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tipo de alimento. Otra posible aplicacidn seria su uso como un producto mas similar a la fruta fresca. En este
caso, se requiere que la fruta se rehidrate rapidamente y alcance valores de humedad y volumen similares a
los de la fruta original. Para ello, la muestra sin pretratamiento liofilizada (CL) seria la mas adecuada. En el
caso de elaboracion de productos donde se requiera que la fruta se rehidrate por periodos prolongados es
conveniente seleccionar las frambuesas sin pretratamientos (CS y CL), ya que éstas conservaron su color y
altos contenidos de antocianinas hasta los tiempos finales de rehidratacion.

Por dltimo, es importante considerar que el uso de elevadas temperaturas de rehidratacién (60°C), si bien
aumento la capacidad de absorcion de agua, afectd el color superficial de la fruta, por lo que puede
concluirse que una temperatura de 40°C constituye una temperatura adecuada para la rehidratacion de
productos deshidratados de frambuesa.
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