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PROLOGO

En los ultimos afios, el desarrollo de nuevos métodos y técnicas de envasado de alimentos no sélo han
aumentado la vida Util de los alimentos, sino que también ha mejorado su seguridad y calidad.

Este libro de trabajos completos presenta los Gltimos logros y desarrollos cientificos sobre conservacion,
almacenamiento e inocuidad de los alimentos que fueron expuestos en la sexta edicion del Congreso
Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, llevado a cabo en Cérdoba, Argentina los dias 2, 3y
4 de noviembre de 2016.

Los articulos que lo componen proporcionaran al mundo académico y a la industria una plataforma para
discutir nuevos conceptos y tecnologias necesarios para avanzar en el desarrollo de nuevos materiales de
envases y nuevas tecnologias de conservacion de alimentos. También permitiran examinar la influencia de
los materiales y los procesos sobre la vida util y la inocuidad de los alimentos. Esperamos que este libro
responda a las necesidades de todos aquellos interesados en el area de envasado, vida (til e inocuidad de los
alimentos.

EDITORES
Alicia Aguirre.
Agustin Gonzalez.
Rolando Pécora.
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Utilizacion de cera natural de abeja para cobertura en quesos artesanales
Aimar B.N; Picotti J.H; Bonafede M.F

INTI Lécteos Rafaela
baimar@inti.qgob.ar

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es ofrecer al productor de quesos artesanales una herramienta que le permita
extender la vida util de sus productos y otorgarle al queso una caracteristica regional.

Inicialmente se realizé una prueba preliminar aplicando respectivamente 1, 2 y 3 capas de cera purificada, a
guesos semiduros de 300 g. Luego se analizo el comportamiento a los 60 dias de maduracién y se determiné
un comportamiento éptimo con 3 capas de cera. En segunda instancia se realizdé un estudio comparativo,
durante 60 dias de maduracion, entre quesos semiduros cubiertos con tres capas de cera natural de abeja y
quesos semiduros envasados con bolsas plasticas al vacio. Se realizaron analisis microbioldgicos, andlisis
fisicoquimicos y analisis sensorial durante los 60 dias de almacenamiento.

Los datos fueron estadisticamente analizados mediante la utilizacion de un software (R-project version
3.2.3), donde no fueron encontradas diferencias significativas en las determinaciones realizadas entre los
grupos analizados. Ademas, se realizo un test de normalidad para comprobar la distribucion. Podemos
concluir enunciando que el recubrimiento de cera natural de abeja se comporta de manera muy similar al
envasado en bolsas plasticas al vacio.

Palabras clave: Quesos, cera de abeja, envasado.

ABSTRACT

The objective of the present study is to offer a tool that allows you to extend the life of their products and
give the cheese a characteristic regional producer of artisan cheeses.

Initially be carried out a test preliminary applying respectively 1, 2 and 3 layers of wax purified, to cheese
semi-hard of 300 g. Then is analyzed the behavior to them 60 days of maturation and is determined a
behavior optimal with 3 layers of wax. In the second instance is a study comparative, during 60 days of
ripening, between medium-soft cheese covered with three layers of natural beeswax and semi-soft cheeses
wrapped with plastic bags to vacuum. Microbiological analyses were performed, physico-chemical analysis
and sensory analysis during 60 days of storage. The data were statistically analyzed using software (R-
project version 3.2.3), which were not found significant differences in measurements made between the
groups analyzed. In addition, we performed a test of normality to check the distribution. We can conclude by
stating that the coating of natural beeswax behaves very similarly to plastic bag vacuum packaging.

Keywords: Cheeses, beeswax, packaging.

INTRODUCCION

La cera de abeja es un producto graso producido por las abejas para construir sus panales. La obtencidn de la
cera de abejas se hace mediante la practica de la apicultura, actividad dedicada a la crianza y cuidado de las
abejas con el fin de recolectar y aprovechar los productos que se obtienen del trabajo de dichos insectos. Las
abejas segregan la cera de entre los 12 y 30 dias de edad en forma de pequefias escamas redondeadas en las
cuatro glandulas centrales que tienen en la parte inferior del abdomen, y se sintetiza como una reduccion de
azlcares de origen alimenticio. La cera recién producida por las abejas, tiene un color blanco, pero va
adquiriendo un color amarillento a medida que entra en contacto con las abejas, la miel, el polen y el
propoleo.

Las fases del proceso de fabricacién de la cera de abejas son: las abejas ingieren miel, y en el intestino se
absorben las moléculas de los azucares (6 carbonos). De alli pasan al interior de su cuerpo, donde son
transformados en fragmentos pequefios (2 carbonos). Luego, en las glandulas cereras, se recombinan de
diferente manera para formar por un lado los acidos grasos y los hidrocarburos (entre 14 y 41 carbonos), y
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por otro los esteres y los alcoholes de la cera (entre 28 y 54 carbonos). La mezcla de estos productos es lo
que se conoce como cera de abejas (Gomez, 2002).

La cera de abeja, es un material inerte con alta plasticidad a temperatura relativamente baja (alrededor de
32°C). Su punto de fusion no es constante, ya que la composicion varia levemente dependiendo de su origen.
Los valores citados tipicos se encuentran entre 62°C a 65°C (Morgan, J.Townley, S. y Smith, R. 2002).

El objetivo del presente trabajo es ofrecer al productor de quesos artesanales una herramienta que le permita
extender la vida Util de sus productos y otorgarle al queso una caracteristica regional. Dicha investigacion,
surge como una necesidad de los productores de quesos artesanales del noroeste de la Provincia de Cordoba.
Se pretende ademas, aprovechar un recurso disponible, como lo es la cera de abeja, dado que dentro de la
diversidad productiva del mencionado territorio, la apicultura es una actividad muy importante.

Cabe remarcar que al producto se lo suele proteger para: evitar la contaminacion y/o el desarrollo de
microorganismos, minimizar la pérdida de humedad, aumentar la resistencia al transporte y por cuestiones
relacionadas a aspectos visuales y de comercializacion. Es necesario aplicar una proteccion primaria para
recubrir su corteza o proteger una porcion una vez fraccionado, entre los materiales méas utilizados podemos
encontrar a la parafina, bolsas plasticas al vacio, papel de aluminio, pintura plastica, entre otros métodos y/o
materiales. En algunos casos se suele aplicar una proteccion secundaria para trasportar los quesos para su
venta, por ejemplo, cajas de carton, de madera, plasticas y cualquier material aprobado para su uso en
alimentos.

MATERIALES Y METODOS
En primera instancia se realiz6 la purificacion de la cera, para ello existen varios métodos, en este trabajo
optamos por el método natural que consiste en colocar la cera en bafio maria a 65°C en un recipiente de acero
inoxidable y mantener la cera a esa temperatura durante una hora, luego la cera se enfria y solidifica a
temperatura ambiente, se retira del recipiente y se extraen las impurezas que quedan en la cara inferior del
bloque formado mediante un instrumento cortante.

Luego se realizé una prueba preliminar aplicando 1 — 2 y 3 capas respectivamente a quesos semiduros de 300

g, se analiz6 el comportamiento a los 60 dias de maduracion y se determiné un comportamiento 6ptimo con 5
3 capas de cera, dado que la cobertura no present6 grietas y/o rajaduras, y en la corteza del quesos no se
observaron modificaciones al retirar la cera.

A continuacidn, se realizaron dos elaboraciones de quesos en dos dias diferentes, conformandose de esta
manera el LOTE 1 y el LOTE 2. Durante ambas elaboraciones se utilizaron 30 | de leche de vaca para
elaborar quesos mini-gouda (pasta semidura), obteniendo 10 piezas de 300 g c/u. En cada elaboracién se
envasaron 5 piezas al vacio y 5 piezas fueron cubiertas con tres capas de cera de abeja. Luego se efectud la
maduracion de los quesos a 10 °C y 80 % de humedad relativa.

Durante la maduracién de los quesos se realizaron los siguientes ensayos:

Ensayos Fisicoquimicos a los dias 0, 30 y 60.

- Humedad: 1SO 5534 IDF 4:2004

- Materia grasa: 1SO 1735 IDF4:2004

- Indice de maduracion: Gripdn et al - Le Lait N° 548-1975 (Solo a los 60 dias).

- Determinacion del perfil de Acidos Grasos Libres Volatiles (AGLV): Destilacion por arrastre con vapor de
los acidos grasos y posterior cuantificacion de los acidos grasos libres volatiles por cromatografia gaseosa
(Solo a los 60 dias).

Ensayos Microbioldgicos a los dias 0, 30 y 60.

- Mohos y levaduras: Norma ISO 6611- FIL 94: 2004

- Microorganismos a 30°C: Norma 1SO 4833-1: 2013

- Coliformes y Escherichia Coli: Método de film seco rehidratable - PETRIFILM TM - 48 £ 2 hs / 35 £+ 1°C
(segun AOAC).

Ensayos de Evaluacion Sensoriales a los dias 30, 45 y 60.

- Ensayo descriptivo: Determinacion y comparacion de perfiles sensoriales entre los quesos envasados al
vacio y los recubiertos con cera de abeja. El andlisis se realizé por duplicado con un panel de 6 integrantes
entrenados para la degustacion de quesos.

Finalmente se efectu6 un procesamiento estadistico de datos mediante la utilizacién de un software (R-
Project version 3.2.3).
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RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS
DETERMINACION DIA 30 DIA 60
DIAO
E. Vacio C. Cera E. Vacio C. Cera
Humedad 43,03 42,75 42,39 42,26 42,47
(9/100 g) +0,16 +0,19 +0,19 +0,42 + 0,42
Materia Grasa 27,49 27,54 27,88 28,19 28,76
(9/ 100 g) +0,09 +0,32 +0,09 +0,42 +0,42
RESULTADOS
DETERMINACION DIA 30 DIA 60
DIAO
E. Vacio C. Cera E. Vacio C. Cera
Humedad 43,03 42,75 42,39 42,26 42 47
(9/100 g) +0,16 +0,19 +0,19 +0,42 + 0,42
Materia Grasa 27,49 27,54 27,88 28,19 28,76
(g9/ 100 g) + 0,09 +0,32 +0,09 +0,42 +0,42

Tabla 1: Porcentaje de Humedad y Materia grasa efectuados a los dias 0, 30 y 60.

6
Tabla 2: Resultados de los ensayos de indice de Maduracion realizados a los 60 dias.
) RESULTADOS (60 Dias)
DETERMINACION
Envasado al vacio Con cera

Nitrégeno total (g/100 g) 3,8388 3,8953
Proteinas (g/100 g) 24,49 24,85
Nitrégeno soluble (g/100 g) 0,4626 0,4724
Nitrégeno no proteico (g/100 g) 0,2830 0,2863
Nitrégeno soluble al AF (g/100 g) 0,070 0,063
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Tabla 3: Resultados de la determinacion del perfil de Acidos Grasos Libres Volatiles (AGLV) realizados a

los 60 dias.

ACIDOS GRASOS LIBRES QUESO ENVASADO AL QUESO CON
VOLATILES (mg/100 g b/h) VACIO APLICACION DE CERA

C2:0 31,12 28,93

C3:0 0,82 0,35

Ci4:0 0,39 0,10

C4:0 5,54 4,92

Ci5:0 0,71 0,24

C6:0 3,61 2,34

Tabla 4: Resultados de los ensayos Microbioldgicos realizados a los dias 0, 30 y 60.

RESULTADOS
DETERMINACION DIA 30 DIA 60
DIAO
E. Vacio C. Cera E. Vacio C. Cera
Mohos y levaduras <1,0x M:19x10% | M:7,0x10! M:4,0x10' | M:1,1x10?
(ufc/gr) 102 L: 6,5 x 102 L: 1,7 x10? L: 2,2 x 102 L: 2,9 x 10?
RT a 30°C 8 9 9 9 9
(ufc/gr) 5,7x10 1,3x10 1,1x10 1,2x 10 1,4x 10
Coliformesy E. Coli <10 <10 <10 <10 <10
(ufc/gr)

Tabla 5: Resultados del ensayo de Evaluacion Sensorial realizado sobre los quesos envasados en bolsas

plésticas al vacio a los dias 30, 45 y 60.
Intensidad de olor

Persistencia

Gusto Residwel té“l.'llcdj

Humedad 71— _Intensidad de sabor
Solubilidad \ 66— Dulce
Cristales 17 Salado
Adherrencia, \Acido
[T \ [ B SR —— 30 dias
Friabilidad L /=il |\ L+ Amargo )
Lo [ 45 dias
Firmeza | ! /"7~ Picante 60 dias
Elasticidad 1 Astringente

Ardiente

| _—Refrescante
Acre
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Tabla 6: Resultados del ensayo de Evaluacion Sensorial realizado sobre los quesos con cobertura de cera
natural de abeja a los dias 30, 45 y 60.

Intensidad de olor
Humedad__ 3. Intensidad de sabor
Solubilidad _ \_6——J _ Dulce
Cristales , X ST~ 94 . Salado
Adherrencia / . Acido
[~ \ —— 30 dias
Friabilidad {—f—{_{ L 44— Amargo ;
| | | | 45 dias
Firmeza T\ "7/ Picante —— 60 dias
Elasticidad '\ > F~—— > i Astringente
Persistencia . ; l X - Ardiente
Residual L . —"" Ref
Gusto es'dlvl?etélico o efrescante

Los resultados obtenidos muestran similitudes en el comportamiento de los quesos cubiertos con cera natural
de abeja respecto a los envasados en bolsas plasticas al vacio. Desde el punto de vista fisicoquimico, la
perdida de humedad es del 1,30% para los quesos cubiertos con cera natural de abeja y de 1,79% para los
quesos envasados en bolsas plésticas al vacio tal como se observa en la Tabla 1.

La maduracion es la etapa del proceso de elaboracion del queso durante la cual la cuajada fresca se
transforma en una masa homogénea y se desarrollan las caracteristicas organolépticas tipicas del queso:
aspecto, textura, sabores, aroma. Esto se debe a una serie de cambios bioquimicos, de reacciones glicoliticas,
lipoliticas y proteoliticas, estas Ultimas como las principales causantes de los cambios de textura durante la
maduracion del queso (Desmazeau y Gripon, 1977; Fox, 1999).

La protedlisis en el queso se produce por la accién de las enzimas presentes: las proteinasas de la leche, las
enzimas coagulantes, los cultivos iniciadores y otros microorganismos que se desarrollan en el queso
(Sanchez-Ponte, 2003). Por ende las fracciones nitrogenadas que se observan en la Tabla 2, para ambos
guesos nos muestran que tales reacciones ocurrieron bajo condiciones similares independientemente del
envase utilizado.

A su vez, durante la maduracion, se producen transformaciones que involucran a la materia grasa
originandose acidos grasos libres volatiles (AGLV). La Tabla 3 nos muestra similitudes en los AGLV
generados de manera cualitativa y cuantitativa.

Desde el punto de vista microbioldgico, se presentaron bajos recuentos de hongos y levaduras en ambos
guesos, y un recuento total de aerobios mesofilos similar.

En lo que respecta a los resultados obtenidos en evaluacion sensorial, las Tablas 5 y 6, nos muestran que
ambos quesos presentan atributos sensoriales similares

CONCLUSIONES

Los datos fueron estadisticamente analizados mediante la utilizacion de un software (R-project version
3.2.3), donde no fueron encontradas diferencias significativas en las determinaciones realizadas entre los
grupos analizados. Ademas, se realizd un test de normalidad para comprobar la distribucion. Podemos
concluir enunciando que el recubrimiento de cera natural de abeja se comporta de manera muy similar al
envasado en bolsas plasticas al vacio.
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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar pardmetros texturales y aceptabilidad de productos precocidos de kiwicha
almacenados durante 120 dias. Se trabajo con kiwicha inflada (K1) y laminada (KL)(Amaranthus caudatus) y
amaranto inflado comercial (AIC). Se almacenaron en condiciones ambientales (tiempos 0, 1, 2, 3, 4: 0, 30,
60, 90 y 120 dias) y se ensayaron: test TPA, humedad, actividad de agua (aw), aceptabilidad, preferencia,
intencion de compra y consumo. Analisis estadistico: varianza y test Tukey, valores Z (p<0,05) y Andlisis de
Componentes Principales. La humedad y aw, aumentaron durante su almacenamiento en todas las muestras.
La fuerza de fractura, dureza y gomosidad aumentaron significativamente en el AIC y la KL y AIC
presentaron mayor adhesividad en el T4. La KI presentd mayor crocancia, aceptabilidad, preferencia,
intencion de compra y consumo, con diferencias significativas entre el consumo y compra. La aceptabilidad
de KL fue indiferente. En el AIC, la aceptabilidad, preferencia e intencion de compra fueron bajas,
disminuyendo durante el ensayo. Se observo una correlacion negativa entre humedad y aceptabilidad, aw y
crocancia. Estos productos estadn caracterizados por su textura crocante, la cual es relevante para su
aceptabilidad sensorial y deben ser mantenidos en buenas condiciones de almacenamiento.

Palabras clave: parametros texturales, aceptabilidad, precocidos, kiwicha, almacenamiento.

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate textural parameters and acceptability of pre-cooked of kiwicha, wich
were stored for 120 days. We worked with both puffed and laminated kiwicha (KI and KL) respectively
(Amaranthus caudatus). And with commercial puffed amaranth (AIC). They were stored at environmental
conditions (times 0, 1, 2, 3, 4: 0, 30, 60, 90 and 120 days) and they were analyzed by: test TPA, moisture,
water activity (aw), acceptability, preference, purpose of consumption and buying. Statistical analysis:
variance and Tukey test, Z values (p<0,05) and PCA. The moisture and aw were increased during storage for
all samples. Fracture strength, hardness and gumminess increased significantly in AIC. KL and AIC showed
higher adhesiveness in T4. Kl had greater crispness, acceptability, preference, and purpose of consumption
and buying, with significant differences between consumption and purchase. The acceptability of KL was
indifferent. Acceptability, preference and purchase intent were low for AIC, decreasing more throughout the
experimental period. A negative correlation between humidity and acceptability, aw and crispness also was
observed. These products are characterized by their crunchy texture, which is relevant to their sensory
acceptability and must be kept in good storage conditions.

Key words: textural parameters, acceptability, precooked, kiwicha, storage

INTRODUCCION
El amaranto es conocido en el Perti como kiwicha (Amaranthus caudatus). Este tiene su origen en los Andes
de Ameérica del Sur, presenta caracteristicas nutricionales importantes. Es cominmente usado como un
producto inflado (Burgos y Armada 2015).

El analisis sensorial de los alimentos es un instrumento eficaz para el control de calidad y aceptabilidad en
los mismos, ya que cuando un alimento se quiere comercializar, debe cumplir los requisitos minimos de
higiene, inocuidad y calidad del producto, para que éste sea aceptado por el consumidor. La evaluacion
sensorial es innata en el hombre ya que desde el momento que se prueba el producto, se hace un juicio acerca
de él, si le gusta o disgusta, describe y reconoce sus caracteristicas de sabor, olor, textura (Anzaldda Morales
1994). La textura de los alimentos es una de las cualidades primarias que determinan /%u\,calidad sensori
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Las caracteristicas de fuerza-deformacion son caracteristicas importantes que describen la textura del
material. Resultados de estudios, mostraron que tanto la materia prima como las semillas de amaranto inflado
sometidos a pruebas de compresidn se comportan como un cuerpo viscoelastico (Zapotoczny et al. 2006).

El andlisis del perfil de textura (TPA) en los productos expandidos son una alternativa para el andlisis
sensorial ya que se correlacionan bien con este tltimo (Liu et al. 2000, Veronica et al. 2006). Los alimentos
considerados crujientes generan curvas irregulares de esfuerzo-deformacion, la evaluacion de la calidad de
estos productos, parece estar correlacionado con lo sensorial, instrumental, caracteristicas de la
microestructura y aceptabilidad. Los parametros relacionados con la crocantez y dureza son los mas
estudiados, los que indican una buena relacion entre la percepcion humana y el analisis instrumental de
textura (Liu et al. 2000, Pamies et al. 2000, Veronica et al. 2006).

La actividad de agua es de fundamental importancia, y en base en ella se puede conocer el comportamiento
de un producto, para prolongar la vida de anaquel. EI contenido de agua por si solo no proporciona
informacion sobre la estabilidad de un alimento, por eso, productos con la misma humedad, presentan
distintas vidas de anaquel; dicha estabilidad se predice mejor con la determinacion ay (Badui 2006). Como
asi también es importante el envase utilizado que deberd ser de baja permeabilidad al vapor de agua y
maxima impermeabilidad al oxigeno (Mathon 2012). Es por ello que el objetivo del presente trabajo fue
evaluar parametros texturales y aceptabilidad de productos precocidos de kiwicha durante 120 dias de
almacenamiento.

MATERIALES Y METODOS
Materia Prima
Se trabaj6 con granos de kiwicha (Amaranthus caudatus), procedente de la localidad de Cachi, provincia de
Salta, cultivadas en la misma finca, durante los afios 2012 a 2015.
Obtencién de productos precocidos
Para la obtencion de KiI, se utiliz6 un recipiente de aluminio para hacer pochoclos de maiz, el cual fue
adaptado para la elaboracion del producto inflado debido al tamafio pequefio de los granos de kiwicha. El
recipiente consta de una tapa con hélice que permite mezclar los granos, a medida que se van inflando. Se
utilizé una cocina de gas Tivoli 500 G.E. V/S 50CM (Argentina). Al término del proceso de inflado, se
pasaron los granos reventados sobre una malla 16 Mesh (1190 mm— ASTM), los cuales fueron seleccionados
para su posterior anlisis. Al producto obtenido se lo denominé kiwicha inflada (KI). Las variables de
proceso fueron:

* Humedad inicial: 7,20%

=  Tiempo de expansion: 30 segundos

»  Temperatura: 160°C + 2°C. Para medir la misma se utilizd un termémetro infrarrojo marca CEM (-

50°C - 500°C).

Para la elaboracion de la KL, se utilizé un laminador doble tambor o rodillo, donde cada rodillo mide 39x40
cm de diametro. Los granos de kiwicha fueron previamente humectados, con una relacién (p/v) de granos de
kiwicha/ agua (1/0,8). La muestra se aplico sobre la superficie externa de un rodillo caliente, el cual gira
sobre su eje horizontal. La capa del material permanece adherida al rodillo aproximadamente el 80% de una
rpm; durante este tiempo, la humedad se evapora dejando una capa de solidos que es removida de la
superficie del rodillo por un raspador (Burgos y Armada 2015). Por trabajo previo realizado (Burgos et al.
2013), las variables de proceso fueron:

= Humedad inicial: 18%

» Velocidad de rotacion de los rodillos: 5 rpm.

= Separacion de los rodillos: 1 mm.

= Temperatura de los rodillos: 120°C

= Tiempo de residencia: 11 segundos.
Como patron de referencia se utilizé un producto inflado de amaranto comercial (AIC) obtenido de una casa
de productos dietéticos, ubicada en Salta.
Envasado
Se envasaron en bolsas de polietileno de alta densidad, espesor de 24 um, posteriormente cerrados con
selladora térmica (Zipari Modelo C300, Argentina).
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Almacenamiento

Se almacenaron durante 0, 30, 60, 90 y 120 dias en anaquel (junio-octubre) y la temperatura promedio del
estudio fue de 22,39 + 2,31°C.

Determinacion de parametros de textura

Dado que los productos a evaluar presentan tamafio muy pequefio, se utilizd muestra a granel. Se utilizé un
texturometro (Brookfield QTS 25, USA). Se ensay6 un Test TPA (Texture Profile Analysis) segun Liu et al.
(2000), con modificaciones. Se coloc6 la muestra en un recipiente (40 mm de didmetro x 50 mm de alto),
Ilenando el mismo con la muestra a una altura de 30 mm. Se utilizé una sonda plana circular de 38,1 mm de
didmetro. EI mismo se movid hacia abajo hasta alcanzar un 40% de deformacion y a una velocidad de
15mm/min. Se realizaron 2 ciclos de compresién, 6 repeticiones. Los pardmetros texturales evaluados
fueron:

Fuerza de fractura (FF): Fuerza mé&xima requerida para romper la muestra. Se expreso en g.

Dureza (D): Fuerza requerida para comprimir un alimento entre los molares. Se define como la fuerza
necesaria para lograr una deformacion dada y esta representada por la altura del pico de la primera
compresion. Se expreso en g.

Gomosidad (G): Simula la energia requerida para desintegrar un alimento semi-sélido para asi este se pueda
ingerir.

Adhesividad (A): Es el trabajo necesario para superar las fuerzas de atraccion entre la superficie del alimento
y la superficie de otros materiales con los que éste entra en contacto (por ejemplo, la lengua, los dientes, el
paladar). Esta representada por el drea negativa observada luego de la primera compresién. Se expreso en g.
Cohesividad (C): instrumentalmente, es el cociente entre el trabajo realizado durante la segunda compresion
dividida por el trabajo realizado durante la primera compresion. Es un pardmetro adimensional. Szczesniak
(2002) la define desde el punto de vista fisico, como el grado en el que un material puede deformarse antes
de que se rompa. Y desde el punto de vista sensorial, como el grado en el que se comprime una muestra entre
los dientes antes de que se rompa.

NUmero de fracturas (crocancia): Este parametro esta relacionado con la crocancia de la muestra. Mayor
namero de fracturas, mayor crocancia de la misma.

Humedad y actividad de agua (aw)

La humedad (g%) se determind segun, técnica oficial de la A.O.A.C, método 934.01 (Association of Offcial
Analytical Chemists 1996). La actividad de agua fue determinada con un higrometro AQUA LAB (Serie
3TE) calibrado a 25°C.

Prueba de Aceptabilidad

Para el desarrollo de la evaluacion sensorial con consumidores, se utilizaron las instalaciones y el
equipamiento del Instituto de Investigacion Sensorial de Alimentos (I1ISA) de la Facultad de Ciencias de la
Salud de la Universidad Nacional de Salta (UNSa). Participaron 60 consumidores en cada uno de los tiempos
de control de esta prueba, con edades comprendidas entre 18 y 60 afios, de ambos sexos. Las muestras fueron
presentadas de forma simultanea en bandejas de acero inoxidable. Cada consumidor disponia de agua (20°C)
para gque se enjuaguen la boca y de un formulario de evaluacién. En el mismo se presentd una escala
hedonica de 7 puntos, donde 1 es “me disgusta muchisimo y 7 es “me gusta muchisimo”. También se pidi6 a
los consumidores que opinen respecto del color, olor, sabor y caracteristicas texturales de los productos
brindados. Finalmente, se realizé una prueba de preferencia y se preguntd acerca de la intencién de compra y
consumo si tuvieran el producto en su casa.

Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realizdé usando el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al.2008). Los datos fueron evaluados usando el analisis de varianza de una sola via (ANOVA) para un nivel
de significancia p<0,05. Se empled el test de comparaciones maltiples de Tukey para establecer las
diferencias significativas entre tratamientos.

Para establecer diferencias significativas entre la intencion de consumo/compra en cada tiempo de
almacenamiento por muestra, se calcularon los valores-Z (p<0,05).

Se utilizo el analisis de componentes principales (ACP) en la matriz de correlacién para reducir el nimero de
variables y para seleccionar los parametros mas exigentes con valores factoriales superiores a 0,7.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de los parametros texturales

Se observo un aumento de la humedad y aw en funcion del tiempo de almacenamiento en todos los productos
(p<0,05). La KI presenté menor humedad inicial debido a la mayor temperatura a la que fue sometida, lo que
provoc6 una reduccion del 50% de su contenido de humedad. El otro producto precocido, KL, presentd
mayor humedad que KI, debido a la humectacién previa de los granos, necesaria para la gelatinizacion del
almidén durante el proceso de laminado. En el AIC, al momento de su compra presentaba una humedad
inicial mayor, en comparacion con el resto de los productos, en especial si se lo comparaba con la Kl dado
que son productos inflados con similares caracteristicas de elaboracion. EI AIC presentd mayor a. al final del
almacenamiento en relacion con la KI y KL. En una investigacion, donde se evalud la influencia de la
actividad de agua en la crocantez de productos shack, observaron que los valores criticos para este
pardmetro, comprendidas entre el rango de 0,35-0,50, donde los productos se convirtieron en
organolépticamente inaceptables y las curvas de esfuerzo deformacion cambiaron con el aumento de la
actividad de agua (Katz y Labuza, 1981).

La textura es el atributo més critico en la calidad de los cereales expandidos (Bourne 2002). En las
propiedades texturales, influye la estructura propia del alimento. El estado fisico del alimento afecta en
forma importante a los alimentos de baja humedad (Roos 1995). Un pequefio cambio en el contenido de
humedad afecta directamente la textura de los cereales expandidos y en consecuencia, Son menos crocantes y
resultan poco aceptables para los consumidores (Roopa et al. 2009). La crocancia se percibe a través de una
combinacion de sensaciones tactiles, cinestésicas, visuales y auditivas. Representa el atributo clave de la
textura en los productos expandidos (Heidenreich et al. 2004). De esta manera, muchos de los alimentos que
tienen estructuras celulares son mas faciles de morder, masticar y digerir y por su densidad son considerados
como una tipica matriz polimérica (Gibson y Ashby 1988).

Al evaluar la fuerza de fractura, dureza y gomosidad en la Kl, se observé un aumento creciente en funcién
del tiempo de almacenamiento observandose diferencias significativas (p<0,05) (Tabla 1), a excepcion del
tiempo 4 que disminuy6 en comparacion a los 90 dias de almacenado, con un aumento de su adhesividad al
final del estudio. En cuanto a la cohesividad que es un indicador de la viscoelasticidad del alimento, un valor
préximo a 1 indica total elasticidad y un valor proximo a cero indica que la muestra no se recuperd en
absoluto, en la KI se mantuvo constante presentando una leve disminucion al final del almacenamiento. Katz
y Labuza (1981), encontraron que la cohesividad en el maiz inflado fue un buen indicador de su
caracteristica crujiente. EI nimero de fracturas, el cual esta asociado a la crocancia del producto, fue alto al
comienzo del almacenamiento y disminuy6 al final del mismo. Esta caracteristica es muy importante en los
productos inflados, ya que disminuye su vida Util y por lo tanto su aceptabilidad (Lara y Mejia2004).

Un aumento en el contenido de humedad provoca un ablandamiento de la pared celular de las matrices de un
producto inflado, de manera tal que el efecto de plastificacion del contenido de humedad es el responsable de
tal comportamiento (Roopa et al. 2009). Del mismo modo, Martinez-Navarrete et al. (2004) mencionaron
gue el agua produce la plastificacién y el ablandamiento de la matriz de almidén-proteina y por lo tanto
altera la resistencia del producto.

En comparacion con las otras muestras evaluadas, la KL present6 menor FF, la cual fue aumentando con el
tiempo de almacenamiento observandose diferencias significativas (p<0,05), excepto, a los 120 dias que
disminuy6 (Tabla 2). La adhesividad aument6 principalmente en los Gltimos tiempos de almacenamiento lo
cual se puede relacionar a un leve aumento del contenido de humedad del producto. Respecto a la
cohesividad y nimero de fracturas, presentd valores mas bajos en comparacion con las otras muestras
estudiadas. La cohesividad se mantuvo constante y el nimero de fracturas disminuy6 con el tiempo de
almacenamiento (p<0,05).

En la Tabla 3, puede observarse que el AIC presenté mayor FF, dureza, gomosidad y adhesividad, al inicio
del estudio en comparacion con la Kl, lo que podria deberse a las malas condiciones de almacenamiento
durante su comercializacion, los valores fueron aumentando durante todo el estudio observandose diferencias
significativas (p<0,05) y un menor nimero de fractura respecto a la Kl y disminucién del mismo a los 90
dias de almacenado.
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Tabla 1. Pardmetros analizados en Kiwicha Inflada seguin tiempos de almacenamiento

Parametros TIEMPOS DE ALMACENAMIENTO
T0 T1 T2 T3 T4

Humedad 3,13+0,1* 4,30+0,1° 4,60+0,1° 5,50+0,1° 5,61+0,4¢

aw 0,20+0,1* 0,39+0,1° 0,41+0,1% 0,43+0,1° 0,44+0,1¢

FF 74,67+2,8% 529,33+17,9° 1157,33+77,9° 20049,33+121,3° 16713,33+140,0¢
Dureza 386,00+8,7° 4614,66+329,1° 6027,66+ 23,8° 22873,33+519,4¢ 19328,33+176,6¢
Gomosidad 299,64+9,5° 3061,22+22,2° 4633,55+85,2° 15634,91+74,3° 12951,04+65,6¢
Adhesividad -0,41+0,5° -2,97+0,5? -1,160,5° -0,93+0,3° -1,47+0,6°
Cohesividad 0,78+0,0° 0,66+0,0% 0,77+0,0° 0,66+0,0% 0,60+0,0%

N° Fractura 13,33%3,7° 11,67+0,6° 3,68+1,5% 3,33+0,5% 2,67+0,6%

Promedio + desvio estandar (n=6). Medias en la misma fila con letra diferente son significativamente diferentes (p<0,05).
TO, T1, T2, T3y T4: Tiempos de almacenamiento (0, 30, 60, 90 y 120 dias, respectivamente).
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Tabla 2. Pardmetros analizados en Kiwicha Laminada segun tiempos de almacenamiento

Parametros TIEMPOS DE ALMACENAMIENTO

texturales T0 T1 T2 T3 T4
Humedad 7,57+0,2% 8,60+0,4° 9,03+0,1" 9,67+0,3° 9,81+0,6°
aw 0,42+0,0? 0,44+0,0% 0,45+0,0° 0,46+0,0° 0,46+0,0°
FF 3,36+0,0? 6,66+1,1% 7,33+0,5%® 15,3318,7° 6,33+0,5®
Dureza 649,67+43,5% 3272+194,6¢ 2478+166,1° 1374+89,5° 1133,33+42,2°
Gomosidad 182,35+23,0° 1080,23+101,6¢ 773,19+167,7° 449,18+36,8° 403,05+50,9%
Adhesividad -1,04+0,0° -2,11+0,6% -1,16+0,4° -5,9+3,12 -4,37+0,4%
Cohesividad 0,28+0,0% 0,33+0,0% 0,31+0,0% 0,33+0,0° 0,35+0,0%
N° Fractura 7,67+0,1° 5,61+0,1" 3,67+0,5® 1,67+0,5° 2,67+0,5%

Promedio + desvio estandar (n=6). Medias en la misma fila con letra diferente son significativamente diferentes (p<0,05).
TO, T1, T2, T3y T4: Tiempos de almacenamiento (0, 30, 60, 90 y 120 dias, respectivamente).
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Tabla 3. Pardmetros analizados en Amaranto Inflado Comercial segln tiempos de almacenamiento

Parametros TIEMPOS DE ALMACENAMIENTO

texturales TO T1 T2 T3 T4
Humedad 8,17+0,3% 9,47+0,1° 9,67+0,2° 9,97+0,4¢ 10,00+0,8¢

aw 0,45+0,0% 0,47+0,0° 0,48+0,1° 0,50+0,0¢ 0,53+0,1¢

FF 15914,41+580,7% 16568,33+396,8° 17558,78+639,9° 26919,33+161,4¢ 13424,33+117,22
Dureza 15261+156,92 18724,33+579,8° 19115,67+277,5° 31449+314,1°¢ 14836,67+590,5°
Gomosidad 7938,6+534,9? 10425,99+750,6° 11848,11+613,5¢ 17400.97+144,1¢ 7273,16+£222,3?
Adhesividad -2,19+0,8% -0,44+0,0P -1,46+0,33° -1,55+0,1° -4,35+1,92
Cohesividad 0,52+0,0% 0,56+0,0% 0,62+0,0° 0,55+0,0% 0,5+0,02

N° Fractura 6,67+1,5¢ 5,67+0,5" 4,66 +0,5" 3,67+0,5% 2,33+0,5

Promedio + desvio estandar (n=6). Medias en la misma fila con letra diferente son significativamente diferentes (p<0,05).
TO, T1, T2, T3y T4: Tiempos de almacenamiento (0, 30, 60, 90 y 120 dias, respectivamente).




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

Aceptabilidad Sensorial

La Tabla 4 muestra los valores promedios de aceptabilidad sensorial y porcentaje de preferencia de la Kl,
KL y el AIC, segun tiempos de almacenamiento. El producto que presenté mayor aceptabilidad en todos los
tiempos de almacenamiento fue la KI. La mayor aceptacion de los consumidores se debe a que calificaban al
producto como crujiente, sabor y olor agradable al tostarlo.

Para los consumidores, la KL les resulté indiferente, debido a que les parecia algo adhesivo, poco sabor, pero
de olor agradable. Algunas de estas caracteristicas coincidieron con los resultados evaluados
instrumentalmente, no observandose diferencias significativas en cada tiempo de almacenamiento (p>0,05).
El producto de menor aceptabilidad fue el AIC, la misma fue disminuyendo con el almacenamiento, llegando
a disgustar levemente, a los 120 dias (3,45), no siendo significativa (p>0,05).

El producto de mayor preferencia fue la Kl en todos los tiempos de almacenamiento, con valores superiores
al 76% (Tabla 4). La KL, presentd una baja preferencia, aumentando esta durante su almacenamiento
(8,62% a 18,67%), a pesar de su puntaje indiferente. Respecto al AIC, también presentd la menor
preferencia, la cual fue disminuyendo con los dias de almacenado (6,9% a 4,66%). Probablemente debido a
que los consumidores percibian un sabor, olor y textura desagradable.

Tabla 4. Aceptabilidad y preferencia (%) segun tiempos de almacenamiento

Productos Aceptabilidad? Preferencia
Kl To 5,84+1,162 84,48
T: 5,69+1,28° 85,12
T, 5,53+1,23% 80,89
T3 5,43+1,10° 77,14
T, 5,45+1,212 76,67
KL To 4,20+1,40° 8,62
T: 4,09+0,942 9,50
T, 4,23+1,11° 12,62
Ts 4,21+1,38? 17,24
T, 4,19+1,62° 18,67
AlC To 3,941,232 6,90
T: 3,93+1,272 5,38
T 3,93+1,56° 6,49
T3 3,83+1,642 5,62
T, 3,45+1,63? 4,66

Promedio * desvio estandar (n=60). Medias en la misma columna con letra diferente son significativamente
diferentes (p<0,05). KI: Kiwicha Inflada; KL: Kiwicha Laminada; AIC: Amaranto Inflado Comercial. TO,
T1, T2, T3y T4: Tiempos de almacenamiento correspondientes a 0, 30, 60, 90 y 120 dias, respectivamente.

En las figuras 1 a 3 se presenta el porcentaje de intencion de compra y consumo para cada tiempo de
almacenamiento de las KI, KL y el AIC, respectivamente.

La KI (Figura 1) present6 un mayor porcentaje de intencién de compra entre un 77,59% (T0) a 63,33% (T4),
disminuyendo esta en funcion del tiempo, probablemente por cambios durante el almacenamiento. Mas del
83% de los degustadores consumirian el producto si lo tuvieran en su casa. Al comparar estos porcentajes en
forma de proporciones a partir de los valores Z obtenidos (Tabla 5), se observa que existieron diferencias
significativas entre el consumo/ no consumo y compra/ no compra, en todos los tiempos de almacenamiento,
lo cual significa que se obtuvo un buen producto aceptable para su compra y consumo. Los valores Z mas
altos fueron para la Kl almacenada a los 60 dias (7,23) y 90 dias (7,09), los cuales corresponden a que el
96,66% Yy el 96,65% de los consumidores, consumirian el producto, respectivamente, si lo tuvieran en su
casa, pero en el T3, el 67,24% (Z=2,63) lo compraria.
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Figura 1. Intencion de compra y consumo (%) de Kiwicha Inflada
TO, T1, T2, T3, T4: Tiempo de almacenamiento 0, 30, 60, 90, 120 dias. Con: Consumo, Comp: Compra

Respecto a la KL (Figura 2), entre un 71,41% (T0) a 50,00% (T4) de los degustadores, no la consumirian,
disminuyendo esta tendencia durante el ensayo. Respecto a la compra, el 19,97% (TO) a 35% (T4)
comprarian el producto, aumentando este comportamiento con el tiempo de almacenamiento, es decir que la
KL fue cada vez mas aceptada para su compra. Los valores Z demuestran que no existen diferencias
significativas respecto al consumo/ no consumo (excepto TO) pero si existen diferencias en la compra/ no
compra. Los valores negativos significan que existieron mayores porcentajes de no aceptacion para la
compra y consumo del producto. Sin embargo los valores de Z disminuyeron, lo cual significa que aumenté
su aceptacion de compra y consumo, con el tiempo de almacenado. Esto se puede comprobar en la Figura 2.
Por otro lado también se relaciona con el aumento del porcentaje de preferencia explicado anteriormente
(Tabla 4).

81,83 —
72,74
63,65 ]
54,55
45,46
36,37

27,28

18,18

9,09

0,00

1o Il 12 13 4
[ consst M Compst [] Cons NO [] Comp NO
Figura 2. Intencion de compra y consumo (%) de Kiwicha Laminada
TO, T1, T2, T3, T4: Tiempo de almacenamiento 0, 30, 60, 90, 120 dias. Con: Consumo, Comp: Compra

Respecto al AIC, el 67,24% (TO0) a 73,33% (T4) de los consumidores, no comprarian el producto y un
55,17% (T0O) a 53,33% (T4), no lo consumirian si lo tuvieran en su casa (Figura 3). En la Tabla 5, los
valores de Z demuestran que para la intencién de consumo/ no consumo, en cada tiempo de almacenamiento,
no presentan diferencias significativas. Mientras que en la intencion de compra/ no compra, si se observaron
diferencias, con un valor de Z alto para T4 (-3,61), es decir que un 73,33% no lo comprarian (Figura 3).
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Figura 3. Intencion de compra y consumo (%) de Amaranto Inflado Comercial
TO, T1, T2, T3, T4: Tiempo de almacenamiento 0, 30, 60, 90, 120 dias. Con: Consumo, Comp: Compra

Tabla 5. Valores-Z para la comparacién entre Consumo/No Consumo y Compra/No Compra de KI, KL y

AIC
Productos Consumo/No Consumo Compra/No Compra
Valores-Z Valores-Z

KI To 5,78s 4,20 s

T: 593s 4,035

T, 7,23s 5,06 s

T3 7,09 2,63s 19

T, 516 2,06s B
KL To -3/41s -4,73s

T: -1,55 ns -3,58s

T> -1,55 ns -4,38 s

T3 -0,52 ns -2,63s

T4 0ns -2,32s
AIC To -0,79 ns -2,63s

T -1,02 ns -2,58s

T -1,55ns -2,58s

Ts 0ns -2,63s

Ts -0,52 ns -3,61s

KI: Kiwicha Inflada; KL: Kiwicha Laminada; AIC: Amaranto Inflado Comercial. TO, T1, T2, T3y T4:
Tiempos de almacenamiento correspondientes a 0, 30, 60, 90 y 120 dias, respectivamente; s: diferencia
significativa; ns: diferencia no significativa (p<0,05).

Anélisis de Componentes Principales (ACP)

La matriz de correlacion del ACP para las KI, KL y el AIC por cada tiempo de almacenamiento, los
parametros texturales y aceptabilidad se muestran en la Figura 4.

Se observa que la Kl hasta el T2, se asocia con una mejor aceptabilidad, crocancia (nimero de fractura),
cohesividad, adhesividad. La Kl en el T3 y T4, se alejaron un poco del cuadrante. Respecto a la KL, no se
asocié con ninguna variable. Por otro lado, el AIC hasta el T3, mostré mayor dureza, fuerza de fractura y
gomosidad. ElI AIC T4 se alejé del cuadrante y se asocié con mayor humedad y aumento de la au.

Los coeficientes de correlacion en el ACP, mostraron una correlacion negativa entre la humedad y
aceptabilidad (-0,95, p<0,0001), aw y FF (-0,79, p=0,0004), representados por el componente 1. La D (0,99)
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y G (0,97) se correlacionaron positivamente con la FF (p<0,0001), la G y D (0,99, p<0,0001), representados

por el componente 2. Estos valores son explicados con el 81,8% de la varianza.

CP 2 (36,2%)

6,004
L KIT3  Gomosidad
3,00 cohesividad , .o Dnaza AICT3
KI T4 F
Aceptabilidad ° 1CT1
K1 TO KI T2 e ©
4 N° Fractura @ e AICTO AICT2
0,00 ®
KIT1 o Aw
AIC T4
° e KL T2 Humedad
KLTO KL T1 o KLT4
-3,00 KL T3
-6,00, , ,
-6,00 -3,00 0,00 3,00

CP 1 (45,6%)

6,00

AIC por cada tiempo de almacenamiento

Figura 4. Andlisis de Componentes Principales (ACP) de pardmetros texturales y aceptabilidad de KI, KL y

KI: Kiwicha Inflada; KL: Kiwicha Laminada; AIC: Amaranto Inflado Comercial. TO, T1, T2, T3y T4:

Tiempos de almacenamiento correspondientes a 0, 30, 60, 90 y 120 dias, respectivamente.
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CONCLUSIONES

La humedad y la ay fueron parametros criticos y muy importantes de evaluar.

Los pardmetros texturales analizados instrumentalmente pudieron establecer que estos productos estan
caracterizados por su textura crocante la cual es relevante para su aceptabilidad sensorial y deben ser
mantenidos en buenas condiciones de almacenamiento.

El producto KI presentdé mejores parametros texturales que el AIC, presentando una mayor crocancia. La Kl
puede ser consumido como cereal para desayuno o ingrediente en la elaboracion de barritas de cereales u
otros productos.

El producto de mayor aceptabilidad fue la KI asociada a un mayor nimero de fracturas, mayor porcentaje de
compra, consumo Y preferencia en todos los tiempos de almacenamiento.

El de menor aceptacion fue el AIC, debido a su mayor humedad, actividad de agua, gomosidad, dureza y
fuerza de fractura. Por ello el desagrado y menor porcentaje de compra y consumo por parte de los
consumidores.

La KL presentdé menor fractura y mayor adhesividad. Estas caracteristicas fueron percibidas por los
consumidores, los cuales mostraron su indiferencia en la prueba de aceptabilidad. Sin embargo, se observo
un aumento en la intencién de compra, consumo Yy porcentaje de preferencia, con el tiempo de
almacenamiento. De esta manera, para mejorar sus caracteristicas sensoriales, podria ser incorporado en la
formulacion de otros productos tales como barras de cereales, productos de panificacion y sopas
instantaneas.

La opinion de los consumidores fue muy importante, ya que pudieron brindar su percepcién frente a los
productos evaluados, la cual se vio reflejada en los parametros texturales medidos instrumentalmente.
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RESUMEN

Durante el almacenamiento de productos basados en berries, el contenido de compuestos como antocianinas,
asi como su color, se ven afectados. El objetivo del presente trabajo fue estudiar los cambios en estas
caracteristicas y determinar pardmetros cinéticos de la degradacion durante el almacenamiento a 4, 25 y
38°C. Se midid el contenido de antocianinas monoméricas (AMT), porcentaje de color polimérico (%CP),
pardmetros de color en el espacio CIELab y el contenido de polifenoles totales (PT). Las cinéticas de
degradacion de AMT y pardmetro a* se ajustaron con un modelo de primer orden. Se obtuvieron velocidades
de degradacion de AMT mayores que para a*, indicando una mayor estabilidad del color que para el
contenido de AMT. Los valores de E; en el rango 4-38 °C para deterioro de AMT fueron 54,9 y 53,1 kJ/mol
para sauco y cassis respectivamente y para a* los valores fueron 62,6 y 86,0 kJ/mol. El descenso mas
importante en el contenido de polifenoles se observé a 25 °C, con un remanente de 54 % para cassis y de
78% para sauco. El %CP aumentd notablemente durante el almacenamiento a 25 y 38°C.  Los resultados
mostraron un efecto significativo de la temperatura en la estabilidad de todos los parametros estudiados.

Palabras clave: antocianinas, color, cassis, sauco, cinética de almacenamiento.

ABSTRACT

During storage of products based on berries, compounds as anthocyanins and color, are affected. The aim of 23
this work was to study the changes in these parameters and study the kinetics of degradation during storage  —
at 4, 25 and 38°C. Content of monomeric anthocyanins (AMT), percentage of polymeric colour (% CP),
colour parameters in the CIELab space and total polyphenol content (PT) were measured. The kinetics of
degradation of AMT and parameter a * were adjusted with a first-order model. AMT degradation rates were

higher than for a * indicating greater color stability compared with AMT. Ea values within the range 4-38°C

for deterioration of AMT were 54.9 and 53.1 kJ/mol for elderberry and cassis and for a* were 62.6 and 86.0
kJ/mol. The most important decrease in polyphenol content was observed at 25°C, with a remanent of 54%

and 78% for cassis and elderberry. The %CP increased significantly during storage at 25 and 38°C. The
results showed a significant effect of temperature on the stability of all parameters studied.

Keywords: anthocyanins, color, elderberry, blackcurrant, storage kinetics

INTRODUCCION

Los berries contienen una gran cantidad de compuestos quimicos denominados polifenoles (antocianinas,
flavonoides entre otros), valorados por sus propiedades antioxidantes y su intenso color. En numerosos
estudios se los ha asociado a su accién para retardar los efectos perjudiciales de los radicales libres en las
células y a la inhibicion de las enfermedades provocadas por el dafio oxidativo (Brownmiller et al. 2008). El
consumo de estas frutas se da, ademéas de como fruta fresca, en forma de productos basados en ellas como
jugos, salsas, conservas, mermeladas entre otros. Estos productos reciben en general un tratamiento térmico
con el objetivo principal de inactivar enzimas presentes naturalmente en las frutas, como polifenoloxidasa o
peroxidasa (Sadilova et al. 2009). Luego son almacenados refrigerados o a temperatura ambiente, segun su
estabilidad debida a factores como pH, concentracién de sélidos solubles, presencia de conservantes, tipo de
envase, etc. Durante el almacenamiento, el contenido de compuestos bioactivos y el color se ven afectados.
Este aspecto debe considerarse al determinar la vida Gtil de los productos, sobre todo teniendo en cuenta que
en alimentos acidos suele ser relativamente larga, por ejemplo, de 2 afios a temperatura ambiente.
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La determinacion de pardmetros cinéticos del deterioro durante el almacenamiento puede ser de utilidad para
predecir los cambios en la composicion y color de los productos y determinar sus caracteristicas al final de la
vida uatil. En estudios previos se han reportado los efectos del almacenamiento en la degradacion de
antocianinas y los parametros cinéticos asociados en frutas y otros vegetales que contienen estos compuestos
en jugos, conservas y purés (Kirca et al., 2006 y 2007, Brownmiller et al. 2008).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar los cambios en el color, contenido de antocianinas totales y
polifenoles y determinar parametros cinéticos como Energias de Activacion (Ea), Q1o y tiempos medios de
reaccion en pulpas de cassis (Ribes nigrum) y sauco (Sambucus nigra), durante el almacenamiento entre 4 y
38°C.

MATERIALES Y METODOS
Almacenamiento de las pulpas
Las pulpas de fruta pasteurizadas y congeladas de cassis y sauco fueron provistas por un productor de El
Bolson, Rio Negro. Se fraccionaron en envases de polietileno-poliamida, se cerraron herméticamente y se
almacenaron a temperaturas constantes de 4, 25 y 38°C. A diferentes intervalos de tiempo se retiraron
muestras por duplicado para la realizacion de los analisis.
Obtencion de extractos alcoholicos
Se prepararon extractos alcohdlicos a partir de 59 de pulpa de cada fruta. Las muestras fueron extraidas dos
veces con 20ml de etanol: HCI 0.1N (85:15) (Merck, Alemania), luego centrifugadas y los sobrenadantes
fueron mezclados y utilizados para mediciones de polifenoles totales, antocianinas monomeéricas, color,
densidad de color y color polimérico. La expresion de los resultados se refirié a la pulpa inicial considerando
las densidades correspondientes.
Polifenoles Totales
La concentracion de polifenoles totales se determind por un método colorimétrico usando el reactivo de
Folin-Ciocalteu (Merck, Alemania), segun Waterhouse (2001). En el ensayo realizado a 20°C se utilizaron
0.020 ml de las diluciones adecuadas de los extractos alcohdlicos de las pulpas. Se ley6 la absorbancia a
765nm en un espectrofotometro PG Instruments T60U UV-Vis (Reino Unido). La concentracion de
polifenoles totales se calculd a través de una curva de calibracién de acido galico (Anedra, Argentina), y se
expresd como equivalentes de &cido galico g equiv de gal/L pulpa.
Antocianinas monomericas
El contenido de antocianinas monomeéricas de los extractos alcohdlicos de las pulpas de cada fruta, fue
determinado por el método de pH diferencial segin Giusti y Wrolstad (2001), usando buffer cloruro de
potasio pH 1y buffer acetato de sodio pH 4.5. Las muestras de los extractos alcohélicos fueron mezcladas y
diluidas adecuadamente en el buffer correspondiente y su absorbancia medida a 510 y 700 nm. El contenido
de antocianinas monoméricas se expresd como cianidin-3-glucésido en mg/L de acuerdo con la siguiente
ecuacion (1):

AMT (mg/L) =A .M .FD. 1000/ (. I) (1)

donde A = [(Asi10-A7o0)pr 1 - (Asio - Azoo)pn 45] ; M (peso molecular) = 449.2 g/mol para el cyanidin-3-
glucosido; FD = factor de dilucion, € = 26900 es el coeficiente de extincion molar en L/mol/cm; 1 =1 es el
camino éptico en cm.
Densidad de color, Color polimérico y Porciento de Color polimérico
La determinacion de la densidad de color y del porcentaje de color polimérico fue realizada segtn el método
de Giusti y Wrolstad (2001). Dos réplicas de cada muestra de los extractos alcohélicos de las pulpas, fueron
tratadas ya sea con una solucién de metabisulfito de potasio para su blanqueo o con agua como control. Se
midio la absorbancia en cada una a 420, 510 y 700 nm. La densidad de color (DC) fue calculada usando la
muestra control y segin la siguiente ecuacion (2), siendo FD el factor de dilucion del extracto para las
ecuaciones (2) y (3).

DC = [(As20 — A7oo) + (Asio — As0)] * FD (2

El color polimérico (CP) fue determinado usando la muestra blanqueada y de acuerdo con la ecuacion (3)
CP = [(A420 — A700) + (As10 — Azo0)] * FD (3)
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El porcentaje de color polimérico (% CP) fue calculado segun la ecuacion (4).
% CP = (CP /DC) « 100 4

Color

El color de las pulpas fue analizado con un espectrofotometro Minolta CM-600d (Konica Minolta Sensing
Inc., Japdn), usando el iluminante D65 y un angulo del observador de 2° (CIE 1931 Standard Observer). Las
mediciones de color se hicieron sobre 1 ml de extracto alcoholico, en cépsulas de plastico blanco de 3 cm de
didmetro. Se midieron los pardmetros de la escala tridimensional CIELab: L* para luminosidad, a* para el
color rojo y b* para el amarillo. Los valores se expresaron como L , C*, para Chroma (a*?+b*?)Y2 | h para
el angulo Hue (arctang b/a).

Andlisis de datos

Se analizaron réplicas de cada pulpa almacenada para cada tiempo de ensayo. Todos los pardmetros
estudiados se determinaron al menos por duplicado y se informd su promedio + error estandar. Se realizaron
correlaciones de Pearson entre el contenido total de antocianinas monomericas (AMT), y el pardmetro de
color a* (P<0,05) de los extractos alcohdlicos de las pulpas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evolucion de antocianinas monomeéricas totales, polifenoles totales y capacidad antioxidante durante el
almacenamiento

En la Figura 1 se observa la evolucion de las antocianinas monoméricas totales (AMT) a las tres
temperaturas de almacenamiento (4, 25 y 38 °C) para las pulpas de sauco y cassis.

Partiendo de un valor inicial promedio de AMT en las pulpas pasteurizadas 706,6 mg/L para sauco y de
1291,53 mg/L para cassis, se observé un descenso en el contenido a todas las temperaturas de
almacenamiento, aunque este descenso fue mas marcado para el cassis. A modo comparativo, cumplido los
45 dias de almacenamiento, en la pulpa de sauco el porcentaje de disminucion fue de 32%, 67% y 98% a 5,
25 y 38°C respectivamente y para cassis de 46%, 80% y 97% en ese mismo orden. Esto indica que a la
temperatura de 38°C casi no se detecta contenido residual de AMT al final del almacenamiento para ambas
frutas. Previamente se han reportado resultados similares para jugos de arandano almacenados durante 6
meses, observando una pérdida de 68% de antocianinas monomeéricas a 25°C. En ardndanos enlatados se
observé una pérdida de hasta 71% luego de 6 meses. (Brownmiller 2008).

El contenido de polifenoles totales (PT) mostré una mayor estabilidad durante el almacenamiento a las tres
temperaturas estudiadas. El valor inicial de PT medido para sauco fue de 5731+21 mg. ac. galico/L, a 4°C se
observo un remanente del 85% luego de 60 dias (4924+34 mg. ac. galico/L) y a 38°C se observé un valor
mayor luego del almacenamiento (de 7203+32 mg. ac. galico/L). En el caso del cassis, el contenido inicial
fue de 7049+54 mg. ac. galico/L, a 5°C se observo una retencion de 92% luego de 60 dias (6456157 mg. ac.
galico/L), a 38°C se observo una retencion del 84% (5926167 mg. ac. galico/L). A 25°C se observé una
retencion de PT de 78% para sauco a los 50 dias de almacenamiento, y para cassis del 54%, mostrando en
este caso un mayor descenso.

La disminucion en el contenido de antocianinas monoméricas podria ser atribuido a reacciones de
condensacion con &cido ascoérbico, reacciones de hidrdlisis y pardeamiento no enzimatico (Sadilova et al
2009). A pesar de la disminucion en AMT, el contenido en PT fue bastante estable hasta el final del
almacenamiento. Este comportamiento podria asociarse a la formacion de compuestos de condensacion o
polimeros formados que contribuyen al contenido total de polifenoles y la capacidad antioxidante por lo que
el nivel residual de estos parametros suele ser relativamente alto (Chaovanalikit y Wrolstad 2004).
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Figura 1. Evolucion de las AMT durante el almacenamiento a las diferentes temperaturas 4° (0), 25°(0) y
38° (A) de las pulpas de sauco y cassis.

Las diferencias en los valores totales y residuales de AMT y PT obtenidos para cassis y sauco pueden
deberse a diferencias en el perfil de antocianinas y polifenoles de cada fruta, y en su estabilidad durante el
almacenamiento. EIl cassis contiene como antocianinas mayoritarias la delfinidin 3-rutinosido, cianidin 3-
rutinosido, delfinidin 3-glucosido y cianidin 3-glucésido (Jacobek et al 2007). Ademas, se ha determinado en
esta fruta un contenido importante de proantocianidinas (Obén et al, 2011, Mattila et al., 2011), asociadas a
fendmenos de estabilizacion del color. En un estudio de almacenamiento de extractos alcoholicos de jugos de
cassis, se observo una mayor estabilidad para almacenamiento de delfinidin y cianidin 3-rutinésidos que para
las otras antocianinas, observandose una disminucion del 25 % luego de 12 meses a 8°C (Rubinskiene et al,
2005).

En el sauco, las antocianinas mayoritarias son cianidin 3-sambubiosido-5-glucosido, cianidin 3 glucosido,
cianidin 3- sambubiosido y cianidin 3-rutinosido (Jacobek et al 2007). Se ha reportado una mayor estabilidad
de antocianinas derivadas de cianidin, sobre otro tipo de antocianinas en jugos de arandano, que en el caso
del sauco serian las mayoritarias (Trost et al., 2008).

En ambas frutas se ha observado la presencia de acidos hidroxicindmicos e hidroxibenzénicos y antocianinas
acetiladas, que podrian mejorar la estabilidad del color por participar en fenémenos de copigmentacion inter
o intramolecular (Giusit y Wrolstad, 2003, Rein 2005). Como se menciond anteriormente, si bien se detecta
una disminucidn en el contenido de AMT, estos compuestos formados podrian contribuir a la apreciacion del
color y al contenido de polifenoles totales determinado luego del almacenamiento.
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Evaluacion del color durante el almacenamiento entre 4 y 38°C.

El color se evalud sobre los extractos alcoholicos de las muestras almacenadas a las diferentes temperaturas
de almacenamiento. La evolucion de los parametros de color se muestra en Figura 2. Ambas frutas
presentaron un comportamiento similar para cada temperatura de estudio.
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Figura 2. Cambios en los parametros de color L (*), a (A), b (o), h (#) evaluados en los extractos
alcohdlicos de las muestras de sauco y cassis almacenadas a 4°C, 25°C y 38°C.

A 4°C, en ambas pulpas se observé un descenso en el parametro a* que no super6 el 12% (a* iniciai: 38 para
sauco y 48 para cassis). En el caso del cassis se observé un descenso de los pardmetros b* y h°. A
temperaturas de 25°C y 38°C, los parametros de color se comportaron en forma similar para ambas frutas. Se
observo un aumento de L* (asociado a la luminosidad) a mayor temperatura de almacenamiento: a 38°C,
aumento un 68% (L*iniciai: 17, L*finai 53) en el cassis y 48% (L *iniciai: 24 , L*ina: 45) €n el sauco.

El pardmetro a* sufrié un descenso marcado para el cassis a 38°C (@*iniciai: 48, @*finai: 4) Y Un aumento en el
parametro b*. En el caso del sauco se observd un comportamiento muy similar con un descenso de a* y
aumento en b*.

Estos cambios se vieron reflejados en la variacion del pardmetro h° tanto en sauco como en cassis a 38°C,
obteniéndose valores de 13,7 hasta 74,7 en el caso del sauco y de 15,7 hasta 75,6 para el cassis (a tiempo
inicial y final respectivamente).

A 25°C también se observo un aumento neto en los valores de h°, de un 66% en el caso de sauco y de un
77% para el cassis.
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Se obtuvo una buena correlacion al analizar el comportamiento de la degradacion de AMT vy color
(parametro a*) a las distintas temperaturas de almacenamiento. Aungue el rango de variacion del coeficiente
de correlacién fue de 0,70 a 0,96 (P<0,05) (Tabla 1), ambas frutas presentaron un coeficiente global similar.

Tabla 1. Correlaciones entre el contenido total de antocianinas monomericas (AMT), y parametro de color
a* a diferentes temperaturas de almacenamiento para las pulpas de sauco y cassis.

Relacion de AMT-a*
Temperatura de SAUCO CASSIS
almacenamiento | Coeficiente de | Coeficiente | Coeficiente de | Coeficiente
correlacion global correlacién global
38°C 0,96 0,93
25°C 0,83 0,868 0,95 0,862
4°C 0,82 0,70

Los valores del %CP (asociado a la formacion de compuestos poliméricos) fueron mayores para sauco que
para cassis a tiempo inicial. En promedio se observo un valor de %CP de 49,3 para sauco y de 19,7 para
cassis. Al final del almacenamiento se observé un aumento en el % de CP a todas las temperaturas de
almacenamiento.

La relacién de %CP entre los valores finales y los iniciales fueron para cassis de 2, 13, 2,75y de 4,64 a 4, 25
y 38°C respectivamente, y para sauco las relaciones fueron de 1,62 , 2,21 y 1,82 para las mismas
temperaturas. Estos resultados indican que para el cassis el almacenamiento tuvo un mayor efecto sobre la
formacidn de compuestos poliméricos, sobre todo a 38°C. En la Figura 3 se observa la evolucién de %CP
para sauco y cassis a 25°C.
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Figura 3. Evolucion de los indices de color: densidad de color (DC), color polimériéo (CP) y porcentaje de
color polimérico (% CP) durante el almacenamiento de pulpas de sauco y cassis a 25°C.
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Parédmetros de la cinética de degradacion durante el almacenamiento
Las cinéticas de degradacion de AMT y del pardmetro a* de color se ajustaron adecuadamente con un
modelo de reaccién de primer orden (Kirka et al, 2007) como se observa en la Figura 3 para 5y 38°C. Se
calcul6 la constante de degradacion, k 'y el tiempo medio de reaccion, ti. para la degradacion de antocianinas
y color segun las siguientes ecuaciones:

In (C/Co )= -kAMT.t (5)

In (C/Co )= -katt (6)
siendo:
Co: concentracion de antocianinas (AMT) y valor de a* al tiempo inicial
C: concentracion de antocianinas (AMT) y valor de a* después de un tiempo t de almacenamiento a una
dada temperatura
t1o=-In 0,5.k'l (7)
ti2: tiempo medio de reaccion, en el que se alcanza el 50% de la degradacion del pardmetro analizado.

En la Tabla 2 se muestra los pardmetros cinéticos obtenidos a las diferentes temperaturas. Tanto para las
velocidades de degradacion de AMT y de color a* se observé un aumento con la temperatura de
almacenamiento conjuntamente con una disminucion en los tiempos medios de degradacion.

En cuanto a la degradacion del pardmetro de color a* presenta una disminucién mas lenta que la
correspondiente a las antocianinas monomeéricas totales. La relacion entre kamt /ka fue para el sauco de 3,5a
4°C, 2,7 a 25°C y de 2,5 a 38°C. Para el cassis la relacion kamr /ka= fue de 7,6 a 4°C, 2,32 25°Cy de 1,73 a
38°C.
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Figura 4. Cinética de degradacion de las antocianinas monomeéricas totales (AMT) y el parametro de color
a* color en funcioén del tiempo de almacenamiento a 4°C y 38°C, en pulpas naturales de sauco y cassis.

En la Tabla 2, se muestran también los valores de Q1o entre 25-38°C de ambos parametros en las dos frutas.
Los valores indican que en el rango de temperaturas entre 25-38°C la velocidad de degradacién aumenta
aproximadamente 3 veces por cada 10 grados de aumento de temperatura para el cassis, y para el sauco la
velocidad aumenta entre 1,5y 1,85 veces por cada 10 °C.

La dependencia con la temperatura se analiz6 tambien en funcion de los valores de Energias de activacion
(Ea) en el rango de temperatura estudiado segin modelo de Arrhenius. Los valores de E. obtenidos
demuestran una dependencia similar con la temperatura para los procesos mencionados obteniendo valores
de 54,9 kiJ/mol para la degradacion de AMT y de 62,2 klJ/mol para la degradacion de a* en el sauco, y 53
kJ/mol y 86 kJ/mol respectivamente para el cassis.

Como puede observarse en los resultados obtenidos, las velocidades de degradacidn de los pardmetros de
color fueron mas bajas que las de degradacion de antocianinas, sin embargo, en ambos pardmetros se
observéd un notorio descenso, ademéas mostraron buena correlacion durante el almacenamiento.

El aumento en el %CP indicaria una mayor importancia de compuestos amarronados sobre el total de los
antocianos presentes. Un aumento en el porcentaje de color polimérico podria reflejar la degradacion de
compuestos monoméricos por formacién de compuestos de condensacion y otros compuestos poliméricos,
gue seguirfan siendo detectados por el método de Folin, contribuyendo al contenido medido de Polifenoles
Totales (Patras et al 2010). Este fendmeno podria explicar la mayor estabilidad de los PT durante el
almacenamiento.

Estas observaciones son consistentes con el aumento del parametro cromético h” (asociado al tono del color)
y la observacion visual de tonos amarronados. Chaovanalikit y Wrolstad (2007) reportaron un descenso del
69% de las antocianinas monoméricas totales en frutillas enlatadas y un aumento en el %CP de 7% a 33%
luego de 60 dias de almacenamiento a temperatura ambiente. Tambien se reporté un aumento de 13 a 40 %
en cerezas enlatadas. (Chaovanalikit and Wrolstad 20004). En puré de ardandano se observé un aumento de 1
a 42% luego de 6 meses de almacenamiento (Brownmiller 2008).
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Tabla 2. Pardmetros de cinética de degradacion para antocianinas y el parametro de color a* en pulpas de
sauco (a) y cassis (b).

a) Sauco
Temperatura 4°C 25°C 38°C
k (AMT) 0,0056 0,0201 0,0826
k (a%) 0,0016 0,0074 0.0333
ti, AMT 123,75 34,48 8,39
tuz (%) 433,13 93,65 20,81
E. (AMT) 54,9 kJ/mol
Ea (%) 62,2 kJ/mol
Q1025-38°C (AMT) 296
Q1025-38°C (a*) 318
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b) Cassis
Temperatura 4°C 25°C 38°C
k (AMT) 0,0061 0,0421 0,0710
k (a*) 0,0008 0.0183 0,0406
ty AMT 113,61 16,46 9,76
tu (a%) 790,19 37,87 17,07
E. (AMT) 53,1 kd/mol
E. (@%) 86,0 kJ/mol
Q1025-38 °C AMT 1,49
1,85

Q1025-38 °C a*

En cuanto a los pardmetros de las cinéticas de almacenamiento, se han reportado previamente energias de
activacion similares para el deterioro de antocianinas en otras frutas y vegetales: Kirca y Cemeroglu (2003)
reportaron valores de 73,2 kJ/mol en almacenamiento de concentrados de naranja sangre entre 4 y 37°C,
también se reportaron valores de entre 65,9 y 94,7 kl/mol para jugo de zanahoria “negra” agregado a otras
frutas como uva, manzana, limén, naranja (Kirca et al 2006). También se reportaron valores de Q1o similares
para el deterioro de antocianinas, por ejemplo de entre 2,3 y 3 para extractos de zanahoria negra almacenada
entre 4-37 °C (Kirca et al 2006).

CONCLUSIONES

Los resultados indican un efecto significativo de la temperatura en la estabilidad de todos los parametros
estudiados. Se observd una mayor estabilidad de todos los parametros estudiados a 4°C, mientras que a 25y
38°C la disminucion en antocianinas monoméricas y parametro a* fue muy notoria. Sin embargo, se observo
una buena retencion de polifenoles totales al final del almacenamiento. Esto indicaria una mayor
conveniencia de almacenamiento de las pulpas pasteurizadas a temperaturas de refrigeracion. Los parametros
cinéticos determinados pueden ser de utilidad para determinar el contenido de compuestos bioactivos y color
para una dada vida til de los productos basados en estas pulpas.
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RESUMEN

La elaboracion de peliculas comestibles a partir de emulsiones compuestas por hidrocoloides y lipidos surge
de la asociacién de estos dos materiales para formar una matriz estructurada con buenas propiedades
mecanicas y baja transferencia de vapor de agua. El presente trabajo expone la elaboracion de peliculas
comestibles a partir de pectina de bajo metoxilo, ceras de girasol y glicerol (plastificante), evaluando su
estructura, resistencia al agua y determinando su comportamiento térmico. Las emulsiones se elaboraron
hidratando pectina de bajo metoxilo en concentraciones de 1, 2 y 3% m/m, adicionando 4 g de plastificante
(glicerol) y ceras de girasol en tres proporciones: 0,1, 0,2 y 0,3 g de cera/g de pectina. Las peliculas fueron
elaboradas por el método casting, agregando CaCl, para formar una red de pectinato de calcio. Los valores
de espesor, indice de swelling, absorcién de agua y permeacion de vapor de agua de las peliculas fueron
influenciados significativamente por el contenido de ceras. Las imagenes obtenidas por SEM revelaron la
presencia de ceras depositadas principalmente en la superficie. Fue posible elaborar peliculas flexibles y
adecuadas para manipular a partir de emulsiones de pectina y ceras de girasol, obteniéndose datos de interés
para su aplicabilidad como peliculas comestibles.

Palabras clave: Peliculas, pectina, ceras de girasol, emulsiones

ABSTRACT

The development of edible films from emulsions composed of hydrocolloids and lipids emerges from the
association of these two materials to form a structured matrix with good mechanical and low water vapor
transfer properties. This paper presents the development of edible films from low methoxyl pectin, sunflower
waxes and glycerol (plasticizer); evaluating its structure, water resistance and thermal behavior. The
emulsions were prepared by hydrating low methoxyl pectin at concentrations of 1, 2 and 3% wt/wt, by
adding 4 g plasticizer (glycerol) and sunflower wax in three proportions: 0.1, 0.2 and 0.3 g of wax/g pectin.
The films were prepared using the casting method, adding CaCl, to form a network of calcium pectinate.
Thickness values, swelling index, water absorption and water vapor permeation of films were influenced
significantly by the wax content. The images obtained by SEM revealed the presence of waxes mainly
deposited on the surface. From pectin and sunflower wax emulsions, it was possible to develop flexible films
suitable for handling. As result, relevant data to its applicability as edible films were obtained.

Keywords: Films, pectin, sunflower waxes, emulsions

INTRODUCCION

En la actualidad los materiales convencionales usados como envases primarios, pueden ser potencialmente
sustituidos por peliculas comestibles (Debeaufort y Voilley 1995), cuyas propiedades funcionales dependen
de la naturaleza y de las caracteristicas complementarias del material formador, polisacaridos, proteinas,
lipidos, etc., (Pérez-Gago y Krochta 2001). El objetivo principal de las peliculas es proteger al alimento de
deterioros quimicos y fisicos como la oxidacion, crecimiento microbiano, pérdida y/o cambio de aromas y
sabores y deshidratacién generados por la migracion de vapor de agua, oxigeno, etileno, etc. Para lograr
dicha proteccion es necesario analizar la interaccion del alimento con el medio circundante y que la
formulacion incluya componentes capaces de complementarse. Se han desarrollado distintas metodologias
para la elaboracion de peliculas comestibles, todas ellas encaminadas a facilitar su obtencidn y a mejorar la
calidad de las mismas. Una de ellas es la elaboracion de peliculas comestibles a partir de emulsiones estables
en donde el lipido, que aporta buenas propiedades de barrera a la transferencia de vapor. de agua, se dispersa
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y es atrapado en la matriz de soporte generada por proteinas o polisacéridos (Baumler et al. 2013). Esta
metodologia surge de la necesidad de complementar las propiedades de los materiales que brinden ademas de
buena estructura, buenas propiedades mecénicas (Han 2005). En la formulacion de peliculas comestibles
destinadas al envasado de alimentos, el uso de polisacaridos como la pectina ha sido muy difundido, siendo
una matriz polimérica adecuada dado que reduce la tensién interfacial entre fases hidrofilicas e hidrofdbicas
(Leroux et al. 2003) y ademas posee caracteristicas importantes como biodegradabilidad, biocompatibilidad,
comestibilidad, gelificacion, permeabilidad selectiva a los gases, etc. (Espitia et al. 2014). Por su parte, las
ceras de girasol constituyen la fase lipidica que actia como barrera a la transferencia de vapor de agua entre
el alimento y el ambiente (Schultz et al. 1949). Los plastificantes como glicerol, sorbitol, etc., poseen la
capacidad de controlar la formulacién liquida y afadir flexibilidad y resistencia a las peliculas pero también
pueden afectar de manera adversa su desempefio (Baldwin et al. 2011). Entre los métodos mas usados para la
elaboracién de peliculas se encuentra el método de casting, el cual consiste en la disposicién de una solucién
en una superficie plana y antiadherente, seguida de secado y posterior desprendimiento de la pelicula
formada (Espitia et al. 2014). Este método puede realizarse en batch o continuo, siendo el primero muy (til
en la preparacion de peliculas a escala laboratorio, mientras que el segundo es ampliamente usado a escala
industrial. Para el desarrollo de peliculas usando pectina de bajo metoxilo, es indispensable el uso de un
agente entrecruzante que permita la formacion de una red de pectinato de calcio (Balimler et al. 2014). La
adicion de iones Ca*? a la pelicula, permite la formacién de redes por interaccion entre los bloques de acido
galacturdnico, presentes en la pectina, con cationes divalentes, particularmente Ca*? (Diaz-Rojas et al. 2004).
La presencia de los iones Ca*?, inducen la asociacion de cadenas que constituyen las zonas de unién y son las
responsables de la formacion del gel (Braccini y Pérez 2001). La caracterizacion fisica, quimica y funcional
de las peliculas obtenidas es de gran importancia dado que permite recopilar informacion acerca de las
mismas y evaluar el beneficio de su aplicacion, siendo la permeabilidad una propiedad clave de los
materiales de envase que protegen alimentos, ya que generalmente se requiere que sean poco permeables a
gases y vapores (Nguyen et al. 2001). Los andlisis de estructura que permiten observar la morfologia y
distribucién de los materiales, asi como la evaluacién de su desempefio respecto a la resistencia al agua y
comportamiento térmico, son estudios cada vez mas relevantes y frecuentes que brindan datos de valor en el
campo de las peliculas comestibles.

El objetivo de este trabajo es la elaboracién de peliculas comestibles a partir de pectina de bajo metoxilo,
ceras de girasol y glicerol (plastificante), evaluando su estructura, resistencia al agua, y determinando su
comportamiento térmico.
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MATERIALES Y METODOS
Pectina de bajo metoxilo (LM 104) fue provista por GENU® Pectin (Dinamarca). Las ceras de girasol se
obtuvieron de la purificacion de residuos de la etapa de winterizado de la industria aceitera. Glicerol provisto
por Fisher Scientific (98-99% de pureza, reactivo grado analitico) fue usado como plastificante. CaCl, fue
obtenido de J.T. Backer Inc. (Phillipsburg, NJ) (98-99% de pureza, reactivo grado analitico) y usado como
material entrecruzante.
Elaboracién de peliculas
Pectina de bajo metoxilo, en concentraciones de 1, 2 y 3% m/m, fue hidratada en agua destilada y calentada a
85°C (temperatura superior al punto de fusién de las ceras de girasol) en un bafio de agua por 15min hasta
disolucion completa; se adicionaron 4g de plastificante y finalmente se afiadieron las ceras de girasol en tres
proporciones: 0,1; 0,2 y 0,3 g de cera/g de pectina. Todas las muestras fueron homogenizadas durante 10min
a 12000 rpm, manteniendo la temperatura a 85°C. Aproximadamente 25 g de cada emulsion fueron vertidos
dentro de cajas de Petri de 10,5 cm de didmetro y secadas a 50°C por 20 horas. Luego se agrego
aproximadamente 30g de una solucion 2% de CaCly; el calcio reacciona con el &cido galacturonico de la
pectina, formando una red de pectinato de calcio. Una vez obtenidas, las peliculas se enjuagaron tres veces
con agua destilada para eliminar restos de Ca y fueron separadas con cuidado de las cajas de Petri.
Las peliculas fueron almacenadas en desecadores sellados con humedad relativa controlada: 57% HR
(solucion saturada de NaBr) a 25°C.
Caracterizacion
El espesor de las peliculas se obtuvo usando un micrémetro digital. EI mismo fue posicionado en cinco zonas
de las peliculas (una central y cuatro periféricas). Para cada pelicula se determiné el promedio del espesor y
su respectiva desviacion estandar. Este dato promedio fue usado para calcular la permeabilidad de vapor de
agua.
El analisis de la microestructura de las peliculas elaboradas a partir de emulsiones de pectina y ceras de
girasol fue realizado con un microscopio electrénico de barrido (LEO EVO 40XVP, Cambridge, 2004). Las
muestras se fijaron a un cubreobjeto y se cubrieron con una delgada capa de oro en un dispositivo de
pulverizacion catodica. Las iméagenes digitales fueron obtenidas a 5.0 kV usando 2000x de magnificacion. Se
tomaron fotografias transversales y de la superficie superior de las peliculas.
Resistencia al agua
indice de swelling (1S): Cada pelicula fue cortada en circulos de 2,5 cm de diametro, los cuales fueron
pesados (m;) y sumergidos en 100mL de agua destilada (25°C) en un sistema agitado durante 2 minutos. La
muestra himeda se secé cuidadosamente con un material absorbente para eliminar el exceso de agua de la
superficie y se volvio a pesar (ms). El indice de swelling fue calculado como:

IS (%) = (mf—mf-)*loo 1)

m;

Se realizaron tres determinaciones independientes por cada pelicula reportandose el valor promedio
acompafiado de su desviacién estandar.

Absorcion de agua (AG): La habilidad de los films para absorber agua fue determinada midiendo el peso
ganado de la pelicula (expresado en porcentaje) después de ser almacenada a 95% HR (usando una solucién
saturada de KNOj3 en agua destilada) en un desecador a 25°C por dos semanas. La cantidad de agua
absorbida fue calculada como:

AG (%) = W 2

Donde Py es el peso de la muestra antes del experimento de absorcion de agua y Pr es el peso después de dos
semanas. Por cada pelicula se efectuaron tres determinaciones independientes reportandose el valor
promedio y su desviacion estandar.

Velocidad de transmisiéon de vapor de agua (VTVA) y Permeabilidad al vapor de agua (PVA): La
transferencia de vapor de agua a traves de la pelicula se determin6 de acuerdo al método
ASTM E-96 (ASTM 1995); el mismo consistié en sellar herméticamente con la muestra de la pelicula, la
boca de una celda de permeacion que contenia agua (HR= 100%). La celda se colocé en un ambiente con
temperatura y humedad relativa controladas generando asi un gradiente de actividad de agua entre el interior
y exterior de la celda. El peso de la celda se registro periédicamente para determinar el flujo de vapor de
agua a través de la pelicula, hasta alcanzar el equilibrio en las condiciones de ensayo. La velocidad de
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trasmision de vapor de agua (VTVA) se obtuvo de la pendiente de la recta obtenida mediante una regresion
lineal de los datos experimentales del peso de la celda en funcion del tiempo (Ec. 3) y la permeabilidad de
vapor de agua (PVA) se determiné por la Ec. 4.

P
VIVA = — 3)
VTV Axx
PVA =2 (4)

Donde P es el incremento en peso (g), t es la duracion del experimento (dias), A es el area de permeacion
(32,17 cm?), x es el espesor de la pelicula (mm) y [P es la diferencia de presion de vapor de agua a ambos
lados de la pelicula (kPa). Los ensayos de PVA fueron realizados por duplicado.

Comportamiento térmico

Se realiz6 por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) empleando un equipo Perkin Elmer Pyris | (USA).
Las muestras, entre 5y 15 mg, se ubicaron en celdas de aluminio cerradas herméticamente. Las mismas se
equilibraron a 25°C, manteniendo la temperatura por 2 min, luego se calentaron hasta 250°C a una velocidad
de 10°C/min a fin de evaluar el comportamiento de fusion. Se realizaron dos ensayos independientes de cada
muestra.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como el valor medio de n determinaciones y fueron acompafiados por su
desviacion estandar. Las diferencias significativas se analizaron mediante ANOVA doble y test de Fisher
(0=0,05). Se utiliz6 el software de analisis estadistico InfoStat Version 2011 (Di Rienzo et al. 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la medicion del espesor de las peliculas se muestran en la Tabla 1. Los valores obtenidos
estuvieron entre 56,4 y 358,8 [Im. Para las peliculas elaboradas con 1 y 2% m/m de pectina, aunque se
observo una tendencia de aumento del espesor promedio a medida que la proporcion de ceras incrementd, el
andlisis estadistico no arrojé diferencias significativas. En cambio, las peliculas elaboradas con 3% m/m de
pectina y proporciones de cera 0,2 y 0,3, presentaron un incremento significativo del espesor con respecto a
la elaborada con una proporcién de cera de 0,1 indicando que a este nivel de pectina, el agregado de ceras
contribuye significativamente en el espesor de las peliculas. Es importante resaltar que las peliculas
obtenidas con concentraciones de 1y 2% m/m de pectina fueron mas flexibles y mas adecuadas para trabajar
que las elaboradas con 3% m/m.

Tabla 1. Espesor de las peliculas (| Im).

Proporcion de ceras de girasol
(g ceras/g pectina)

Pectina (% m/m)

0,1 0,2 0,3
1 56,4 +17,1° 64,2 £ 17,7° 70,3 20,9
2 119,2+27,1* 1346+67,7¢ 1585+ 71,7%
3 140,3+29,4* 296,9+83,8" 358,8+110,6°

Valores medios * desviacion estandar, n=5.
Valores en la misma fila seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05)

La microestructura de las peliculas pudo ser observada mediante imagenes obtenidas por SEM. Las
fotografias tomadas de la superficie de arriba de las peliculas (la superficie en contacto con el aire en el
secado) se muestran en la Figura 1. Las imagenes revelaron la presencia de ceras depositadas principalmente
en la superficie superior, observandose una tendencia de migracion de las ceras debido a la diferencia de
densidad entre ellas y los otros componentes de la pelicula. En las peliculas con la proporcién més baja de
cera (proporcién 0,1 g ceras/g pectina) se observaron algunas grietas, mientras que en aquellas elaboradas
con las proporciones mas altas pudo notarse la presencia de cimulos de ceras.
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Figura 1. Fotografias SEM de las peliculas. Superficie superior. % m/m pectina — proporcion de ceras a) 1 -
0,1;b)1-0,2;¢)1-0,3;d)2-0,1;e)2-0,2;f)2-0,3;g)3-0,1; h) 3-0,2; i) 3-0,3.

En la Figura 2 se presentan las imagenes SEM de las peliculas tomadas de forma transversal, observandose
que a medida que la cantidad de ceras aumenta, ademéas de depositarse en la superficie de arriba, también
logran dispersarse y distribuirse en zonas del medio y abajo. Dicha dispersion del lipido en el espesor de la
pelicula contribuiria a mejorar caracteristicas de permeabilidad y resistencia al agua ya que de esta manera,
el camino por recorrer de las moléculas de agua que atraviesan la pelicula es mas dificil. Por lo tanto se
brinda una mejor barrera, caracteristica que es atribuida a las ceras de girasol.
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Figura 2. Fotografias SEM de las peliculas. Transversal. % m/m pectina — proporcion de ceras a) 1 - 0,1; b)
1-0,2;¢)1-0,3;d)2-0,1;€)2-0,2;f2-0,3;09)3-0,1;h)3-0,2;i)3-0,3.

Los resultados de analisis de resistencia al agua como son el indice de swelling (1S%) y la absorcién de agua
(AG%) de las peliculas se muestran en las Tablas 2 y 3 respectivamente. Con el incremento en la proporcion
de ceras, los valores de IS presentaron una tendencia de aumento en peliculas con 1% m/m de pectina, cuyo
comportamiento es contrario a lo encontrado en peliculas con 2 y 3% m/m de pectina, en donde se evidencia
una disminucion. El andlisis estadistico arroj6 diferencias significativas en valores de IS con la proporcion
mas baja de ceras en los niveles de 1y 2% m/m de pectina, mientras se observaron diferencias significativas
en las tres proporciones de ceras en el nivel 3% m/m de pectina. Estos resultados indican que en las peliculas
elaboradas con 1% m/m de pectina, el aumento en la cantidad de ceras promueve una mayor interaccion
entre el agua y la matriz polimérica y un incremento en el volumen de las mismas; contrario a lo que sucede
en los niveles de pectina de 2 y 3% m/m en donde los valores de IS son mas altos a bajas proporciones de
ceras.
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Tabla 2. indice de swelling (%).
Proporcién de ceras de girasol

Pectina (% m/m) (g ceras/g pectina)
0,1 0,2 0,3
1 97,48+ 7,64° 112,84+586° 121,51+7,80°
2 115,93 £10,00° 91,88 + 13,342 81,51+2,20°
3 89,80 + 3,26 ¢ 83,01+280° 75,54 £ 2,46 °

Valores medios + desviacion estandar, n = 3
Valores en la misma fila seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05).

Asi mismo, los valores de AG también se vieron influenciados por el agregado de ceras, especialmente en las
peliculas elaboradas con 2% m/m de pectina, donde se evidencia una disminucion de la capacidad de
absorcion de agua de las peliculas con el agregado de ceras de girasol. En las peliculas que contienen 3%
m/m de pectina, se evidencia una variacion de los valores de AG, siendo significativamente diferente el
encontrado con la proporcion 0,2. El valor mas bajo de AG fue el encontrado en peliculas con niveles méas
altos de pectina y ceras, indicando la contribucion del caracter hidrofobo atribuido a las ceras de girasol.

Tabla 3. Absorcion de agua (%).
Proporcion de ceras de girasol

Pectina (% m/m) (g ceras/g pectina)
0,1 0,2 0,3
1 35,27+3,70% 3221+3,72% 3410+1,71%
2 3291+147° 2598+4,69% 2536+2,02°%
3 1920+0.942 2564+168° 17,77+3,292

Valores medios + desviacién estandar, n = 3
Valores en la misma fila seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05)

Los valores de velocidad de transmisién de vapor de agua (VTVA) y permeabilidad al vapor de agua (PVA)
se muestran en la Tabla 4. Respecto a VTVA, el andlisis estadistico arroj6 diferencias significativas entre los
valores encontrados para las peliculas con 1 y 2% m/m de pectina, apreciandose una mayor disminucién de
la velocidad de transmision de vapor de agua con el incremento en la proporcion de ceras comparada con la
encontrada en peliculas con 3% m/m de pectina, confirmando las propiedades de barrera al vapor de agua
gue poseen las ceras de girasol.

El rango de valores encontrados para PVA estuvo entre 5,642 x 10y 1,843 x 10° g mm/kPa dia cm?. En
peliculas con 1y 2% m/m de pectina, se observa que los valores medios de permeabilidad disminuyeron con
la adicion de ceras, aunque fue significativo estadisticamente sélo en las peliculas con 1% m/m de pectina.
En aquellas elaboradas con 3% de pectina se aprecia estadisticamente un aumento en la permeabilidad con la
adicion de ceras, lo que podria atribuirse al significativo aumento del espesor en las proporciones 0,2 y 0,3
con respecto a la de 0,1 (véase Tabla 1).
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Tabla 4. Velocidad de transmision de vapor de agua (VTVAx10? g/dia cm?) y permeabilidad al vapor de

agua (PVAx10® g mm/kPa diacm?).

Pectina (% m/m)

Proporcion de ceras de girasol

(g ceras/g pectina)

0,1 0,2 0,3
VTVA
1 11,077 £ 1,268 8,767 + 0,114%® 8,067 + 0,004%
2 6,923 £0,520° 6,428 + 0,039% 5,714 +0,161°
3 5,689 + 0,296 5,425+ 0,048% 5,304 + 0,141°
PVA
1 2,417 £0,055° 2,224 +0,223* 1,843 + 0,089%
2 3,202 +0,057* 2,669 +0,862* 2,480 + 0,287¢
3 2,926 +1,015* 5,642 +0,229° 5,636 + 0,943°

Valores medios + desviacion estandar, n = 2
Valores en la misma fila seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05)

En la Figura 3 se muestra el comportamiento térmico representativo de las peliculas. En todas las muestras

se observo un pico de fusion de las ceras a aproximadamente 74-80°C y un cambio entélpico asociado a
dicha fusion entre 12,334 y 56,235 J/g.

Tp=77,70°C

AH = 30,9214 Jig

2
2 -
21

254 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatura (°C)

Figura 3. Perfil térmico representativo de las peliculas de pectina y ceras de girasol.

Flujo de calentamiento (mW)

CONCLUSIONES

A partir de emulsiones de pectina y ceras de girasol fue posible obtener peliculas flexibles y adecuadas para
manipular. En general, la superficie lograda en todas las muestras fue uniforme, obteniéndose un cambio
significativo de espesor de las peliculas con la inclusién de las ceras en peliculas con 3% de pectina. Las
imagenes estructurales mostraron primero una migracion de la fase lipidica hacia la parte superior de las
peliculas debido a la diferencia de densidad entre los componentes hidréfobos y la matriz polimérica; y
también una buena distribucion de estos componentes a medida que la cantidad de ceras aumentd. Los
resultados de permeabilidad y resistencia al agua de las peliculas se vieron influenciados significativamente
por el agregado de ceras de girasol, indicando el caracter de barrera aportado por las mismas y siendo
complemento de las propiedades brindadas por la pectina a la matriz polimérica. Los andlisis realizados
mostraron peliculas con caracteristicas satisfactorias para ser aplicadas a alimentos, brindando proteccion y
barrera al deterioro de los mismos.
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RESUMEN

El objetivo fue aislar, identificar y evaluar la actividad antagonista de bacterias acido lacticas presentes en
moluscos (vieira, mejillon y almeja) de la costa patagonica argentina. Las tres cepas seleccionadas fueron
identificadas como Enterococcus mundtii por medio de pruebas bioquimicas y PCR. La actividad antagonista
de las cepas se evalué mediante el ensayo de difusion en agar frente a bacterias de coleccidn a pH original y
ajustado a 6,00. A pH original, todos los sobrenadantes libres de células (SLC) mostraron actividad contra
Listeria innocua, Escherichia coli y Lactobacilus plantarum. Ademas los SLC de las cepas aisladas de vieira
y almeja fueron capaces de inhibir el crecimiento de Psedomonas fluorescens. A pH 6,00 también se
determino el titulo de los SLC. Todos ellos presentaron actividad contra L. innocua, E. coli y Lb. plantarum.
Adicionalmente, el SLC proveniente de la cepa aislada de mejillon, mostré actividad inhibitoria contra Ps.
fluorescens. La actividad de los SLC a pH 6,00 se mantuvo hasta la dilucién 167, llegando en algunos casos
hasta 641, El uso de las sustancias producidas por las cepas estudiadas podria ser promisorio para inhibir el
desarrollo de microorganismos cominmente presentes en pescado.

Palabras clave: bacterias acido lacticas, sustancias tipo bacteriocinas, Enterococcus mundtii, pescado
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ABSTRACT -
The objective was to isolate, identify and assess the antagonist activity of lactic acid bacteria present in
mollusks (scallop, mussel and clam) from the Patagonian coast in Argentina. Selected strains were identified

as Enterococcus mundtii by biochemical assessment and PCR. The strain’s antagonist activity was evaluated

by the well diffusion agar assay against bacteria at the original pH, and at pH 6.00. At the original pH, all

cell free supernatants (CFS) showed activity against Listeria innocua, Escherichia coli and Lactobacilus
plantarum. Furthermore, CFS from scallop and clam could inhibit the growth of Pseudomonas fluorescens.

At pH 6.00 the titer of the CFS was also determined. All strains showed activity against L. innocua, E. coli

and Lb. plantarum. Additionally, the CFS from the mussel had activity against Ps. fluorescens. The activity

of the CFS at pH 6.00 ranged from dilutions of 167 to 64*. The use of the substances produced by the
studied strains would be promising to inhibit the development of microorganisms commonly present in fish.

Key words: lactic acid bacteria, bacteriocin like substances, Enterococcus mundtii, fish

INTRODUCCION

El pescado es un alimento altamente perecedero. Entre los procesos de deterioro que limitan su vida atil
pueden mencionarse reacciones quimicas y enzimaticas, sin embargo, la causa principal es el crecimiento de
microorganismos (Gram 2010). Debido a su répido deterioro y a que frecuentemente el pescado se consume
lejos del lugar de captura, la congelacién resulta ser el método mas utilizado para extender su vida Util
(Gémez-Sala et al. 2016). Aunque la congelacion es més efectiva que la refrigeracion, no logra conservar
todas las caracteristicas del producto fresco. Esto genera una nueva problematica con los consumidores,
quienes demandan alimentos de alta calidad, con caracteristicas similares al producto natural, seguros,
minimamente procesados y cuyas propiedades se conserven por el mayor tiempo posible (Ghalfi et al. 2006,
Balciunas et al. 2013). Como consecuencia, la busqueda de nuevas tecnologias para la preservacion de
pescado resulta de interés.
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En este contexto, en los Ultimos afios, la biopreservacion ha captado gran atencién. Esta se basa en la
extension de la vida Gtil y el aumento de la seguridad de un alimento a través del uso de bacterias, o de la
accion antimicrobiana de alguno de sus productos (Tomé et al. 2008). Entre los microorganismos utilizados
para la biopreservacion de alimentos se destacan las bacterias acido lacticas (BAL). Estas son bacterias que
se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y que son consideradas aptas para el consumo (Rivas
et al. 2012). Las BAL han sido utilizadas en la tecnologia de alimentos a lo largo del tiempo (Deegan et al.
2006). Actualmente se utilizan para la produccion de numerosos alimentos como coadyudantes, pero sus
propiedades para la preservacion de alimentos no han sido totalmente explotadas (Mokoena et al. 2016).

La accion antagonista de las BAL se basa en su capacidad para competir con la flora nativa por nutrientes
especificos y en su capacidad para producir diversas sustancias como acido lactico, perdxido de hidrdgeno,
diacetilo y péptidos (Deegan et al. 2006, Tomé et al. 2008). Inicialmente se creyd que estos péptidos tenian
actividad muy selectiva y que inhibian Gnicamente el crecimiento de bacterias taxonémicamente cercanas.
Sin embargo, en los Gltimos afios se ha demostrado que pueden tener una actividad mas amplia, lo cual
transforma a las BAL en una herramienta viable para la preservacion de alimentos (Schelegueda et al. 2015).
En el marco de esta problemaética, el objetivo del presente trabajo fue aislar, identificar y evaluar la actividad
antagonista de BAL presentes en moluscos de la costa patagdnica argentina.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y seleccién de las cepas

Para llevar a cabo el estudio, se recolectaron especimenes de moluscos en la costa noreste de la provincia de
Chubut, Patagonia Argentina en los meses de abril y mayo del afio 2016. Los moluscos utilizados fueron
ejemplares de vieira tehuelche (Aequipecten tehuelchus), almeja rayada (Ameghinomya antiqua) y mejillones
(Mytilus edulis platensis). Para aislar las bacterias presentes en dichos organismos, se tomd asépticamente
una alicuota de 1 g de visceras de moluscos y se coloc6 en medios selectivos para BAL con la finalidad de
realizar un enriquecimiento. Los caldos utilizados fueron caldo de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) sin acetato
de sodio y MRS a pH 5,4 (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia). Para seleccionar las cepas, se estudio la
actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de células (SLC) contra Listeria innocua aplicando el
método de difusion en agar, el cual se detallara mas adelante. El origen de las cepas seleccionadas y el medio
utilizado para cada aislamiento puede observarse en la Tabla 1.

Tabla 1. Especie, origen y medio de aislamiento de las cepas seleccionadas

Cepa E.SpeC'.e del Origen Medio de aislamiento
aislamiento

Playa Bengoa, Golfo San José, Peninsula

CH3 Vieira Valdés, Departamento Biedma MRS sin acetato
Playa Bengoa, Golfo San José, Peninsula

CH13 Almeja Valdés, Departamento Biedma MRS pH 5,4

Caleta Carolina (Camarones), Departamento
CH42 Mejillon Florentino Ameghino MRS sin acetato

Cada muestra fue incubada durante 24 horas a 30°C. De los caldos en los cuales se observo turbidez, se
realiz6 un aislamiento en placas de Petri con agar MRS. Las placas se incubaron durante 24 h a 30°C. Luego
se seleccionaron las colonias en funcidn de la coloracion de Gram, la morfologia celular y las pruebas de la
catalasa y oxidasa. Las cepas se conservaron a -30°C en caldo MRS vy glicerol 10% (v/v) para su posterior
uso.

Identificacion fenotipica de las cepas seleccionadas

Las tres cepas seleccionadas, fueron identificadas preliminarmente a nivel de género mediante el crecimiento
a 45°C, a pH 9,6; hidrdlisis de la esculina en presencia de sales biliares (40%), actividad de pirrolidonil
aminopeptidasa (PYR) y leucina-aminopeptidasa (LAP).
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Las colonias seleccionadas pertenecientes al género Enterococcus se identificaron a nivel de especie
mediante fermentacion de azlcares y produccion de pigmento segin el esquema propuesto por Manero y
Blanch (1999).

Identificacion genotipica de las cepas seleccionadas

Luego de la identificacidn fenotipica preliminar, las cepas seleccionadas se confirmaron mediante la reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR). Para tal fin, las cepas de enterococos se incubaron a 37°C durante 12

horas en caldo MRS, se centrifugaron a 10000 rpm durante 5 minutos y el ADN se extrajo utilizando un
equipo comercial de purificacion Wizard Genomics, Promega (Madison, Wisconsin, Estados Unidos). Los
cebadores y protocolos utilizados para la amplificacion de los genes especificos de especies fueron los
descritos por Jackson et al. (2004), mientras que para la identificacion de género se utilizaron los cebadores

rrs (16S ARNrr) descrito por Kariyama et al. (2000) como un control interno de PCR.

La reaccién se llevo a cabo en un termociclador Mastercycler® (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). La
electroforesis de los productos de la amplificacion genética se realizd en gel de agarosa al 1,2 %, a 70 V
durante 1 h en buffer TAE (Tris, acido acético, EDTA, pH 8). Luego de finalizada la corrida, el gel se coloco
durante 20 minutos en una solucion de buffer TAE y bromuro de etidio de 0,5 pg/mL; posteriormente se lo
visualiz6 con luz UV en un transiluminador, se fotografié y se archivd.

Determinacion de factores de virulencia

Actividad de la gelatinasa

La prueba se realiz6 en agar tripticasa soja (Britania, Argentina) suplementado con 0,8% (m/v) de gelatina.

Las placas se incubaron durante 48 horas a 37°C y se revelaron con una solucion de tricloroacético al 20%

(v/v). Las zonas claras alrededor de las cepas se consideraron como positivas (Kanemitsu et al. 2001).

Actividad hemolitica

La produccién de hemolisinas se evalud en agar cerebro-corazon (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia)
suplementado con sangre desfibrinada de conejo al 5%, luego de una incubacion a 37°C durante 48 horas.

Los resultados se interpretaron como positivos cuando se observé un halo de hemdlisis completa alrededor

de las colonias ([1-hemodlisis)

Resistencia a vancomicina

Para la busqueda de microorganismos con potencial resistencia se sembraron 5 (11 de suspensiones 45
bacterianas de 1x10° células/ml en placas de agar bilis-esculina (Merck, Alemania) suplementado con
vancomicina (6 [g/ml) seglin las recomendaciones de Domig et al. (2003). Las placas se incubaron durante
48 horas a 37°C y se considerd crecimiento cuando se observo desarrollo de color negro en el medio citado.
Estudio de la actividad antagonista

Obtencidn de los sobrenadantes libres de células

El primer paso para la determinacion de la actividad antagonista de las cepas seleccionadas fue la obtencion
de los SLC que se realiz6 segun el método descripto por Schelegueda et al. (2015). Para ello, las bacterias se
inocularon en caldo MRS, se incubaron durante 24 horas a 30°C y se centrifugaron a 6000 rpm a 4°C por 10
minutos. Los pellets resultantes se resuspendieron en 2 ml de caldo de tripteina soja -TSB- (Biokar
Diagnostics, Beauvais, Francia) con 10% de glicerol y se almacenaron a -18°C para su conservacion.

Los SLC se calentaron a 100°C durante 5 minutos, con el objetivo de inactivar proteasas. Cada SLC se
separ6 en dos alicuotas, a una de ellas se le midié el pH y a la otra se le ajust6 el pH a un valor de 6,00
utilizando NaOH 1M. Finalmente, los SLC se esterilizaron por filtracion (filtros de 0,20 um de poro,
Sartorius, Stedim Biotech, Alemania) y se almacenaron a 4°C.

Cepas indicadoras

Como cepas indicadoras se utilizaron las siguientes bacterias de coleccion para representar la flora
deteriorativa usualmente aislada de productos de la pesca: Pseudomonas fluorescens ATCC 49838,
Shewanella putrefaciens ATCC 8071 y Lactobacillus plantarum ATCC 8014. Ademas, se trabajé con
Listeria innocua ATCC 33090 como alternativa al patdgeno Listeria monocytogenes. Se ha observado que
dichos microorganismos responden de manera similar cuando son expuestos a distintos factores de estrés
(Friedy et al. 2008). Escherichia coli ATCC 8739 y Staphylococcus aureus ATCC 6538 se incluyeron como
indicadoras de las condiciones higiénicas de proceso. Antes de su uso, todas las bacterias fueron inoculadas
en caldo TSB e incubadas por 24 horas a 30°C, dos veces.

Ensayo de difusién en agar

La actividad antagonista se evalué por medio del método de difusién en agar (Schelegueda et al. 2015). Para
ello, se inoculé un agar TSA al 1,2% con 108 UFC/ml de los cultivos indicadores y se prepararon placas de
Petri, dispensando 20 ml del agar inoculado en cada una. Cuando el agar estuvo solidificado, se formaron
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pocillos de 6 mm de diametro, utilizando un sacabocados. Se colocaron 50 pl de SLC (con o sin pH
ajustado) en cada pocillo. Las placas se incubaron a 4°C por 2 horas para facilitar la difusion en el agar y
luego a 30°C por 24 horas. Luego de la incubacion se midi6 el diametro de los halos de inhibicion. Como
control se utilizd caldo MRS. Ademas, se determind el titulo de los SLC a pH 6, mediante el ensayo de
difusion en agar, realizando diluciones seriadas en caldo MRS (2%, 47, 81, 16, 321, 64, 1281y 2561).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion

De todos los moluscos recolectados, se aislaron 80 cepas. Entre ellas, se seleccionaron 3, tomando como
referencia su actividad antagonista contra L. innocua.

Los analisis para la identificacién fenotipica fueron positivos en todas las pruebas, lo cual es indicativo del
género Enterococcus. En la Tabla 2 se resumen los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas. Se
comprobd que todas las cepas presentan actividad enziméatica de PYR y LAP, producen pigmento amarillo y
son capaces de fermentar arabinosa, manitol y ribosa. Ello permite identificar en forma preliminar a las tres
cepas como Enterococcus mundtii.

Tabla 2. Resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas

L Cepa
Prueba bioguimica
CH3 CH13 CH42
Actividad PYR + + +
Enzimatica LAP + + +
Arabinosa + + +
Glucopiranésido - - -
Fermentacion Manitol + + +
De Rafinosa - - -
Azlcares Ribosa + + +
Sacarosa - - -
Sorbosa - - -
Produccion de pigmento + + +

Utilizando el par de cebadores descrito para la identificacion de género se obtuvo una ampliacion de 320
pares de bases para las 3 cepas seleccionadas, mientras que para la identificacion a nivel de especie se obtuvo
una ampliacion de 98 pares de bases correspondiente a E. mundtii.

Evaluacion de la presencia de factores de virulencia

Ninguna de las cepas presento resistencia a vancomicina, licuefaccién de gelatinasa, ni actividad hemolitica.
Los resultados obtenidos indican que las cepas podrian ser utilizadas en productos destinados a la
alimentacion humana.

Actividad antimicrobiana

En cuanto a la actividad antimicrobiana, se encontr6 que el efecto inhibitorio fue variable dependiendo del
origen de la cepa y del pH estudiado. A pH original todos los SLC mostraron actividad contra L. innocua,
Lb. plantarum y E. coli. Ademas, los SLC provenientes de las cepas CH3 y CH13 mostraron actividad contra
Ps. fluorescens. Por otro lado, al aumentar el pH hasta un valor de 6,00, la actividad antagonista contra L.
innocua, Lb. plantarum y E. coli se conservd, lo que sugiere que la accion inhibitoria no se debe a la
acidificacion. Sin embargo, al pH original (4,72-5,00), la actividad antagonista fue mayor en la mayoria de
los casos. Ello pone de manifiesto que existiria un efecto sinérgico entre los dos factores de conservacion: la
sustancia antagénica producida por las diferentes cepas de E. mundtii y la acidificacion del medio. Segun
Omar et al. (2013), las bacterias productoras de enterocinas, como las pertenecientes al género Enterococcus,
pueden presentar actividad contra bacterias Gram negativas y su actividad inhibitoria se ve aumentada si
dichas enterocinas se combinan con otros factores que aumenten la permeabilidad de la membrana externa,
como por ejemplo el descenso del pH.
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Tabla 3. Didmetro de los halos de inhibicion (mm)

Microorganismo Cepa
e CH3 CH13 CH42
pH 5,00 pH 6,00 4,96 6,00 4,72 6,00
L. innocua 20 18 19 17 22 18
Lb. plantarum 25 16 23 17 20 18
E. coli 10 18 20 18 18 17
Ps. fluorescens 10 - 12 - - 12
St. aureus - - - - - -
S. putrefaciens - - - - - -

En cuanto al titulo realizado a pH 6,00, los tres SLC inhibieron el crecimiento de L. innocua, Lb. plantarum
y E. coli a pesar de encontrarse diluidos (Tabla 4). Ademas, el SLC proveniente de la cepa CH42 inhibié el
desarrollo de Ps. fluorescens, hasta una dilucion de 16™. En investigaciones previas, se destaca que las BAL,
suelen poseer actividad contra microorganismos genéticamente cercanos (O’Connor et al. 2015, Yi et al.
2016), y que no es comun su actividad contra microorganismos Gram negativos (Santos et al. 2016, Casaburi
et al. 2016). Sin embargo, Schelegueda (2014), reportd resultados similares a los obtenidos en este trabajo,
ya que observé que E. mundtii ETW56 presenta actividad inhibitoria contra bacterias Gram positivas, y
contra algunas Gram negativas, como Ps. aeruginosa y Ps. fluorescens a pH 5,00 y 5,50. Adicionalmente,
segun Ferreira (2007), se han aislado cepas de E. mundtii con actividad antagonista contra Salmonella
enteriditis.

Tabla 4. Maxima dilucién a la cual se obtuvo actividad inhibitoria

Microorganismo Cepa
indicador CH3 CH13 CH42
L. innocua 1281 32! 167
Lb. plantarum 32! 641 167
E. coli 641 641 16+
Ps. fluorescens - - 167
S. putrefaciens - - -
St. aureus - - -

CONCLUSIONES

Las tres BAL seleccionadas fueron identificadas como Enterococcus mundtii, y en todos los casos se observd
buena actividad antagonista contra las bacterias indicadoras de interés. Aunque los tres SLC inhibieron el
crecimiento de L. innocua, Lb. plantarum y E. coli, su actividad antagonista fue variable cuando se los
estudid contra Ps. fluorescens. La cepa CH42 fue la Unica capaz de inhibirla, pero sus titulos con las
restantes bacterias indicadoras a pH 6 fue el menor de todos. Esto indicaria que una mezcla de los SLC seria
una buena opcién para potenciar su capacidad antagonista. Fue posible descartar el efecto de la acidificacion
en la inhibicién de las bacterias indicadoras, razon por la cual se puede inferir que las BAL estudiadas son
capaces de producir sustancias con actividad antagonista. En estudios posteriores se realizaran los ensayos
correspondientes para confirmar la produccion de las mismas. Por ultimo, pudo comprobarse la ausencia de
factores de virulencia. En base a lo comentado, es posible concluir que las tres cepas aisladas tienen
potencial aplicacion en la biopreservacion de alimentos.
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RESUMEN

Se estudié la estabilidad de un caramelo comercial tipo toffee con recubrimiento de alginato portador de
acido L-(+)-ascérbico (AA) (COAT) como envase primario, frente a la estabilidad del mismo con su
envoltorio primario original (CONTROL). Los caramelos fueron almacenados a 57,7% de humedad relativa,
25 °C, en aire, durante 12 meses. En ambos caramelos, la actividad de agua (aw) se mantuvo constante y la
temperatura de transicion vitrea (Tg) fue menor a 25°C (sistemas amorfo goma) en todo el almacenamiento.
La Tg en los caramelos COAT fue menor que en los caramelos CONTROL, esto podria relacionarse al
contenido de humedad el cual aumento en los caramelos COAT durante los primeros 6 meses. Los espectros
de emisidn-excitacién demostraron la aparicion de productos de oxidacion a los 3 meses de almacenamiento
en ambos caramelos, siendo a cada tiempo estudiado, mayor la intensidad de los picos en los caramelos
CONTROL,; a su vez, los ensayos del acido tiobarbitdrico (TBA) mostraron valores significativamente
menores de malondialdehido (MDA) en COAT. El reemplazo de un envase biodegradable por un
recubrimiento comestible en un caramelo tipo toffee podria ser factible y ventajoso al retrasar la oxidacion
del mismo mediante la incorporacion del AA.

Palabras Clave: recubrimiento de alginato, caramelo, cido ascérbico, oxidacién.

ABSTRACT

The stability of a commercial toffee with a primary packaging made of an alginate coating (COAT) loaded
with L-(+)-ascorbic acid (AA) was evaluated against the toffee with its original primary packaging
(CONTROL). Toffees were stored at relative humidity (57.7%), 25°C and in the presence of oxygen for a
period of 12 months. In both systems, the water activity (aw) remained constant and the glass transition
temperature (Tg) was lower than 25 °C (amorphous rubbery systems) throughout the entire storage. Tg value
determined in COAT was lower than that observed in CONTROL. This fact could be related to moisture
content which increased in COAT in the first 6 months. Emission-excitacion spectra showed the appearance
of oxidation products at 3 months of storage in both systems. At each time studied, CONTROL toffee
showed higher intensity of the peaks than COAT, while these systems showed significantly lower
malondialdehyde (MDA) values in TBA assays. The replacement of a biodegradable container by an edible
coating in a toffee may be feasible and advantageous to delay the oxidation by loading AA.

Keywords: alginate coating, toffee, ascorbic acid, oxidation

INTRODUCCION
El caramelo es uno de los productos de confiteria mas utilizado después del chocolate (Bouzas 1999). Existe
una gran variedad de caramelos, entre los que se encuentran los caramelos duros y los caramelos suaves
(toffees). EI caramelo toffee contiene 1-6% de humedad, consiste en una mezcla de distintos ingredientes
(jarabe de glucosa, leche, grasas vegetales) y se fabrica por calentamiento de la mezcla a una temperatura
comprendida entre 118 y 130°C (Minifie 1989). Este tipo de caramelo es masticable y no necesita
refrigeracion durante el almacenamiento (Edwards 2001).

Los caramelos estan elaborados a partir de azUcar, la cual puede presentarse en diferentes estados: amorfo,
vitreo o cristalino. Los caramelos tipo toffee se encuentran en el estado amorfo. Si alguna de las condiciones
del proceso varian como la temperatura o el contenido de humedad en el producto esto provocaria un cambio
del estado amorfo al estado vitreo (Lim 2007); es decir, habria una transicion de fases provocando cambios
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fisicoquimicos importantes por lo cual es critico en estos caramelos la accién protectora del envoltorio.

Los recubrimientos comestibles elaborados con biopolimeros estan destinados a funcionar como barreras
pudiendo prolongar la vida util de los alimentos. Estos proveen de proteccion contra la contaminacion
microbiana externa, actan como barrera al vapor de agua y gases, y también pueden ser utilizados para
vehiculizar aditivos, tales como antimicrobianos, agentes antioxidantes, colorantes, etc. (Han 2000, Cuppett
1994, Flores 2007, Campos et al. 2011). Muchos biopolimeros han llamado la atencién debido a su
propiedad de formar peliculas y recubrimientos comestibles (Lai y Padua 1997). El alginato es un
biopolimero que viene siendo muy aplicado al desarrollo de materiales biomédicos y, en el campo de los
alimentos, al desarrollo de recubrimientos y peliculas comestibles (Lee y Mooney 2012). Es un copolimero
constituido por acidos gulurénico (G) y manurénico (M), lo que da lugar a alginatos con distintos
desempefios en funcion de la proporcion y distribucion de bloques GG, MM y MG-GM en las
macromoléculas de alginato. So6lo los blogues GG, y con al menos 10-14 unidades de G, son los que pueden
ser entrecruzados por el Ca?*, presentando asi la capacidad de gelificar (Braccini y Pérez 2001), lo cual hace
que el alginato encuentre una importante aplicacién en encapsulamiento (Stabler et al. 2001).

Conocida como vitamina C, el acido L-(+)-ascérbico (AA) es uno de los micronutrientes que participa en el
balance antioxidante-prooxidante en los seres humanos (Morrisey y O Brien 1998, Weisburger 1999). Es
un antioxidante soluble en agua, Util en la conservacion de alimentos. La estabilidad del AA se ve afectada
por las condiciones de procesamiento y almacenamiento, en funcion de un gran ndmero de factores tales
como la temperatura, humedad relativa, la presién parcial de oxigeno, la luz, y la permeabilidad y
configuracion del envase (Kitts 1997). Estudios anteriores demostraron que la compartimentalizacién del AA
en la matriz polimérica constituyente de una pelicula comestible ayuda a lograr la estabilizacion del AA, ya
gue puede impedir las interacciones del mismo con el oxigeno y/o con otros preservadores, nutrientes o
componentes de los alimentos. Ademas las peliculas pueden proporcionar una actividad antioxidante
localizada en las interfaces y de liberacion controlada (Ledn y Rojas 2007, Pérez et al. 2009, 2013, De’Nobili
etal. 2013 a, b).

El objetivo del presente trabajo consistié en reemplazar el envoltorio primario de un caramelo comercial tipo
toffee por un recubrimiento comestible de alginato portador de AA ya que constituye una estrategia
interesante para la preservacion de alimentos y, también del medio ambiente. A su vez, la incorporacion del
AA en el recubrimiento comestible podria retrasar la oxidacion del caramelo. Se realizaron diferentes
ensayos fisicoquimicos para estudiar la estabilidad fisico-quimica del caramelo y la oxidacién del mismo.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion del recubrimiento de alginato
La elaboracién del recubrimiento de alginato se realizé disolviendo alginato (1,5% p/p) (Manugel, FMC
BioPolymer) a temperatura ambiente en agua destilada, seguido del agregado de glicerol (0,5% p/p) como
plastificante, sorbato de potasio (0,03% p/p) (antimicrobiano) y AA (0,1% p/p) luego de haber calentado la
solucion del polimero en agua hasta 90°C. Una vez homogeneizada la solucion, se recubrieron los caramelos
tipo toffee sin su envoltorio primario original por inmersién durante diez segundos en la solucién de alginato.
Seguidamente fueron sumergidos durante diez segundos en una solucién cloruro de calcio (2% p/p). A
continuacion fueron escurridos y secados en un horno de conveccion forzada constante a 40°C durante 30
minutos. Luego, se dejaron enfriar en un desecador conteniendo CaCl, anhidro durante sesenta minutos a
25°C. Por ultimo, los caramelos COAT se envolvieron con el envase secundario de PVC metalizado del
caramelo comercial donde se encuentra impresa toda la informacién nutricional del mismo.

El sistema de caramelos CONTROL consistio en los caramelos con su envoltorio primario y secundario
original.

Todos los caramelos (COAT y CONTROL) fueron almacenados en un desecador de policarbonato
(Nalgene®, EEUU) de 27 cm de diametro a 25°C, 57,7% de humedad relativa (HR), en presencia de oxigeno
durante 12 meses. La HR fue condicionada por la saturacion de la atmésfera del “desecador” contenedor,
segun la presion de vapor de equilibrio generada por la solucién saturada contenida en el mismo (solucién
saturada de NaBr, aw® = 0,577) (Greenspan 1977).

Se tomaron muestras a los 0, 3, 6 y 12 meses para realizar los ensayos que se detallan a continuacion.
Actividad de agua (aw)

A lo largo del almacenamiento se midié la aw con un equipo Decagon AqualLab (Series 3 Water activity
meter, Estados Unidos), usando soluciones saturadas de sales con actividad de agua conogida, a 25°C: MgCl
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(aw® = 0,333), NaBr (aw® = 0,577) y NaCl (aw® = 0,752) (Greenspan 1977). Las mediciones se realizaron por
triplicado, informando para el andlisis el valor promedio y el desvio estandar correspondiente.

Luminosidad (L)

Fue medido como indicador de luminosidad en la escala Hunter Lab, utilizando un colorimetro Minolta
(CM-508d, Japon) con un angulo de apertura de 1.5 cm de didmetro (Leon et al. 2008). Los valores estandar
considerados fueron aquellos correspondientes al fondo blanco.

Humedad

Los caramelos fueron pesados en balanza analitica (0,0001 g) y colocados en pesafiltros de vidrio. Luego,
fueron deshidratados al vacio en estufa a 70°C hasta alcanzar peso constante, lo cual involucrd un periodo de
alrededor de 12 horas. Las determinaciones fueron realizadas en seis muestras de caramelos de cada
condicion evaluada (Flores et al. 2007), informa&ndose el promedio y el desvio estandar correspondiente.
Temperatura de transicion vitrea (Tg)

Se utiliz6 un DSC modulado (TA Instruments, Estados Unidos) para determinar la Tg (temperatura en el
punto medio de la transicién) a partir del segundo barrido de temperatura (5°C/min) realizado entre —60 y 70
°C. Se utilizaron ~ 10 mg de muestra colocados en una capsula de aluminio (40 pL) sellada herméticamente.
La muestra utilizada para los caramelos COAT se tomo del centro del caramelo (COAT centro) y de la
superficie del caramelo (COAT superficie), mientras que para los caramelos CONTROL se tom6 una
muestra del centro del mismo. DE esta manera, se realizaron comparaciones de 3 sistemas. Se utilizé una
capsula vacia como referencia. El ensayo fue realizado por duplicado.

Ensayos de compresion

Se utiliz6 una maquina universal de testeo Instron modelo 3345 (Estados Unidos) dotada de una celda de
carga de 5000 N, una punta de compresion tipo punzon de 4,8 mm de diametro y de un equipo informatico
de adquisicion y tratamiento de datos. Se realizé un ensayo de compresion uniaxial del material a una
velocidad de 0,42 mm/seg hasta un 85% de deformacion. Se obtuvieron curvas de fuerza vs. distancia, las
cuales se convirtieron a curvas de esfuerzo o stress normal (o) vs. deformacion relativa o strain normal (y).
Se calcul6 el Modulo de Young (E) a partir del valor de la pendiente en la porcidn inicial del test (regién
lineal) que cumple con la Ley de Hooke donde el esfuerzo es proporcional a la deformacién relativa. El
ensayo se realiz6 en nueve muestras a cada tiempo estudiado, obteniéndose como resultado el promedio con
el desvio estandar correspondiente.

Fluorescencia

Los espectros de fluorescencia fueron medidos mediante un espectrometro (LS 55 fluorescence Spectrometer
230V, PerkinElmer, Estados Unidos) montado con el accesorio front-surface de angulo variable y cubeta de
cuarzo de 10 mm. El angulo incidente sobre la muestra fue de 60° para minimizar la contribucion de la luz
reflejada y de la radiacion dispersada asi como el fendmeno de despolarizacion. Para la excitacion se utilizd
una lampara de xen6n. Se empled una apertura o slit de excitacion y emision de 2 nm, y un intervalo de
adquisicion y tiempo de integracion de 1 nm y 0,1 segundos, respectivamente. Las determinaciones fueron
todas realizadas a temperatura ambiente. Los espectros de emisién se registraron en el intervalo de longitud
de onda de 460 a 700 nm, aplicando la excitacion a 450 nm para cada una de las muestras de caramelos, por
duplicado.

Prueba del acido tiobarbiturico (TBA)

Se pesaron en balanza analitica 5,00 gr de caramelo en una bolsa plastica alta densidad para Stomacher. Se lo
diluyé con una solucién de tricloroacético 20%, homogeneizando en Stomacher. Luego, se complet6 a
volumen final con agua destilada (25,00 ml). Se centrifug6 y filtr6. Con una pipeta, se tomaron 5,00 mL del
sobrenadante y se colocé esta alicuota en un tubo de ensayo seco. Se agregaron 5,00 mL del reactivo TBA.
Luego, el tubo fue tapado y agitado enérgicamente. Se lo coloc6 a continuacion en un bafio termostatizado a
95,0°C durante 2 hs. Luego fue enfriado bajo corriente de agua durante 10 min hasta que alcanzé temperatura
ambiente. Se midi6 la absorbancia de la solucion obtenida en celdas de 10 mm a 530 nm, usando agua
destilada como referencia.

Se realizd el siguiente calculo para obtener el indice de TBA:

Indice de TBA=50-(A-B)/M (1)

donde:

A: Absorbancia de la muestra.

B: Absorbancia del blanco.

50: Factor aplicado si el matraz utilizado es de 25 mL y el ancho de las cubetas de 10 mm.

M: masa de la muestra, expresada en gramos.
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Anélisis estadistico de resultados

Para establecer diferencias significativas entre muestras, se realiz6 un ANOVA (a: 0,05) seguido por
comparaciones multiples con el test de Tukey. Para este analisis se utilizd el programa Statistica (version 6,
StatSoft, Inc. 2001, Estados Unidos).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron caramelos con recubrimiento de alginato con aspecto homogeéneo, con un valor de L= 30,2% +
2,5% mientras que los caramelos CONTROL presentaron un valor de L=40,9% =+ 1,5%. El valor menor de L
en los caramelos COAT significa una disminucion en la luminosidad y una tendencia mayor hacia el negro,
lo cual condice con el proceso de secado al que fueron sometidos los caramelos COAT en la aplicacién de la
cobertura de alginato, donde podrian haberse desencadenado reacciones de Maillard.

El agua esta presente en casi todos los alimentos y es responsable de una gran variedad de reacciones que
pueden traer como resultado la reduccion de la vida util de los productos. La manera para poder controlar
dichas reacciones es mediante el control de la actividad de agua de los alimentos. La aw en ambos caramelos
se mantuvo en un valor de 0,560 + 0,030 durante todo el almacenamiento por lo que al ser la misma menor a
0,6 no habria crecimiento microbiano.

Como se puede observar en la Figura 1, la humedad de los caramelos CONTROL se mantuvo constante
durante los primeros 6 meses mientras que en el segundo semestre tendié a disminuir, aunque no
significativamente. Los caramelos COAT presentaron una tendencia al aumento de humedad, no
significativo, durante los primeros 6 meses (Fig. 1), mientras que a los 12 meses de almacenamiento el valor
de humedad coincidi6 con el valor a tiempo 0.

Las diferencias en las humedades de los productos podrian interferir drasticamente en la textura del
caramelo. Se realizaron ensayos de compresion en los caramelos para evaluar la textura. Se observo que los
caramelos CONTROL a los 12 meses de almacenamiento presentaron un valor de E=130 + 20 Pa mientras
que el valor a tiempo inicial fue de E=92 + 8 Pa, lo que condice con la disminucién de humedad al final del
almacenamiento, dando como resultado un caramelo mas duro. En el caso de los caramelos COAT, el valor
de E fue menor a los 12 meses de almacenamiento (E=75 + 6 Pa), lo que resulta un caramelo mas blando.

53




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

=
~

=
N
—@—+—l—

o
o -
L

% Humedad
o
[e)]

o o
(ST

o
o
N
S

6 8 10 12 14
t (meses)

Figura 1: Porcentaje de Humedad (%) de los caramelos CONTROL (®) y COAT (M) a lo largo del
almacenamiento. Las barras indican el desvio estandar (n = 6).

La transferencia de humedad puede causar cambios en la Tg. Como se puede observar en la Figura 2, el

valor de Tg a lo largo de todo el almacenamiento en ambos sistemas fue menor a 25°C, lo que justifica que

los sistemas toffee estan en estado amorfo goma, plastificados quizas por la humedad que pudieran haber
ganado durante el almacenamiento, acorde a lo mostrado en la Figura 1. Se observé un aumento final de la

Tg (Fig. 2), en consonancia con la tendencia a la disminucion final del contenido de humedad observado a

los 12 meses de almacenamiento (Fig. 1). Las estructuras en estado amorfo goma poseen una Tg baja, menor 54
a la de almacenamiento, por lo que se encontrarian en un estado estable en lo que se refiere a lo requerido  ——
para un caramelo blando del tipo toffee. Si el producto se encontrara almacenado por debajo de la Tg, ciertas
propiedades se verian afectadas, la mas importante seria que la movilidad del agua se reduciria, su viscosidad
aumentaria y por lo tanto el producto empezaria a desarrollar una textura vitrea no caracteristica del mismo
(Roos Yrjo 1994). La determinacion de la Tg sirve para controlar y conocer la vida dtil de los productos y
evitar, en el caso de los caramelos duros, la pegajosidad, y en el caso de los caramelos suaves, el
endurecimiento (Cedefio Briones 2009). La Tg en los caramelos COAT fue menor que en los caramelos
CONTROL (Fig. 2), esto podria relacionarse al contenido de humedad; al aumentar el contenido de agua,
aumenta la movilidad de las moléculas y la Tg disminuye. La cobertura de alginato posee glicerol como
plastificante, esto podria justificar que la Tg medida en la superficie de los caramelos COAT sea menor que
la Tg medida en el centro de los mismos (Fig. 2).

La incorporacién del AA en el recubrimiento comestible podria retrasar la oxidacion del caramelo. Varios
autores han demostrado que la fluorescencia es un buen indicador de la oxidacion temprana de los lipidos en
sistemas alimenticios. Se han obtenido varios fluor6foros por reaccién entre productos primarios y
secundarios de peroxidacién lipidica y aminas primarias, y la mayoria de los aldehidos insaturados formados
serian precursores de compuestos fluorescentes. En este sentido, Yaacoub et al. (2009) analizaron los
espectros de emision del aceite obtenido de almendras y de semillas de sésamo que fueron sometidas a
distintos tratamientos térmicos (tostado), encontrando que con el aumento del tiempo de calentamiento de las
semillas se intensificaban los picos observados en el espectro con emision-excitacion ~ 450 nm, indicando
que podrian estar asociados a la neoformacion de compuestos fluorescentes debido a los productos de
oxidacion. En la Figura 3 se pueden observar los espectros de emision de fluorescencia en el rango de 460-
700 nm obtenidos por excitacion a 450 nm de los caramelos CONTROL a lo largo del almacenamiento. Los
mismos demostraron la aparicion de productos de oxidacion a los 3 meses de almacenamiento en ambos
caramelos, siendo a cada tiempo estudiado, mayor la intensidad de los picos en los caramelos CONTROL
(Fig. 4), donde el pico maximo con emision a 540 nm corresponderia, en funcién de lo previamente
comentado, a productos de oxidacion.
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Figura 2: Temperatura de transicion vitrea a lo largo del almacenamiento de los caramelos CONTROL (@),
COAT centro (m) y COAT en la superficie (A) del toffee. Las barras indican el desvio estandar (n = 6).
Letras distintas implica diferencia significativa (p<0,05).
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Figura 3: Espectro de emision excitacion 450 nm de los caramelos COAT. La flecha indica la direccion en
la que aumenta el tiempo de almacenamiento.

Se realiz6 el ensayo de TBA para evaluar el proceso autooxidativo ocurrido en los caramelos durante el
almacenamiento, con respecto al estado inicial de autooxidacion del caramelo CONTROL. En la Figura 5 se
reportan los resultados obtenidos en los caramelos COAT y CONTROL a los 3 meses de almacenamiento y
de los caramelos CONTROL a tiempo inicial. Como se puede observar, el nivel de los productos de
autooxidacion presentes en los caramelos CONTROL fue de un 50% mayor a los 3 meses de
almacenamiento que al inicio del almacenamiento (0 dias), mientras que en los caramelos COAT fue s6lo un
8,6% mayor a los 3 meses de almacenamiento. A partir de estos resultados, seria posible inferir que el AA
soportado en el recubrimiento de alginato estaria cumpliendo su rol como antioxidante ya que estaria
evitando la formacion de productos de autooxidacion secundarios, que son los que se determinan por el

1,[""
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ensayo del TBA, siendo el nivel de los mismos no significativamente diferentes al del comienzo del ensayo
(0 dias) (Fig. 5).
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Figura 4: Intensidad de fluorescencia del pico maximo obtenido en el espectro emision excitacion atribuido
a compuestos de oxidacién (545 nm) en funcion del tiempo de almacenamiento de los caramelos CONTROL
(@) y COAT (m).Las barras indican el desvio estandar (n = 6). Letras distintas implica diferencia
significativa (p<0,05).
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Figura 5: Los mg equivalentes de MDA determinados mediante el ensayo del TBA realizado sobre los
caramelos: sistema CONTROL a tiempo inicial del ensayo (A); sistema CONTROL a tiempo 3 meses (B) y
sistema COAT atiempo 3 meses (C). Las barras de error corresponden al desvio estandar (n = 3). Letras
minasculas distintas implica diferencia significativa (p<0,05).

CONCLUSIONES

El reemplazo de un envase primario por un recubrimiento comestible en un caramelo tipo toffee podria ser
factible, asegurando la estabilidad fisicoquimica del caramelo durante su almacenamiento y logrando de esta
manera un producto ecofriendly. A su vez, resultaria sumamente ventajoso de aplicar ya que retrasaria la
oxidacion del mismo mediante la incorporacion del AA soportado en el recubrimiento de alginato.
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Control de antibidticos en la leche desde el tambo
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RESUMEN

El monitoreo de residuos de antibidticos en la leche en el tambo representa un desafio ya que obliga a
controlar todos los animales tratados. El objetivo del trabajo fue evaluar un método microbiol6gico de
cribado, simple y econémico a implementar en el tambo para el control de residuos de antibidticos en leche.
Se seleccionaron cuatro grupos de seis vacas para evaluar la eliminacion de cefalexina, amoxicilina y
ceftiofur, de diferentes formulaciones comerciales, en la leche. Las respuestas del método fueron analizadas
en muestras individuales de los animales antes de recibir el tratamiento y durante los 5 dias posteriores en los
dos ordefios diarios. Se utilizd regresion logistica para modelizar la curva de eliminacién de los
antimicrobianos. Se observo que la leche de vacas tratadas con amoxicilina inyectable y cefalexina-ceftiofur
intramamarios puede ser comercializada desde el quinto ordefio, respetando los LMR, mientras que con
ceftiofur inyectable lo es ya a partir del primer ordefio. La aplicacion del test en muestras individuales
permite controlar de forma continua a los animales tratados con antibidticos a un bajo costo, evitando
sanciones a los productores y que la leche contaminada llegue a las empresas lacteas.

Palabras claves: Residuos de antibioticos, Leche, Eliminacion, Periodo de retirada, Control en tambo.

ABSTRACT

The monitoring of antibiotic residues in farm milk represents a challenge since it requires the testing of all
treated animals. The objective of this research was the evaluation of a simple and cheap microbiological
screening method to be implemented on the farm for the control of antibiotic residues in milk. Four groups of
six cows were selected to value the elimination of cephalexin, amoxicillin and ceftiofur in milk in different
commercial formulations. The responses to the method were analyzed in individual samples from the
animals before receiving the treatment and twice a day during the milking for the following 5 days. Logistic
regression was used to modeling the elimination curve of antimicrobials. It was observed that the milk from
the cows treated with injectable amoxicillin and intramammary cephalexin-ceftiofur can be retailed after the
fifth milking, within the LMR, while with injectable ceftiofur it is already feasible after the first milking. The
use of this test in individual samples allows the continuous checking of the animals treated with antibiotics
with a low cost, thus avoiding fines to the farmers and preventing contaminated milk reaching the dairy
industry.

Keywords: Residues of antibiotics, Milk, Elimination, Withdrawal period, Monitoring on-farm.

INTRODUCCION

Las drogas antimicrobianas se han utilizado en la Medicina Veterinaria por mas de cinco décadas. En el
ganado lechero los antibi6ticos se administran principalmente para prevenir o tratar infecciones mamarias
pero también se utilizan para el tratamiento de otras enfermedades como las metritis, enfermedades
respiratorias, problemas podales y otras patologias (Sawant et al. 2005, Hill et al. 2009). En el ganado
lechero, la presencia de residuos de antibidticos en la leche depende del nivel de produccion, la presencia de
enfermedad, la posologia empleada, la naturaleza y concentracion de los antibidticos y el tiempo de retiro
(Larocque y Neville 1985, Seymour et al. 1988, Oliver et al. 1990, Molina et al. 2003), asi como también del
recuento de células sométicas (Literio et al. 2007). Respetar los periodos de retiro de la leche después del
tratamiento con antibi6ticos representa una accién de control adecuada para prevenir la presencia de residuos
en la leche. Este control es responsabilidad de los propietarios de los tambos para mejorar la seguridad de la
leche desde la misma explotacion (Berruga et al. 2003). En muchos casos la contaminacion con antibidticos
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de la leche se debe al escaso conocimiento sobre las dosis correspondientes, la forma de administracion vy el
tiempo de retiro para cada antibiotico (Althaus, et al. 2001, Molina et al. 2003, Berruga et al. 2003).

La presencia de antibidticos en la leche es un problema de salud publica (Stead et al. 2008, Pengov et al.
2009) ya que algunas moléculas de antibioticos pueden causar dificultades asociadas con sintomas alérgicos,
asma o shock anafilactico (Currie et al. 1998, Gomesy Demoly 2005, Demoly y Romano 2005) asi como
resistencia microbiana (McManus 1997, Wilke et al. 2005). Ademas, algunos antibioticos pueden producir
importantes pérdidas economicas en la industria lactea al inhibir los starters de cultivos con la modificacion

de las propiedades organolépticas de los productos fermentados (Packham et al. 2001, Berruga et al. 2007).

Para prevenir los problemas que afectan a la salud del consumidor y controlar la presencia de residuos de
antibidticos en alimentos, la Union Europea (Consejo Directivo 2009) y el Codex Alimentarius (2009)
establecieron el Limite Maximo de Residuos (LMR) para una amplia variedad de moléculas quimicas,
incluidos los antibidticos (Comision Reguladora 2010). La presencia de residuos en la leche en valores
superiores a los establecidos por la legislacion pueden generar penalidades que van desde sanciones
economicas y hasta el cierre de mercados internacionales.

Para controlar los niveles de antimicrobianos en leche, las industrias lacteas utilizan principalmente test de
cribado con base microbioldgica y en muchos casos, implementan un chequeo réapido de residuos de
antibidticos con métodos de unién a receptores como feta-s.t.a.r. 1 + 1 (Reybroeck et al. 2010), Charm
MRL B-lactam (Reybroeck et al. 2011) o Twinsensor®"™ (Perme et al. 2010). Estos test se utilizan
principalmente para la deteccion de betalactamicos y/o tetraciclinas. No obstante, debe tenerse en cuenta que
este tipo de metodologias no son capaces de detectar otros antimicrobianos potencialmente presentes en la
leche.

Los sistemas de aseguramiento de la inocuidad de alimentos como “Buenas Practicas de Manufacturas” y
“Analisis de Peligros y Puntos de Control Criticos” consideran importante que el tambero verifique el estado

de salud de los animales, disponga de la tecnologia necesaria para mantener y mejorar la situacion de la
explotacién y reduzca el riesgo de la presencia de residuos de antibi6ticos en la leche (Lievaart et al. 2005).

No obstante, la ausencia de test validados para campo para una gran variedad de drogas antimicrobianas
utilizadas en el tambo hace dificultoso garantizar el cumplimiento de las exigencias de este tipo de
programas (Gardner 1997). 60
El objetivo de este estudio fue determinar el tiempo de retiro pre-ordefie de tres formulaciones de
antimicrobianos, usando un test de inhibicién microbiol6gica que utiliza Geobacillus stearothermophilus
como bacteria test para monitorear la contaminacion de la leche con ATBs antes del ingreso a la industria.

MATERIALES Y METODOS

Animales utilizados: En el estudio se seleccionaron 24 vacas Holando Argentino de 4 a 7 afios de edad y una
produccioén lactea de 26 +/- 4 litros por ordefio, pertenecientes a tambos del departamento Las Colonias
(Provincia de Santa Fe, Argentina). Estas explotaciones tamberas estan localizadas en 31° 28" de latitud sur y
60° 55" longitud oeste. El clima de la regién es semihlimedo, con un rango de precipitacion anual entre 652 y
1272 mm anuales, con temperaturas promedio entre 17 y 19°C.

Los animales se alimentaron durante el experimento con pastura de alfalfa implantada y suplementados con
una mezcla de ensilado de maiz, granos de maiz, expeller de girasol y semillas de algodén. Las vacas
clinicamente sanas se dividieron en cuatro grupos (A, B, C, D) con 6 animales en cada uno agrupados segun
su peso corporal, edad y produccion lactea.

Grupo A: Grupo control sin tratamiento con antibiéticos.

Grupo B: Tratados con una combinacién de cefalexina- ceftiofur (100 mg ceftiofur - 100 mg cefalexina) por
via intramamaria. Una segunda dosis se aplicé a las 24 h.

Grupo C: Tratados con amoxicilina trihidrato (15 mg/kg p.v.) por via intramuscular. Una segunda dosis se
administré a las 48 h.

Grupo D: Tratados con ceftiofur clorhidrato (2,2 mg de ceftiofur/kg p.v.) por via intramuscular.

El tratamiento se repiti6 a intervalos de 24 h, totalizando 4 administraciones.

Toma de muestras de leche: Previamente al primer tratamiento, y luego de finalizados los mismos, se
tomaron muestras individuales de cada vaca durante 5 dias consecutivos, dos veces por dia (5 amy 6 pm,
aproximadamente). Las muestras de leche de cada animal se recolectaron en recipientes individuales por los
tamberos, quienes recibieron entrenamiento especifico.
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Test de inhibicién microbioldgica: cada muestra de leche se analiz6 con el bioensayo microbioldgico BT
(Betalactamicos y tetraciclinas) en microtubos. EI mismo contiene el medio PCA (Conteo en Placa de Agar,
Biokar Diagnositics, Beauvais, Francia), compuesto de peptona de caseina (5g/L), extracto de levadura (2,5
g/L), glucosa (1 g/L), agar (15 g/L), purpura de bromocresol (0,05 mg/mL, Mallinckrodt Baker, Inc.,
Phillipsburg, USA), cloranfenicol (400 pg/L, Sigma-Aldrich, MO, USA) y 1x10” esporas/mL de Geobacillus
stearothermophilus subsp. calidolactis C-953 (Merck®, Ref. 1.11 499, Darmstadt, Germany). Luego, 50 uL
de leche se colocaron en cada microtubo de un rack. El rack se sell6 herméticamente con papel adhesivo y
fue incubado a 64+1°C por 3 h en bafio termostatizado. Los resultados se interpretaron visualmente en
términos dicotdmicos (positivo: azul y negativo: amarillo). Se utilizd este método por presentar limites de
deteccion (LD) similares a los Limites Maximos de Residuos (LMR) para amoxicilina (LD= 3,3 pg/l vs.
LMR= 4 pg/l), cefalexina (LD= 54 ng/l vs. LMR= 100 pg/l) y ceftiofur (LD= 99 pg/l vs. LMR=100 pg/l)
(Nagel et al. 2011).

Analisis Estadistico: Se utilizé el Modelo de Regresion logistica (Agresti 1990) para el analisis del efecto de
nameros de ordefios y la frecuencia de resultados positivos para los diferentes antibi6ticos. Se utiliz6 el
procedimiento de logistica del Sistema estadistico SAS® (SAS 2001) de acuerdo al siguiente modelo
estadistico:

Lij=logit [Pij] = Bo + B1[MO]i+ & ()

Donde: Lj = modelo logistico lineal; [Pj] = logit [Pp/(1-Pp)]: la probabilidad de la respuesta positiva/ la
probabilidad de respuesta negativa; Bo, B1 =  coeficientes estimados por el modelo de regresion logistica;
[MO]i = numero de ordefio; &ij = error residual . El coeficiente de concordancia se aplicd como el rango de
correlacién entre las respuestas observadas y la probabilidad predictiva.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 podemos observar los resultados obtenidos por el método microbiolégico para cada grupo
tratado. EI grupo A corresponde al grupo control por lo tanto todos los resultados de las muestras son
negativos. Observamos que para el grupo B, que corresponde a los animales que recibieron el tratamiento
intramamario, presentan el total de las muestras de leche positivas en los 2 primeros ordefios posteriores al
indculo, siendo todas negativas al quinto ordefio. En el grupo C (los que recibieron amoxicilina inyectable) el
test nos muestra que todas las muestras dieron positivas durante los tres ordefios consecutivos a la aplicacion
de la inyeccion y que a partir del quinto ordefio también dan todas negativas. En el caso del grupo D, que
recibieron el ceftiofur de manera inyectable el método microbiolégico muestra que en ningun ordefio se
elimina el mismo en la leche dentro de los limites legislados.

Tabla 1. Resultados positivos al bioensayo microbioldgico utilizado para evaluar los residuos de antibiéticos

en el tambo
Grupo Numero de ordefios
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A: Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B: Cefalexina-Ceftiofur 0 6 6 4 1 0 0 0 0 0 0
C: Amoxicilina 0 6 6 6 1 0 0 0 0 0 0
D: Ceftiofur 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Numero de animales tratados por grupo: n = 6.

En la tabla 2 podemos observar los modelos de regresién logistica obtenidos del método microbiol6gico
para el grupo B y C, en los que se aprecia un alto valor de coeficientes de concordancia porcentual para
ambos casos. Se toman solamente estos dos grupos ya que fueron los que mostraron respuestas positivas. En
las figuras 1y 2 se puede observar la caida brusca de las respuestas positivas al bioensayo a partir del tercer
ordefie, siendo la misma méas marcada con el uso de la amoxicilina.
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Tabla 2. Ecuaciones del modelo de regresion logistica calculadas para el analisis de los residuos de
antibidticos en leche de vacas tratadas

Grupo logit [P] = Bo + B1 [NO] CP
B: Cefalexina-Ceftiofur logit [P] = 9.61689 - 2.88869 [NO] 81.0
C: Amoxicilina logit [P;] = 12.1657 - 3.4759 [NO] 98.5

[P] : Frecuencia de resultados positivos al bioensayo, [NO]: Numero de ordefios, CP: coeficiente de
concordancia porcentual.
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Figura 1. Efecto del tiempo de eliminacién (nimero de ordefios) sobre las frecuencias de respuestas
positivas al bioensayo microbiol6gico para animales tratados con cefalexina-ceftiofur.
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Figura 2. Efecto del tiempo de eliminacion (nimero de ordefios) sobre las frecuencias de respuestas
positivas al bioensayo microbioldgico para animales tratados con Amoxicilina.

Los resultados aqui presentados permiten evaluar la validez de un método microbiolégico sencillo para la
determinacion de residuos de antibiéticos en leche de vacas individuales. Al respecto, Schallibaum (1990)
destaca que el 96,9% de la presencia de estos residuos en leche cruda se debe principalmente a falta de
registros, omisiones y errores del personal del establecimiento. Estas frecuencias de residuos podrian
disminuirse mediante la implementacién de controles rutinarios con métodos microbiol6gicos en el tambo a
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la leche de animales tratados con antibidticos. Al respecto, se debe destacar que estos métodos de screening
resultan practicos de aplicar en el tambo, puesto que los métodos cromatogréaficos tales como HPLC, HPLC-
MS-MS, GC resultan impracticables (Anderson et al. 1998).

CONCLUSION

La leche proveniente de vacas tratadas con cefalexina-ceftiofur (Grupo B) y amoxicilina (Grupo C) pueden
comercializarse a las industrias lacteas a partir del quinto ordefio, mientras que la leche que proviene de
animales tratados con ceftiofur inyectable (Grupo D) no presenta residuos superiores al LMR, por lo cual
puede entregarse a la industria lactea luego de realizado el tratamiento.

A modo de sintesis, se puede establecer que la utilizacion de test de cribado en el tambo se presenta como
una alternativa valida para ejercer un adecuado control de la materia prima que sale del establecimiento
ganadero, evitando sanciones al productor. Ademas, esto redundard en beneficios econdmicos para la
industria y reducira la posibilidad de efectos nocivos sobre la salud de los consumidores.
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RESUMEN

La fermentacion de lactosuero contaminado con antibi6ticos para la obtencion de levaduras representa una
alternativa interesante para la depuracion de este efluente. Sin embargo, residuos de antibiéticos a niveles
cercanos a los limites maximos de residuos afectan el crecimiento de estos microorganismos. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la inactivacién térmica (120°C-20 minutos) de 5 cefalosporinas, 3 quinolonas y 3
tetraciclinas, mediante inhibicién al crecimiento celular y consumo de lactosa de Kluyveromyces marxianus.
Se observd que la presencia de antibi6ticos reduce significativamente el desarrollo de K. marxianus y el
consumo de lactosa respecto a un grupo control, mientras que las muestras tratadas térmicamente resultaron
menos afectadas en estos parametros. Se concluye que el tratamiento térmico a 120°C-20 minutos produce
una inactivacion significativa de ciprofloxacina, marbofloxacina, oxitetraciclina y tetraciclina. Se deberian
ensayar otros tiempos de tratamiento térmico.

Palabras claves: leche, antibioticos, inactivacion, Kluyveromyces marxianus, fermentacion.

ABSTRACT

The fermentation of whey contaminated with antibiotics to obtain yeasts represents an interesting alternative
for the purification of this effluent. However, antibiotic residues at levels close to their maximum residue
limits affect the growth of these microorganisms. The objective of this study was to evaluate the thermal
inactivation (120 ° C-20 minutes) of 5 cephalosporins, 3 quinolones and 3 tetracyclines, by the inhibition of
cell growth and lactose consumption of Kluyveromyces marxianus. It was observed that the presence of
antibiotics significantly reduced the development of K. marxianus and consumption of lactose compared to a
control group, whereas the thermally treated samples were less affected in these parameters. It is concluded
that heat treatment at 120°C-20 minutes produces a significant inactivation of some of ciprofloxacin,
marbofloxacin, oxytetracycline and tetracycline. Other heat treatment times should be tested.

Key words: milk, antibiotics, inactivation, Kluyveromyces marxianus, fermentation.
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INTRODUCCION

Los antibioticos (ATBs) se utilizan para el tratamiento de numerosas patologias del ganado vacuno productor
de leche, tales como mastitis, metritis, neumonias, enteritis, etc. (Sawant et al., 2005; Cabello, 2006). Sin
embargo, algunas moléculas de ATBs no son metabolizadas totalmente y pueden eliminarse a través de las
heces, orina y leche (Topp et al., 2013; Ghava et al., 2015).

La presencia de residuos de antibidticos en leche y lactosuero constituye un problema tanto para los
productores, como para el medio ambiente y la industria lactea. Sin embargo, debido a su contenido de
nutrientes, el lactosuero deberia considerarse como un recurso y no como efluente (Guimaraes et al., 2010;
Vamvakaki et al., 2010).

Entre los multiples usos de este subproducto se destacan alimentacion del ganado (Siso, 1996), derivados
para la industria alimenticia, como por ejemplo productos de panaderia, formulas para lactantes y barras
deportivas (Balagtas et al., 2003) y la obtencién de lactosa con fines farmacéuticos (Dake et al., 2012; Guerra
et al., 2013). Asimismo, el procesamiento biotecnoldgico de lactosuero genera productos de interés para el
sector agroindustrial, tales como bebida fermentadas, &cidos organicos (&cido lactico y propionico) y
proteinas microbianas (Mawson, 1994).

Otra alternativa consiste en utilizar este subproducto para la obtencién de biomasa mediante procesos
fermentativo con levaduras reduciendo también su carga organica al ambiente (Koutinas et al., 2009;
Vamvakaki et al., 2010). Entre las diversas levaduras disponibles para el procesamiento de suero de leche, K.
marxianus se utiliza ampliamente por su capacidad de asimilar la lactosa (Guimardes et al., 2010; Tabanelli
etal., 2016).

Sin embargo, la capacidad de degradar la lactosa y el crecimiento de K. marxianus pueden ser afectadas por
la presencia de residuos de antibidticos a niveles inferiores a los LMR (Althaus et al., 2014). Existen
diversos trabajos que mencionan el tratamiento térmico para la inactivacién de moléculas de ATBs. En este
sentido, Zorraquino et al. (2008b) estudiaron la inactivacion térmica de ATB betalactdmicos a través de un
bioensayo con Geobacillus stearothermophilus en muestras de leche. Los resultados revelaron que la
esterilizacién (120°C-20 minutos) causé un nivel de inactivacion del 65% en penicilinas y 90% para
cefalosporinas. Para muestras de leche que contienen residuos de quinolonas, Zorraquino et al. (2008a)
sefialan que la esterilizacion (120°C-20 minutos) inactiva el 34% de marbofloxacina y el 32% de
norfloxacina. De manera similar, Roca et al. (2010) evaluaron el efecto de diferentes tratamientos térmicos
sobre muestras de leche conteniendo quinolonas, mediante el empleo de equipos de analisis de cromatografia
liquida con deteccion por fluorescencia. Los resultados mostraron la elevada termo-resistencia de estas
moléculas durante el proceso de esterilizacién (120°C-20 minutos) con pérdidas del 13% para ciprofloxacina
y 12% para norfloxacina. Por su parte Zorraquino et al. (2010), quienes estudiaron el efecto del
calentamiento de muestras de leche conteniendo tetraciclinas mediante el empleo de un bioensayo de
inhibicién con Bacillus cereus, indican que el proceso de esterilizacion (120°C-20 minutos) produce pérdidas
de actividad antimicrobiana del 90% para clortetraciclina, 84% para doxiciclina, 89% para oxitetraciclina y
91% para tetraciclina.

No se encuentra mucha informacion de inactivacion de ATBs por tratamiento térmico (TT) en lactosuero ni
sobre el efecto del mismo en el desarrollo de K. marxianus.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del tratamiento térmico (120°C-20 minutos) de muestras de
suero contaminadas con distintos ATBs (5 cefalosporinas, 3 quinolonas y 3 tetraciclinas) sobre la la
inhibicion del desarrollo de K. marxianus y el consumo de lactosa en un medio de cultivo semisintético.

MATERIALES Y METODOS

Medio de cultivo

Se prepar6 un medio semisintético a pH=6.5, conteniendo 4% p/v de lactosa (Sigma Aldrich, St. Lois,
EEUU), 0,5% p/v de extracto de levadura (Merck Millipore, EEUU) y 2,5% p/v de peptona de caseina
(Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia).

Antibioticos

Se utilizaron 5 cefalosporinas (cefadroxil (Sigma C-7020), cefalexina (Sigma C-4895), cefoperazona (Sigma
C-4292), ceftiofur (Pharmacia & Upjohn), cefuroxima (Sigma C-4417), 3 quinolonas (ciprofloxacina (Sigma
17850-F), enrofloxacina (Bayer), marbofloxacina (Vetoquinol) y 3 tetraciclinas (clortetraciclina (Sigma C-
4881), oxitetraciclina (Sigma 0O-5750), tetraciclina (Sigma T-3258). Las drogas se adquirieron en Sigma
Aldrich (St. Lois, EEUU) y Pharmacia & Upjohn (Kalamazoo, EEUU). En todos los casos se trabaj6 con una
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concentracién de ATBs igual a los LMRs establecidos por Comunidad Europea (2009) y Codex
Alimentarius (2010), siendo este limite de 100 pg/1 para los ATBs ensayados, a excepcion de marbofloxacina
para la cual es de 75 pg/l.
Levadura
Se utilizé K. marxianus suministrada por la coleccion de cepas de la catedra de Microbiologia de la Facultad
de Ingenieria Quimica (Universidad Nacional del Litoral).
Disefio experimental
Para el estudio fermentativo de cada antibiotico se utilizaron tres tipos de muestras: “A” sin antibidtico y sin
tratamiento térmico, “B” con antibidtico y sin tratamiento térmico, “C” con antibidtico y con tratamiento
térmico (120°C-20 minutos). Las fermentaciones se realizaron en 33 frascos de vidrio de boro silicato de 100
ml (3 frascos por cada antibiotico), utilizando 50 ml de medio de cultivo.
Se analizé la fermentacion de K. marxianus (37°C y pH=6,5) durante 12 hs, realizando agitaciones cada 1 h
y muestreos cada 2 hs para evaluar el crecimiento celular y el consumo de lactosa. El pH fue ajustado en
cada muestreo con NaOH 1 N.
Crecimiento celular
El seguimiento del crecimiento celular se realiz6 a través de mediciones de Densidad Optica (DO) a 620 nm
utilizando un espectrofotometro Boeco Modelo S-20 Vis & S-22 UV/Vis (Hamburg, Germany). Para esto, se
tomaron muestra de 2 ml de cada frasco (por duplicado) y se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min.
Luego, los sedimentos se re-suspendieron en igual volumen con solucion fisiologica estéril y se midieron las
absorbancias. Las lecturas se convirtieron a peso seco a utilizando una curva de calibracion elaborada con
suspensiones de DO creciente de K. marxianus y secadas en estufa 100°C durante 24hs. Los resultados se
expresan en términos de gramos de biomasa por litro de medio (g/l).
Consumo de lactosa
La cuantificacion de la lactosa fue realizada mediante una técnica enzimética colorimétrica basada en la
hidrolisis de lactosa a galactosa y glucosa, utilizando la enzima B-galactosidasa (Sigma-Aldrich, St. Louis,
E.E.U.U.) y posterior determinacion enzimatica-colorimétrica de la glucosa obtenida con un kit comercial
(Wiener Lab, Rosario, Argentina) en el que se produce un compuesto coloreado que se ley6 a 505nm,
utilizando un espectrofotometro. Para interpretar los resultados en términos de consumo de lactosa, las 67
mediciones fotométricas fueron expresadas en términos relativos a la concentracién residual de lactosa segin
la expresion (1):

%C = (Cx/ Co) 100 @)

donde: % C: concentracion residual relativa, Cx: concentracion de lactosa para la muestra a tiempo “x”,
Co: concentracion de lactosa a tiempo inicial.
Andlisis estadistico de los datos
Los resultados se analizaron utilizando la opcién stepwise del Modelo de Regresion de segundo orden con
interaccién, mediante el procedimiento GLM (Regresion Lineal General) del paquete estadistico
StatGraphics Centurion XV1 (StatGraphics®, 2008). La ecuacion (2) describe los efectos de tiempo, tipo de
antibidtico y tratamiento térmico sobre la fermentacion de K. marxianus es la siguiente:

Y:B0+B1t+BZATB+B3TT+B11'[2+B12ATB *t+BlgTT*t+

+ Br1z ATB * t2+ Bras TT * t2 + €123 @)

donde: Y = Modelo de Regresion Lineal General: Bo: Ordenada al origen, Po, B1, B2, B3, P11, P12, P13, P11z, Pr1s:
coeficientes estimados por el modelo, t: Efecto del tiempo de cultivo, t2: Efecto cuadratico del tiempo de
cultivo, TT: Efecto del tratamiento térmico en términos de variables dummy (TT= 0: sin tratamiento térmico,
TT= 1: tratamiento térmico de 120°C-20 min), ATB: Efecto de la presencia ATB en términos de variable
dummy (ATB= 0: sin antibiotico, ATB= 1: con antibiotico a concentracion equivalente al LMR) y €123 error
residual del modelo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En Tabla 1 se muestran las ecuaciones que relacionan los efectos del tratamiento térmico y de antibidticos
sobre el crecimiento de K. marxianus y la concentracion residual de lactosa en términos de sus factores
significativos (p<0,05).




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

K. marxianus y la concentracién residual de lactosa

Y=Bo+Bit+Pu 2+ B2 ATB*t + B112 ATB*t? + Bz TT*t + Puis TT*t?

Tabla 1: Ecuaciones que relacionan los efectos del tratamiento térmico de antibidticos sobre el crecimiento

Crecimiento Ra®
Cefadroxil Y =0,01871 + 0,00158 t? - 0,00242 ATB*t + 0,00016 TT*t? 99,96
Cefalexina Y =0,02000 + 0,00146 t? - 0,00185 ATB*t 98,91
Cefoperazona Y =0,01956 + 0,00154 t? - 0,00186 ATB*t + 0,00007 TT*t? 99,05
Ceftiofur Y =0,02044 + 0,00140 t? - 0,00025 ATB*t? 98,39
Cefuroxima Y =0,01974 + 0,00147 t? - 0,00259 ATB*t + 0,00008 TT*t? 98,64
Ciprofloxacina Y = 0,03454 + 0,00105 t2 + 0,00232 ATB*t - 0,00081 ATB*t2 99.43
-0,00154 TT*t + 0,00034 TT*t2 '

Enrofloxacina Y =0,03441 + 0,00130 t2 - 0,00015ATB*t2 97,91
Marbofloxacina Y =0,03461 + 0,00130 t2 - 0,00042 ATB*t2 + 0,00028 TT*t2 99,18
Clortetraciclina Y =0,03390 + 0,00128 t2 - 0,00033 ATB*t2 + 0,00016 TT*t2 99,01
Oxitetraciclina Y =0,03512 + 0,00111 t2 - 0,00061ATB*t2 + 0,00028 TT*t2 99,41
Tetraciclina Y =0,03596 + 0,00110 t2 - 0,00061ATB*t2 + 0,00027 TT*t2 99,45
Concentracion residual de lactosa R
Cefadroxil Y =0,99217 + 0,01666 t - 0,00490 t? + 0,00618 ATB*t 99,96
Cefalexina Y =0,98829 + 0,01914 t - 0,00496 t> + 0,00761ATB*t 98,91
Cefoperazona Y =1,01929 - 0,00369 t?> + 0,00467 ATB*t 99,05
Ceftiofur Y =1,02164 - 0,00376 t? + 0,00427 ATB*t 98,39
Cefuroxima Y =0,99058 + 0,02020 t - 0,00513 t? + 0,00730 ATB*t 98,64
Ciprofloxacina Y =1,00512 - 0,00286 t2 + 0,00143 ATB*t2 93,16
Enrofloxacina Y =1,00219 - 0,00289 t2 + 0,01003 ATB*t - 0,00694 TT*t 90,14
Marbofloxacina Y =1,01454 - 0,00324 t2 + 0,00250 ATB*t2 - 0,00136 TT*t2 93,67
Clortetraciclina Y =1,01378 - 0,00282 t2 + 0,00884 ATB*t - 0,00409 TT*t 93,24
Oxitetraciclina Y =1,01662 - 0,00260 t2 + 0,00121 ATB*t2 - 0,00421 TT*t2 89,98
Tetraciclina Y =1,01844 - 0,00242 t2 + 0,00163 ATB*t2 - 0,00064 TT*t2 94,66 68

t: tiempo; t% cuadrado del tiempo; ATB: antibi6tico; TT: tratamiento térmico; R4 coeficiente de
regresion porcentual ajustado

Cefalosporinas

De lo expuesto en Tabla 1 para cefalosporinas, se destacan los elevados coeficientes de regresion ajustados
(98%) que demuestran un adecuado ajuste del modelo. Los coeficientes positivos del tiempo cuadrado (B11)
sefialan un incremento del crecimiento celular conforme avanza el tiempo de fermentacion, mientras que la
concentracién de lactosa disminuye con el cuadrado del tiempo, debido a sus coeficientes negativos.

La accion inhibitoria de las cefalosporinas sobre el crecimiento celular se manifiesta mediante los
coeficientes que contienen la interaccion de ATBs con el tiempo (cefadroxil, cefalexina, cefoperazona y
cefuroxima) y la interaccion de ATBs con el cuadrado del tiempo (ceftiofur), observandose un descenso en la
produccién de biomasa y el consecuente aumento en la concentracién residual de lactosa cuando se
incrementa el tiempo de cultivo.

El efecto del tratamiento térmico a 120°C- 20 minutos (coeficiente B113), resulto significativo para cefadroxil,
cefoperazona y cefuroxime, indicando que dicho tratamiento altera la actividad antibacteriana de estos
antimicrobianos, la cual se manifiesta mediante un incremento en biomasa comparado con aquellos cultivos
los cuales no fueron tratados térmicamente. Por el contrario, los niveles residuales de lactosa no se vieron
afectados por estos procesos térmicos (120°C-20 minutos).

Con el proposito de visualizar los efectos del tratamiento térmico de cefalosporinas sobre el crecimiento de
K. marxianus y la concentracion residual relativa de lactosa se construyé la Figura 1. Como se menciond
anteriormente la presencia de cefalosporinas produce una disminucién en la produccion de levadura y en el
consumo de lactosa, con respecto al grupo control para cefadroxil (25%, 14%), cefoperazona (18%, 11%) y
cefuroxima (27%, 14%). Asimismo, para al tratamiento térmico, se evidencia que las muestras calentadas
presentaron menores crecimiento celular y consumo de lactosa, con respecto al grupo control para cefadroxil
(4%, 9%), cefoperazona (10%, 8%), cefuroxima (18%,11%), mientras que cefalexina y ceftiofur no fueron
afectadas por dicho proceso de calentamiento. Una inhibicion de la actividad antimicrobiana similar a la
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observada en este trabajo para cefalosporinas, fue reportada Zorraquino et al. (2008b) quienes sefialan su
termolabilidad con inactivaciones cercanas al 90% en muestras de leche calentadas a 120°C-20 minutos.
Quinolonas

Los coeficientes de regresion ajustados (R%) presentados en Tabla 1 para quinolonas, fueron superiores al
90% lo cual demuestra el buen ajuste obtenido. La evolucion del proceso fermentativo, que genera un
aumento de concentracién de biomasa y la consecuente disminucién de la concentracion de lactosa residual,
queda expresada en el modelo a través de los coeficientes del tiempo cuadrado (Bi1). La inhibicion que
experimenta el desarrollo de K. marxianus en presencia de quinolonas se manifiesta a través de los términos
que relacionan los ATBs con el tiempo (B12) y los ATBs con el tiempo cuadrado (Bi12). El calentamiento
(120°C-20 minutos) de las muestras con ATBs fue significativo para ciprofloxacina y marbofloxacina, pero
no para enrofloxacina. El resultado de la inactivacion parcial de estos ATBs se evidencia a través de los
coeficientes que relacionan el tratamiento térmico con el cuadrado del tiempo (B113), mostrando esto un
incremento de la masa celular respecto de las muestras sin tratamiento. Sin embargo, el consumo de lactosa
por parte de la levadura se ve disminuida por la presencia de quinolonas en el medio de cultivo (coeficientes
B112 positivos). Al contrario, si muestras con enrofloxacina y marbofloxacina son sometidas a un tratamiento
térmico de 120°C-20 min, se produce una inactivacion de estos antibidticos (coeficientes P13y B113 Negativos)
y por consiguiente un incremento en los niveles de lactosa residual
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Figura 1: Efecto del tratamiento térmico (120°C-20 minutos) de cefalosporinas sobre el crecimiento de K.
marxianus (izquierda) y la concentracion residual de lactosa (derecha) (B sin ATB-sin TT; A con ATB-sin
TT; © con ATB-con TT).

La Figura 2 muestra el efecto del tratamiento térmico (120°C-20 minutos) de quinolonas sobre la
produccién de masa celular de K. marxianus y la concentracion residual de lactosa durante la fermentacién

(12 hs). De manera similar a lo observado con cefalosporinas, en estas graficas es posible apreciar la accion
inhibitoria de quinolonas, las cuales dificultan el desarrollo de la levadura respecto del grupo control.
Asimismo, se resalta inactivacion parcial debida al tratamiento térmico, significativa (p< 0,05) para 70
ciprofloxacina y enrofloxacina, con incrementos en la concentracion final de biomasa de 30% y 32%,
respectivamente.

Los resultados de este estudio muestran inactivaciones similares a las sefialadas por Zorraquino et al. (2008a)

para marbofloxacina (34%) y Roca et al. (2010) para ciprofloxacina (13%) cuando esterilizan muestras de

leche.
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Figura 2: Efecto de quinolonas y del tratamiento térmico (120°C-20 minutos) sobre el crecimiento de K.
marxianus (izquierda) y la concentracion residual de lactosa (derecha) (B sin ATB-sin TT; A con ATB-sin
TT; © con ATB-con TT)

Tetraciclinas

Los coeficientes de regresion ajustados (R.?) para tetraciclinas presentados en Tabla 1 fueron adecuados
(superiores al 89%). El incremento de la concentracion de levaduras y la disminucion de la concentracion
residual de lactosa se expone en términos de los factores cuadraticos del tiempo (B11). La sensibilidad de K.
marxianus a tetraclinas se muestra a través de los coeficientes que relacionan los ATBs con t? (Bi1) y se
manifiesta con un descenso en la produccion de biomasa respecto del grupo control (sin ATBs). Asimismo,
se observa un incremento de la concentracion residual de lactosa el cual se expresa a través de los
coeficientes que vinculan los ATBs y el tiempo (clortetraciclina) o con el tiempo cuadrado (oxitetraciclina y
tetraciclinas). La termolabilidad de todas las tetraciclinas ensayadas se ve reflejada luego del calentamiento
(120°C-20 minutos) en un incremento de la produccion celular respecto del grupo no calentado, y se exhibe a
través de los términos que vinculan el tratamiento térmico con el cuadrado del tiempo (B113). Asimismo, la
concentracion residual de lactosa disminuye lo que se demuestra a través de los coeficientes que vinculan el
TT con el tiempo (clortetraciclina) o el tiempo cuadrado (oxitetraciclina y tetraciclinas).

El efecto del TT de tetraciclinas sobre el desarrollo de K. marxianus y la concentracion residual relativa de
lactosa se presentan en Figura 3.
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Figura 3: Efecto de tetraciclinas y del tratamiento térmico (120°C-20 minutos) sobre el crecimiento de K.
marxianus (izquierda) y la concentracion residual de lactosa (derecha) (B sin ATB-sin TT; A con ATB-sin
TT; © con ATB-con TT; _ ajuste obtenido con el modelo)

En la Figura 3 se expone la accién antimicrobiana de clortetraciclina, oxitetraciclina y tetraciclina sobre K.
marxianus, pero también su termolabilidad, la cual se manifiesta con incrementos en la produccion de
biomasa respecto del grupo sin ATBs. En efecto las muestras calentadas tuvieron menores porcentajes de
disminucidn del crecimiento celular, con respecto al grupo control: 24% vs. 40% para clortetraciclina, 39%
vs. 74% para oxitetraciclina y 41% vs. 75% para tetraciclina. La elevada inactivacion térmica de las
tetraciclinas ensayadas en este trabajo también fue reportada por Zorraquino et al. (2010) quienes evaluaron
la esterilizacion de muestras de leche conteniendo tetraciclinas obteniendo pérdidas de actividad
antimicrobiana del 90% para clortetraciclina, 89% para oxitetraciclina y 91% para tetraciclina.

CONCLUSIONES

Se concluye el tratamiento térmico a 120°C-20 minutos produce una inactivacion significativa (p< 0.05) de
ciprofloxacina, marbofloxacina, oxitetraciclina y tetraciclina. Efectivamente, se observa que las muestras
calentadas presentaron menores crecimientos celulares y consumo de lactosa. Futuros estudios contemplando
tiempos de tratamiento térmico mayores deberian ser evaluados a fin de aumentar la inactivacion de estos
antibioticos.
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RESUMEN

Se estudio la incorporacién de fructoligosacaridos (FOS) como agente prebidtico, en una matriz de aislado
de proteina de suero (APS) para obtener una pelicula comestible bioactiva. Esta se formulé con un 10% de
APS, 40% glicerol y FOS: 0 (control), 30, 40, y 50% p/p de APS. Se evaluaron sus propiedades mecénicas y
su permeabilidad al vapor de agua (PVA). El esfuerzo de rotura registrado (MPa) en cada caso fue de
3,49+0,12; 2,31+0,33; 0,26+0,03 y 0,23+0,02, para 0, 30, 40 y 50% de FOS, respectivamente. El %
elongacion fue: 12,30+1,55; 14,63+0,12; 15,27+0,28 y 18,54+1,67 y el mddulo eléstico (Pa/mm): 4,08+0,94;
2,53+0,28; 1,69+0,06 y 1,44+0,15. Para la PVA se obtuvo: 1,46E-09; 9,10E-13; 8,78E-13 y 1,29E-12 gm's’
pal.Tanto el esfuerzo de ruptura como el médulo eléastico disminuyen cuando la concentracion de FOS
aumenta hasta 40%, mientras que el porcentaje de elongacion aumenta con los FOS. La PVA aumenta
cuando el contenido de FOS es del 50%. Los resultados indican que una incorporacion de hasta un 40% de
FOS permitiria obtener una pelicula de APS con adecuadas propiedades mecéanicas y de permeabilidad al
vapor de agua y constituiria un adecuado vehiculo para la incorporacién FOS, como un aporte nutricional.

Palabras Clave: Peliculas activas, Fructooligosacaridos, Propiedades mecanicas, Permeabilidad al vapor de
agua.
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ABSTRACT

We studied the addition of fructooligosaccharides (FOS) to a whey protein isolate (APS) matrix, with the
aim of obtain a bioactive edible film. The film was prepared with 10% APS, 40% glycerol and FOS: 0
(control), 30, 40, and 50% w/w of APS. Mechanical properties and water vapor permeability (PVA) were
evaluated. The maximum tensile strength (MPa) were: 3.49 + 0.12; 2.31 + 0.33; 0.26 + 0.03; 0.23 £ 0.02 for
0, 30, 40 and 50% of FOS, respectively.The values of percentage elongation were: 12.30 £ 1.55; 14.63 +
0.12; 15.27 £ 0.28 and 18.54 + 1.67. The values of elastic modulus (Pa / mm) were: 4.08 £ 0.94; 2.53 + 0.28;
1.69 £ 0.06 and 1.44 + 0.15. The PVA values were: 1,46 E-09; 9,10E-13; 8,78E-13 1,29E-12 gm-1s-1 Pa-1.
Both, tensile strength and elastic modulus, decreased significantly when FOS concentration increased up to
40%. Percentage of elongation increased with FOS concentration. The PVA values increased significantly
when FOS content reached to 50%. The results indicate that the incorporation of up to 40% FOS would
provide APS films with good mechanical and barrier properties which also constitute a suitable carrier for
FOS, as a significant nutritional contribution.

Keywords: Active Films, Fructooligosaccharides, Mechanical Properties, Water vapor permeability.

INTRODUCCION

La mayoria de los envases utilizados para la proteccion de alimentos estan hechos de materiales derivados
del petroleo. La durabilidad de estos materiales, condicion buscada en su formulacion inicial, se convirtio en
un gran problema ambiental. Debido a esta situacion es que ha crecido el interés en el uso de envases
biodegradables, por lo que ha tomado gran significancia el desarrollo de nuevos envases a partir de
biopolimeros de origen natural. Las peliculas comestibles deben ser capaces de regular la migracion de agua,
oxigeno, diéxido de carbono, lipidos y compuestos volatiles asociados al aroma y sabor, ya sea con el
entorno o entre componentes de los productos alimenticios heterogéneos (Sanchez-Gonzalez et al., 2009).
Las propiedades de cada pelicula dependen del tipo de material utilizado asi como.del proceso y las
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condiciones empleadas para su elaboracion, las que a su vez determinan sus aplicaciones (Krochta y De
Mulder-Johnston, 1997; Rao et al., 2010). Las proteinas (tales como caseinatos, gelatina y proteinas de suero

de leche) son biopolimeros potencialmente utilizables con este fin, ya que por lo general presentan buenas
propiedades de barrera a los gases como el oxigeno y el diéxido de carbono (Han y Gennadios, 2005).
Ademas, las peliculas biodegradables y comestibles pueden mejorar las propiedades organolépticas de los
alimentos envasados, complementar su valor nutritivo y transportar agentes microbianos y antioxidantes.

La proteina de suero de leche se ha empleado con éxito como materia prima para la elaboracion de films con
excelentes propiedades de barrera (Kadam et al, 2013) comparables a las de las mejores peliculas en base a

los polimeros sintéticos disponibles, como por ejemplo polietileno de baja densidad (LDPE), polietileno de

alta densidad, alcohol vinilico, cloruro de polivinilideno (PVDC), celofan y poliéster (Ramos et al., 2012;
Khwaldia et al., 2004; Pérez-Gago y Krochta, 2002).

El suero lacteo contiene no sélo las proteinas solubles de la leche y azlcares, sino también metabolitos
microbianos producidos durante el proceso de fermentacién que presentan capacidad inmunomoduladora
(Vinderola, 2008), lo que brindaria una funcionalidad probidtica adicional a la pelicula

Muchas sustancias se han incorporado a las peliculas de suero de leche con el objeto de complementar sus
propiedades de barrera y afiadir funcionalidad. Janjarasskul et al. (2014) incorporaron cera candelilla a
peliculas de proteina de suero y encontraron que su adicion produce una disminuciéon tanto en la
permeabilidad al vapor de agua como al oxigeno, aunque ésta Gltima en menor proporcion. Leuangsukrerk et

al. (2014) evaluaron el efecto de la incorporacion de galactomananos sobre la solubilidad y la permeabilidad

al vapor de agua de peliculas de proteina de suero, aunque no obtuvieron efectos significativos sobre la
permeabilidad encontraron un aumento de la solubilidad en agua y de la opacidad de las peliculas. Oses et al.

(2009) estudiaron el efecto del agregado de goma mezquite sobre peliculas de suero de leche observando que

esta goma no afecta de forma significativa las propiedades de barrera al vapor de agua.

Uno de los componentes que pueden incorporarse en la formulacion de peliculas, por su gran interés para la

zona, son los fructooligosacaridos (FOS). Estos son compuestos solubles en agua, de sabor dulce, con
propiedades prebidticas y que ademas pueden utilizarse como sustituto de la sacarosa, ya que poseen
aproximadamente el 30% de su dulzor (Coussement, 1999; Niness, 1999). La utilizacién de FOS en la
formulacion de peliculas produciria interacciones con las proteinas que podrian mejorar las propiedades 75
funcionales de la matriz biopolimérica. Castro et al. (2010) utilizaron FOS en un recubrimiento comestible
sobre uchuvas (Physalis peruviana) (0,1 mg de FOS / g de uchuva), encontrando que la adicién de FOS
aporta un 8% mas de fibra, sin embargo es necesario tener en cuenta que dado el comportamiento de fibra
dietaria que presentan los FOS en el tracto digestivo, se requiere conocer el limite maximo tolerado para su
inclusion en la formulacion de peliculas. Con respecto a esto, algunos autores (Ojansivu et al., 2011; Genta et
al., 2009) reportaron que un consumo mayor a 0,14 g/kg de peso corporal/dia (9,8 g/dia para una persona de
70 kg) produce efectos indeseables sobre la salud gastrointestinal. Asimismo, en cuanto a las
recomendaciones de ingesta de fructanos, informados por Roberfroid (2002), se desprende que la
recomendacion nutricional para consumo de fructanos, inulina y oligofructosa presenta diferencias entre
paises, por ejemplo en Estados Unidos el consumo diario recomendadoes de 1 a 4 g/dia mientras que en
Europa se sugiere un consumo de 3 a 11 g/dia.

En este trabajo se propone formular una pelicula en base a aislado de suero lacteo, evaluando el efecto de la
proporcion de FOS agregados sobre sus propiedades mecanicas y de permeabilidad al vapor de agua.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

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

Preparacion del film

La pelicula se formul6 usando aislado de suero de leche al 10% p/p en agua destilada. Se agitd durante una
hora a 215 rpm en un agitador orbital (Vicking Modelo M-23), se ajusté el pH a 7 con solucién de NaOH 0,1
N y se calenté a 85°C durante 7 minutos para inducir la desnaturalizacion de las proteinas del lactosuero.
Luego de enfriar se agregd glicerol en una proporcion del 40 % p/p, en relacion al peso de aislado de suero
utilizado, teniendo en cuenta estudios realizados anteriormente. Los FOS se agregaron en las siguientes
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proporciones: 0 (muestra control), 30, 40 y 50% p/p de polimero. Se colocaron 15 ml de la solucion
filmogénica en cajas de Petri previamente acondicionadas y se dejé secar a temperatura ambiente.
Permeabilidad al vapor de agua

Se determind la permeabilidad al vapor de agua (PVA) siguiendo el método ASTM E96“Standard test
methods for water vapor transmission of materials”, en un ambiente con T y HR controladas. Se determind el
flujo de vapor de agua a través de la pelicula, una vez alcanzado el estado estacionario en las condiciones de
ensayo (Bertuzzi et al., 2007). Se acondicionaron muestras de pelicula durante 48 h en un desecador a 25°C y
52% HR, mediante una solucidn sobresaturada de Mg (NOs).. Las peliculas se colocaron en las celdas de
permeacion con agua destilada. A su vez las celdas se ubicaron en un desecador mantenido a temperatura
constante de 25°C y humedad relativa del 0% (silica gel). Se utilizd un ventilador para mantener condiciones
uniformes. Se tomo el peso de las peliculas en funcion del tiempo, calculandose la variacion de peso. Los
datos obtenidos para cada tiempo, se ajustaron mediante regresién lineal, determinandose la pendiente (G).
La PVA se calcul6 a partir de la siguiente expresion:

PVA=(Gxx)/(AxAP) (1)
donde
G: es la pendiente de la recta de la variacion del peso en funcion del tiempo; x: espesor de la pelicula; A:
area de la pelicula expuesta y Ap: diferencia de presion parcial devapor de agua a través de la pelicula.
Propiedades mecéanicas
La determinacién de las propiedades mecanicas de las peliculas se bas6 en la técnica ASTM D882-91
“Standard test methods for tensile properties of thin plastic sheeting”. Para realizar los ensayos de traccion se
utiliz6 un texturémetro Brockfield (England). Se midié la fuerza requerida por el equipo para estirar, a
velocidad constante, una muestra rectangular ubicada entre dos conjuntos de grampas paralelas.Las muestras
se cortaron en tiras de 25,0 mm de ancho y longitud determinada. Los extremos de las tiras se ubicaron sobre
rectangulos de cartulina mediante cinta doble adhesiva para mejorar la sujecion de las mordazas. El
texturémetro se utiliz6 en el modo traccién con una velocidad de separacion de las mordazas de 20 mm/min
y una separacion inicial de 50 mm. Las propiedades mecanicas de las peliculas se obtuvieron a partir de las
curvas fuerza-desplazamiento registradas, como:
Esfuerzo de traccion (ET): se calcul6 dividiendo la carga maxima por la minima seccion transversal original
de la muestra. El resultado se expreso en fuerza por unidad de area (MPa)
% de elongacion en el punto de rotura (E): se calculé dividiendo la extension en el momento de rotura de la
muestra por la longitud inicial y se multiplico por 100. Se utiliz6 la distancia entre las grampas.
Médulo elastico: se calculdé mediante la tangente a la porcion lineal inicial de la curva fuerza-
desplazamiento.
Andlisis estadistico
Los datos experimentales se analizaron con el Software Graph Pad Prism. Para discernir entre las medias se
utilizé el procedimiento de las menores diferencias significativas de Fisher (LSD) con un nivel de confianza
del 95%, usando el programa Statgraphics Centurion XV.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Formacion del film

Las peliculas de proteina de suero obtenidas con el agregado de fructooligosacaridos resultaron
transparentes, lisas, flexibles, homogéneas y sin poros o grietas. No se observaron cambios en la apariencia
de las peliculas con las distintas concentraciones de FOS agregadas. El aspecto del lado de la pelicula en roce
con las placas de Petri fue ligeramente mate, mientras que las expuestas al calor de secado fueron brillantes.

Figura 1.Aspecto macroscopido de las peliculas preparadas

Permeabilidad al vapor de agua
Los valores de PVA se presentan en la Tabla 1:

Tabla 1. PVA obtenidas para peliculas de aislado de proteina de suero con FOS

%FOS PVA (g/msPa)

0 1,46E-09°+1,10E-10
30 9,10E-13"+3,84E-14
40 8,78E-13"+1,57E-14
50 1,29E-12°+1,24E-13

Medias con letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

Se puede observar en la Tabla 1 que la permeabilidad al vapor de agua aumenta con la incorporacion de
FOS en la matriz polimérica de suero de leche. ElI aumento en la PVA se observa cuando se afiaden FOS al
30%, luego no se observan cambios estadisticamente significativos cuando se incorpora un 40% de FOS y
nuevamente aumenta la PVA cuando el contenido de FOS asciende al 50%.
Comparando los valores de PVA con las obtenidas por otros autores, se observa que la pelicula de APS
control (0% FOS) tiene PVA en el mismo orden de magnitud que los reportados. Al respecto Zinoviadou et
al. (2010) informaron valores de PVA de 2,38E-09 g/(m.s.Pa) usando en la formulacién un 37,5% de
sorbitol, valores que estan en el mismo orden de los informados para peliculas de APS plastificadas con un
50% de glicerol 1,14E-09g / (m.s.Pa) (Wang et al., 2008). Si se comparan los valores de PVA obtenidos con
los de los envases de polietileno de baja densidad (7,3 a 9,7 10" g/(m.s.Pa)) y los de polietileno de alta
densidad (2,4 10 g/(m.s.Pa)) (Gennadios et al., 1994; Krochta, 1992), se observa que las peliculas de APS
con FOS presentan similares valores de permeabilidad al vapor de agua que las de polietileno.
Propiedades mecéanicas
En la Tabla 2 se reflejan los valores de las propiedades mecanicas (Esfuerzo de traccién, % Elongacién y
Madulo elastico) de peliculas en base a APS con el agregado de FOS, obtenidos a partir de las curvas fuerza-
desplazamiento:

Tabla 2. Propiedades mecanicas de peliculas de aislado de suero de leche y FOS

%FOS Esfuerzo (MPa) % Elongacion ~ Mdodulo eléstico
0 3,49%+0,12 13,20%+1,94 4,08%+£0,94
30 2,31°+0,33 15,51%+4,82 2,53°+0,28
40 0,26°+0,03 13,78%1,55 1,69°+0,06
50 0,23°+0,02 18,04°+1,69 1,44°+0,15

Medias con letras iguales no representan diferencias significativas (p<0,05)
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Como puede observarse en la Tabla 2, hay una marcada disminucién del esfuerzo de ruptura conforme
aumenta la cantidad de FOS afadidos hasta el 40%. Esta disminucion puede deberse al efecto plastificante
gue tienen los FOS en la red polimérica. Los plastificantes interrumpen las interacciones a nivel inter e
intramolecular dando lugar a la formacion de interacciones FOS-proteina de suero, a costa de las
interacciones polimero-polimero, dando como resultado un aumento de la separacién de las cadenas y
facilitando la movilidad molecular (Barreto et al., 2003). Como consecuencia, la red es menos fragil y a la
vez menos resistente a la fuerza aplicada. Al llevar el porcentaje de FOS al 50% no se observaron diferencias
significativas respecto a lo obtenido con 40% de FOS.

No se encontraron en la bibliografia films desarrollados con los mismos componentes por lo que no resulta
posible realizar una comparacion directa de resultados, sin embargo y a manera exploratoria se comparan a
continuacion con valores obtenidos de films desarrollados con otros agentes plastificantes y materiales
lipidicos. Soininen et al (2013) informaron que la adiciéon de miel de acacia y una mezcla binaria de fructosa
y glucosa en peliculas de APS permitié obtener peliculas mas fuertes que en aquellos casos en los que se usé
glicerol como plastificante; informaron ademas, que la resistencia a la traccion de peliculas con miel de
acacia fue ligeramente menor a la de la mezcla binaria de glucosa y fructosa. Estos autores encontraron
también un aumento en el % de elongacion cuando se aumento la proporcion de estas sustancias.

En peliculas de suero de leche a las que se adicionaron sustancias lipidicas, la respuesta fue muy diversa: el
agregado de aceite de nuez aument6 significativamente la resistencia a la traccion de peliculas de suero de
leche, obteniendo el efecto contrario cuando se adicioné aceite de almendras a las mismas peliculas, el efecto
contrapuesto se justifica en esta investigacion debido a la diferencia en la composicion quimica de estos
lipidos y su diferencia en la interaccion entre la proteina y los lipidos, ya que el aceite de almendras tiene
mayor proporcion de &cidos linoléico y oléico (Galus y Kadzinska, 2016). Otros autores encontraron que al
agregar sustancias liposolubles como la vitamina E el esfuerzo de traccién disminuyé conforme aumentaba
la cantidad incorporada de vitamina E, siendo el valor maximo de esfuerzo de traccion para peliculas sin el
agregado de vitamina E, igual a 4,55 MPa (Mei y Zhao, 2003). Estos valores fueron cercanos (entre 4,55 y
4,05 MPa) a los encontrados en este trabajo para las peliculas sin adicién de FOS y superiores a los valores
del esfuerzo de traccién correspondiente a los casos en los que se agregaron FOS. Estos mismos autores
encontraron un mayor % de elongacion a medida que se aumentaba la concentracién de la vitamina. En los
resultados de la Tabla 2 se evidencia un aumento estadisticamente significativo del % de elongacion cuando
el contenido de FOS alcanza el 50%. Galus y Kadzinska (2016) reportaron resultados similares para
peliculas de suero de leche con el agregado de aceite de almendras, mientras que con la adicién de aceite de
nuez en las mismas peliculas, los resultados fueron opuestos.

Un aumento en la concentracién de FOS produjo una disminucion significativa en el médulo elastico de las
peliculas estudiadas, que representa una medida de la rigidez de la pelicula (Pereda et al; 2012), es decir que
a mayor concentracion de FOS menor rigidez de la pelicula para el rango de concentraciones estudiado. En
peliculas de suero de leche afiadida con aceite de almendras y nuez en un 0,5% se obtuvo un Mddulo de
Young mayor, siendo este médulo menor cuando se adicionaron ambas sustancias en un 1% a las peliculas
estudiadas (Galus y Kadzinska, 2016).

CONCLUSIONES

Tanto el esfuerzo que resisten las peliculas antes de romperse como el médulo elastico disminuyen con el
agregado de FOS hasta un 40% de concentracion, lo que se atribuye al efecto plastificante de los FOS.

El porcentaje de elongacion de las muestras aumenta significativamente cuando la concentracion de FOS
alcanza el 50% debido a la reduccion en las interacciones intercatenarias ocasionadas por la presencia de los
fructanos. El agregado de FOS aumenta la permeabilidad al vapor de agua dentro de todo el rango estudiado,
sin embargo, los valores obtenidos son sensiblemente menores que el correspondiente a las peliculas de APS
sin FOS.

De acuerdo a los resultados obtenidos la incorporacion de un 40% de FOS en la formulacion permitiria
obtener una pelicula de APS con adecuadas propiedades mecéanicas y de permeabilidad al vapor de agua,
logrando ademas constituirse en un vehiculo para el aporte nutricional de fructanos en la dieta.
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RESUMEN

Actualmente el uso de recubrimientos comestibles es la técnica mas novedosa y prometedora para alargar la
vida util de los productos minimamente procesados (MP). Ademads, estos recubrimientos permiten el
agregado de sustancias funcionales tales como antioxidantes. Debido a sus propiedades biodegradables,
biocompatibles, antimicrobianas, antioxidantes y de formacién de pelicula, el quitosano (Ch) puede ser
empleado como material de recubrimiento. La quercetina (Q), flavonoide ampliamente distribuido en la
naturaleza y con gran capacidad antioxidante, puede ser incorporada en la formulacién de recubrimientos
biodegradables activos. El objetivo del trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante, frente radical anion
superdxido, O>*, y radical hidroxilo, ‘OH, de films a base de quitosano nativo (Ch) y modificado con
guercetina (Ch-Q), y el efecto del recubrimiento de zanahorias minimamente procesadas con ambos films
sobre el contenido de [/-caroteno (BC) durante el almacenamiento refrigerado. Los resultados obtenidos
mostraron que el film a base de Ch-Q presentd un porcentaje de desactivacion (%D) de ambos radicales
mayor que el de Ch. Se observé ademas, que la retencion de BC fue mayor en las muestras recubiertas con
Ch-Q y Ch, respecto de la muestra control sin recubrir, demostrando ser una alternativa viable para mejorar
la calidad postcosecha de las zanahorias minimamente procesadas.

Palabras clave:quitosano, recubrimiento bioactivo, antioxidante, zanahorias minimamente procesadas 81

ABSTRACT

Currently, the use of edible coatings is the most innovative and promising technique to extend the shelf life
of minimally processed (MP) products. Furthermore, these coatings allow the addition of functional
substances such as antioxidants. Chitosan (Ch) is a promising biopolymer for use as packaging. It is
biodegradable, biocompatible, has very good ability to form semipermeable films, has antimicrobial and
antioxidant capacity. Quercetin (Q) is a known natural antioxidant that can be incorporated into the
formulation of active biodegradable coatings (RB). The aim was to evaluate the antioxidant capacity, by
scavenging superoxide anion radical, O2*~, and hydroxyl radical, "OH, of native chitosan (Ch) based film and
modified with quercetin (Ch-Q) film, and the antioxidant capacity of minimally processed carrots coated
with Ch and Ch-Q based film forming solution, during refrigerated storage. Results indicated that,for both
radicals, Ch-Q based film showedagreater %DthanChbased film. In addition, the retention of BC was greater
in Ch-Q based and Ch based coating samples than control one, proving a suitable alternative for application
to MP carrots improving postharvest quality.

Keywords: chitosan, bioactive film, antioxidant, minimallyprocessedcarrot

INTRODUCCION

Las tecnologias actuales de envasado tienen por objeto preservar la frescura y la integridad de los alimentos
al tiempo que proporcionan a las empresas una forma barata y eficiente para envasar sus productos (Chin
2010). Aunque este método es efectivo, la creciente preocupacion por el medio ambiente y las exigencias
cada vez mayores de reducir el impacto en la contaminacion ambiental ocasionada por el uso de envases no
biodegradables, ha aumentado el interés por el desarrollo de peliculas y recubrimientos biodegradables que
mantengan la seguridad, funcionalidad y resistencia mecanica al igual que los envases de materiales
sintéticos (Garcia 2008).
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El Ch, biopolimero natural derivado de la quitina resulta muy interesante para la industria alimenticia gracias
a una combinacién inusual de actividades biolégicas y propiedades tanto mecanicas como fisicas (Mouryaet
al. 2008). También ha sido considerado como una materia prima potencial para su uso como material de
envasado activo biodegradable (Siripatrawan et al. 2010).

Diversos estudios han demostrado que los films a base de Ch tienen un alto potencial para incrementar la
vida atil de frutas frescas y vegetales, inhibiendo el crecimiento de microorganismos, reduciendo la
produccion de etileno, incrementando el gas carbonico interno y disminuyendo los niveles de O, (Aranaz
2009).

La incorporacion de antioxidantes en los materiales de envasado es cada vez mas comun ya que la oxidacién
es el mayor problema que afecta la calidad de los alimentos. A pesar de que los antioxidantes sintéticos son
muy efectivos por su alta estabilidad y eficiencia, hay diferentes cuestiones relacionadas con aspectos
toxicoldgicos y el potencial riesgo para la salud..Numerosas investigaciones se han desarrollado con el fin de
emplear antioxidantes naturales como alternativa a los sintéticos. EI Ch también presenta capacidad
antioxidante que ha sido previamente documentada. La actividad secuestrante de radicales libres que
presenta el Ch se ha atribuido a la presencia de los grupos nitrogenados protonados sobre el C-2, que tienen
la capacidad de unirse simultaneamente con varios radicales libres (Park et al. 2004).

La Q es uno de los antioxidantes mas potentes entre los polifenoles (Formica y Regelson 1995, Rice-Evans
et al. 1997, Prior 2003), estando sus efectos antioxidantes estrechamente vinculados con la potencial
generacién de intermediarios reactivos pro-oxidantes que resultan mutagenos y genotdxicos (Boots et al.
2003).

La modificacién enzimaticadel Ch consiste en emplear una enzima para generar un reactivo intermediario
gue luego reaccione con el polimero. Los grupos reactivos que presenta el Ch pueden ser modificados
permitiendo su funcionalizacién con gran variedad de moléculas bioactivas. Mediante la formacién de bases
de Schiff o aducto de Michael se produce el acoplamiento de la quinona de los flavonoides a los polimeros
gue contienen grupos NH; (Brzonova et al. 2011; Jayakumar et al. 2005).

oH O Querceting G.u?nona

Quitosano

OH OH OH
Hoﬁ/” QPO </U
HO
NH;  HO N HO Mlﬁcu.‘
4]

5o

—OH Quitosano modificado

OH
Figura 1. Mecanismo de reaccion de Ch con Q (Torres et al. 2012)

Este proceso de acoplamiento esta siendo cada vez mas estudiado con el objetivo de lograr diferentes
aplicaciones en la industria alimentaria (Kudanga et al. 2011). Torres et al. (2012) evaluaron la capacidad
oxidativa de la CPO sobre diversos flavonoides, incluido la Q, produciendo compuestos intermediarios que
reaccionaron con el Ch.

En este contexto, se establece como objetivo del trabajo, evaluar la capacidad antioxidante frente a especies
reactivas de oxigeno (O;*y ‘OH), de films a base de Ch y Ch-Q, y el efecto de los mismos sobre la
estabilidad oxidativa de zanahorias minimamente procesadas, determinando el contenido de BC durante el
almacenamiento refrigerado de las mismas.
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MATERIALES Y METODOS
Reactivos
Para la formacion de los films se emple6 Ch de bajo peso molecular, quercetina (Q) y enzima
Cloroperoxidasa (CPO) de Caldariomycesfumago, obtenidos de Sigma-Aldrich (Missouri, USA).
Para la determinacién de la capacidad antioxidante mediante técnica HPLC de vegetales recubiertos se
utilizaron los patrones | -caroteno (tipo II, sintético, > 95% HPLC, cristalino) provistos por Sigma-Aldrich
(USA).
Derivatizacion del Ch
Se realiz6 la oxidacion enzimatica de la Q. La reaccidn se llevd a cabo en una mezcla de reaccidn que
contenia 20% de isopropanol y 80 % de buffer fosfato (0,1 M, pH 5,5), 5x10° M de Q, 100 nM de CPO, 50
"M de H,0O, y 0,537 M de KCI. Se trabajo a una temperatura de 25°C y bajo continua agitacion. La enzima
utilizada presentd una actividad de 14400 U/ml para la cloracidon de la monoclorodimedona (MCD). El
avance de la reaccion fue monitoreado a través del consumo de absorbancia en el rango de 200 — 600 nm, y
la formacion de una nueva banda de absorcién a 300 nm. La conversion enzimatica se llevo a cabo por
triplicado. Las medidas de absorbancia fueron realizadas con un espectrofotometro UV-Vis de arreglo de
diodos SPECORD S600 marca Analytik Jena.
Una vez determinado el tiempo 6ptimo de oxidacion de la Q, se adicioné 0,8% p/v de Ch nativo, previa
acidificacion de la mezcla con é&cido acético. Luego de 12 h de agitacion, se elevé el pH de la mezcla con la
adicion de NaOH 1M hasta obtener el precipitado de Ch modificado. Posteriormente, se lavo el sélido
obtenido con isopropanol al 50% v/v en agua a fin de remover la Q oxidada sin reaccionar. Finalmente, el Ch
modificado se secd en estufa de vacio (Arcano, Modelo DZF 6020) a 40°C, hasta peso constante.
Obtencién del film biodegradable a base de Ch nativo y Ch derivatizado
Se utilizé la misma metodologia para la obtencién de ambos films, de Ch y Ch-Q, segln el método propuesto
por Bourbon et al. (2011) con algunas modificaciones. Se disolvié 1% p/v de Ch y Ch-Q en solucién de
acido lactico al 1% p/v. Se dejé agitar, usando agitador magnético durante 5 h, a temperatura ambiente. Se
centrifugd la solucién durante 10 min a 5000 x g; se utiliz6 una ultracentrifuga Thermo Fisher Scientific,
Modelo Sorvall ST16R. A la solucién resultante, se le adicion6 glicerol al 1% p/v como plastificante y
Tween 80 al 0,2% p/v como surfactante. A fin de obtener una pelicula de espesor lo mas uniforme posible, se 83
tomd un volumen constante (20 ml) de la solucién formadora de film y se colocd en placas de Petri de 90mm
de didmetro. Luego se secaron en estufa (San Jor, Modelo Serie SL DB,) a 35°C durante 40 h. Las
propiedades antioxidantes se evaluaron inmediatamente después de que los recubrimientos fueron removidos
de las placas.
Desactivacion de Oy*"
Se determiné por el método basado en la autooxidacion de hidroxilamina en presencia de Azul de
Nitrotetrazolium (NBT?*) que es reducido a monoformazan (MF*) (SabuyKuttan 2002). EI MF* tiene un
maximo de absorcion a 560 nm. Se determinaron los porcentajes de desactivacion (% D) a partir de las
absorbancias en ausencia y presencia de Ch y Ch-Q.
El medio de reaccion fue provisto por buffer fosfato 50 mM pH 8 (500 ul), se afiadieron NBT 1 mM (300
pl), EDTA 1 mM (100 pl), clorhidrato de hidroxilamina 5 mM (500 ul), completando con la solucion de
antioxidante (Ch y Ch-Q) y/o agua hasta volumen final de 3 ml. Se evaluaron concentraciones del
antioxidante de 0,11 mg/ml, 0,22 mg/ml y 0,44 mg/ml. Luego de un periodo de incubacion de 1 h a 37°C, se
leyeron las respectivas absorbancias a 560 nm. Las medidas de absorbancia fueron realizadas con un
espectrofotometro UV-Vis de arreglo de diodos.El % D de (O;) fue calculado de acuerdo a la siguiente
ecuacion.

%D =100 Lot

0

Donde Ay es el valor de absorbancia obtenida para la solucion control, sin antioxidante, y Ax es el valor de
absorbancia en presencia de estos compuestos.

Desactivacion de’OH: Método de la desoxirribosa

Se basa en la determinacion de la capacidad de un antioxidante para inhibir la formacion de malonaldehido
(MAD) producido por oxidacion de 2-Desoxi-D-ribosa por "OH generado a partir de la reaccion de Fenton a
pH 7,4. El MAD en presencia de TBA forma un aducto (Amax: 532 nm) cuya inhibicion se traduce a
comportamiento antioxidante de Ch o Ch-Q.
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El medio de reaccion fue provisto por buffer fosfato 50 mM pH 7,4 (400 pl), se afiadieron 2-Desoxi-D-ribosa
10 mM (560 pl), peréxido de hidrégeno 100 mM (50 pl), cloruro férrico 1 mM (50 ul), EDTA 5 mM (50 pl),
acido ascorbico 5 mM (40 ul), completando con la solucidn de antioxidante (Ch o Ch-Q) y/o agua hasta
volumen final de 2 ml. Se evaluaron iguales concentraciones que para la desactivacion del radical O,.
Luego de 1 h a 37°C, se adiciond TBA 1 % p/v (L ml) y TCA 5,6 % p/v (1 ml), y se mantuvieron las
muestras a 95°C durante 20 min, para posteriormente leer las respectivas absorbancias. Las medidas de
absorbancia fueron realizadas con un espectrofotometro UV-Vis. El % de desactivacion (% D) de "OH fue
calculado de acuerdo a la ecuacion 1.

Determinacion del contenido de [J-caroteno

La determinacion se realizd por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). El equipo utilizado
(ThermoScientificUltimate 3000) cuenta con una bomba cuaternaria, detector UV/Vis, detector de arreglo de
diodos y un inyector de 10 [1l, y la adquisicién y procesamiento de datos se realizada por Software
Chromeleon. Para todas las muestras, incluido los patrones, se utilizé una columna C18 LiChroCART® 250-
4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um). Las curvas de calibracion fueron obtenidas al graficar en software
OriginPro8 de OriginLabCorporation, el area del pico versus la concentracion de la solucidn estandar
empleada. A partir de estas curvas se cuantificd el contenido de BC de las muestras. La concentracion se
expreso en [g/g.

Las zanahorias fueron seleccionadas segun su forma, tamafio y aspecto, se lavaron con agua potable durante
1 min, se descartaron los extremos, se pelaron y se cortaron en rodajas de 5 mm de espesor. Se trabajé con 3
unidades experimentales de rodajas de zanahorias: SR = control (sin recubrir); Ch = recubiertas con solucion
formadora de film a base de Ch; Ch-Q = recubiertas con solucion formadora de film a base de Ch-Q.EI
recubrimiento se realizé por inmersion,durante un 1 min,en cada una de las soluciones. Luego, se coloraron
en bandejas y se almacenaron bajo refrigeracion a 4°C y 60% + 5% de HR durante 10 dias. Se realiz6 la
determinacion del BC a 4 tiempos diferentes: 0, 3, 7 y 10 dias. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Para realizar el andlisis y cuantificacién del BC, se procedio segun metodologia descrita por Assuncéo y
Mercadante (2003), con algunas modificaciones. Se utilizé como fase mdvil 90% MeOH:10% Acetonitrilo.
Previo a su inyeccion, se redisolvieron los extractos secos de las muestras en 3 ml de MeOH grado HPLC y
se sonicaron por 20 min. Se filtraron las muestras por membranas MILLIPORE HV (Durapore) en PVDF,
0,45 ['m de poro, 13 mm de diametro, y se inyectaron inmediatamente luego de ser redisueltos. Las
concentraciones del patrén de [I-caroteno se determinaron por espectroscopia UV-Vis y se cubri6 el rango
de60 a 120 [g/g.

Anélisis estadistico de los resultados

Los resultados fueron analizados estadisticamente, empleando el software StatgraphicsCenturion XV en su
version 15.2.05., mediante analisis de la varianza ANOV A multifactorial, con el objetivo de comparar si los
factores tratamientos y repeticiones, tienen un efecto estadisticamente significativo sobre el contenido de | -
caroteno. También se realiz6 la prueba de Rangos Mudiltiples (LSD) y Prueba de Hipétesis, con un nivel de
significancia del 95,0%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades antioxidantes de los recubrimientos

En las condiciones del ensayo, ambos films se solubilizaron totalmente, obteniéndose una concentracion de

0,38 mg/ml de Ch y Ch-Q en solucién. En la tabla 1 se expresa el %D de las EROS O,*"y *OHen funcion de

la concentracién de Ch y Ch-Q solubilizado, y las diferencias de desactivacion encontradas entre las

fracciones solubles.

Tabla 1. Porcentaje de desactivacién (% D) frente a radical Oy *OHde la fraccién soluble (0,38 mg/ml) de
las peliculas de Ch'y Ch-Q

Film % D O, % D "OH
Ch 40,19 67,30
ch-Q 52,60 73,97

Diferencia (%) 12,41 6,67
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Los resultados obtenidos demuestran que los films a base de Ch-Q presentaron un mayor efecto antioxidante
frente a ambas especies radicalarias respecto de la fraccion soluble del film a base de Ch. Considerando
ambas especies radicalarias, fue posible observar que la diferencia positiva en el %D de O,*"que presento el
film de Ch-Q fue aproximadamente el doble que la mostrada para el *OH, respecto del film a base de Ch;
esto resultd favorable ya que, comparado con otros, el O2*"es uno de los radicales méas toxicos, presenta un
tiempo de vida mayor y, por lo tanto, resulta ser mas peligroso (Vinsova yVavrikova2012). Presentando el
film de Ch-Q el mayor poder antioxidante frente al radical *OH.

Fras-Zemljic et al. (2011) evaluaron la capacidad antioxidante de fibras de Ch derivatizado con Q
modificada enzimaticamente, frente al O.*"y demostraron que hubo un aumento en la actividad antioxidante
de las muestras analizadas. La Q posee un grupo OH dentro de su estructura que no es afectado por la enzima
y hace que resulte un antioxidante més efectivo.La capacidad antioxidante del flavonoide, no sélo esta
relacionada con el nimero de grupos OH presentes en la molécula, sino también con la habilidad de éstos
para ceder &tomos de H (Lemanska et al. 2001), siendo éste, uno de los mecanismos principales para impedir
o ralentizar las reacciones en cadena de los radicales (Rong et al. 2012). La presencia de Q en la molécula de
Ch podria aumentar el grado de desprotonacion de la molécula e incrementar la actividad antioxidante de la
fraccidn soluble del film. La Q pura tiene dos grupos OH en las posiciones 5y 7 del anillo A. EI grupo en la
posicién 7 es méas acido ya que tiene un valor de pKa de 7,5, mientras que el otro grupo en la posicion 5 tiene
un valor de pKa de 9.4. Fras-Zemljic et al. (2011) demostraron que estos valores cambian cuando la Q se
encuentra en estado oxidado, presentando un pKa de 5,8 y 9,8, respectivamente. Los cambios en los valores
de pKa pueden ocurrir como consecuencia de varios factores. Las interacciones electrostaticas entre los
grupos OH cargados negativamente de los flavonoides y los grupos NHs* cargados positivamente del Ch
Ilevan a la estabilizacion de los OH desprotonados, y por lo tanto tienden a bajar los valores de sus pKa. Por
otra parte, si el grupo OH se encuentra en un ambiente hidratado, que puede ocurrir en este caso como
consecuencia de una mayor solubilidad, tiende a facilitar la cesién de H* y disminuir el pKa. Ha sido
demostrado que la desprotonacion del OH tiene una gran influencia sobre el potencial antioxidante intrinseco
del flavonoide, el aumento del grado de desprotonacién generalmente mejora la accién antioxidante del
flavonoide (Van Acker et al. 1996).

Determinacion del contenido de [1-caroteno

Los resultados obtenidos (Figura 2) revelan que las muestras a tiempo = 0 d presentan un contenido de 82,5
mg/100 g de producto fresco.

Figura 2. Cromatograma de muestra de zanahoria a tiempo 0d.
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Segun los resultados obtenidos, el contenido de BC de las muestras de zanahorias minimamente procesadas
SR, Ch y Ch-Q disminuy6 considerablemente luego de 10 dias de almacenamiento a 4°C (Figura 3). Sin
embargo, la retencion de BC fue mayor en las muestras recubiertas con Ch-Q respecto de la muestra SR. A
los 10 dias, el contenido deBC fue de 66,7 mg/100 g (retencion del 80,81%) y 59,5 mg/100 g (retencion del
72,13%) para Ch-Q y Ch, respectivamente, comparado con 43,5 mg/100 g (retencion 52,75%) para SR
(Tabla 2).

85




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

100,00

90,00 -
80,00 -
70,00 -

60,00 -

50,00 -

Retencion b-caroteno (%)

40,00 -

30,00 T T T T
0 2 4 6 8 10
@=@u= SR Ch  e=fll==Ch-Q Tiempo (d)

Figura 3. Porcentaje de retencion de BC de zanahorias minimamente procesadas almacenadas bajo
refrigeracién durante 10 dias, SR (linea azul), Ch (linea amarilla), Ch-Q (linea verde).

Tabla 2. Contenido de BC (mg/100g) de las muestras SR, Ch y Ch-Q a los tiempos 0, 3, 7 y 10 dias de
almacenamiento refrigerado

Contenido [0-caroteno (mg/100g)

Tiempo (d) R on ch-o
0 82,5 82,5 82,5
3 66,2 73,4 77,5
7 52,1 65,4 72,5
10 43,5 59,5 66,7

Analizando estadisticamente los resultados obtenidos segun un ANOVA general multifactorial, se obtiene
gue el recubrimiento aplicado sobre las muestras (factor Tratamiento) y tiempo de almacenamiento (factor
Tiempo) tuvieron un efecto estadisticamente significativo (con un valor-P menor que 0,05) sobre el
contenido de BC con un 95% de confianza; no teniendo el factor Repeticiones influencia sobre la variable.

Al realizar un analisis estadistico a cada tiempo evaluado, se puede observar que los resultados del ANOVA,
presentados en la tabla 3, demuestran que, durante todo el tiempo de almacenamiento, el recubrimiento
aplicado sobre las muestras (factor Tratamiento) tuvo un efecto estadisticamente significativo (con un valor-

P menor que 0,05) sobre el contenido de BC con un 95% de confianza; no teniendo el factor Repeticiones
influencia sobre la variable.

Tabla 3. Andlisis de Varianza para BC a los tiempos 3, 7 y 10 dias de almacenamiento bajo refrigeracion de
las muestras SR, Ch, Ch-Q

Valor-P
Tiempo
(d) Tratamientos  Repeticiones
3 <0,05 0,5864
7 < 0,05 0,1606
10 < 0,05 0,2027

Mediante el test LSD (tabla 4), se puede observar que a todos los tiempos evaluados, existen diferencias
estadisticamente significativas entre las tres muestras, SR, Ch y Ch-Q. Resultando ser el tratamiento Ch-Q el
mas efectivo durante todo el tiempo de almacenamiento bajo refrigeracion.
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Tabla 4. Test LSD para contenido de BC (mg/100g) por Tratamiento aplicado a las muestras a los 3 tiempos
evaluados. Se presentan los valores medios del contenido de BC y el valor de desviacidn estandard. Letras
iguales no representan diferencias significativas

Tiempo (d)
Tratamientos 3 7 10
SR 66,23+ 0,11 52,10 £ 0,36 43,53+ 0,35
Ch 73,40+0,10 65,40 £ 0,20 59,53 +0,11
Ch-Q 77,53 +0,47 72,46 £ 0,37 66,72 £ 0,34

Mediante la Prueba de Hipotesis se confirman los resultados encontrados en el ANOVA 'y el LSD. Se plantea
como Hipdtesis Nula (Ho) que no hay diferencias entre las medias y como Hipoétesis Alternativa (Hi) que si
existen diferencias entre medias. Como se muestra en la tabla 5, cuando el Valor-P es menor que 0,05,
puede rechazarse la Ho con un 95,0% de nivel de confianza, es decir, en todos los casos si se presentan
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos evaluados.

Tabla 5. Test de Hipo6tesis para BC. Hipdtesis Nula: diferencia entre medias = 0,0. Hipdtesis Alternativa:
diferencia entre medias # 0,0

Valor-P
Tiempo (d)
Contraste 3 7 10

Ch-Ch-Q 1,2067 x10* 8,9124 x10® 4,4669 x10°®
Ch-SR  1,3745x107 6,1442 x107 1,8977 x10”
Ch-Q-SR 2,2807 x10® 2,8905 x107 1,3690 x10”

Resultados similares fueron encontrados por Li y Barth (1998), donde evaluaron el contenido de BC sobre
muestras de zanahorias minimamente procesadas recubiertas con films a base de celulosa, envasadas y 87
almacenadas bajo refrigeracion. Luego de 28 dias de almacenamiento se obtuvo una retencion de un 15%
mayor para las muestras recubiertas en comparacién con la muestra control sin recubrir.

Las posibles razones de las pérdidas de caroteno en las zanahorias durante el almacenamiento son la
autooxidacion, que se produce espontdneamente cuando se combina O, del aire con los carotenos, y la
oxidacion enzimatica, la cual es catalizada por enzimas oxidativas (Gross1991). La estructura celular que
protege a los carotenoides en la naturaleza limita su biodisponibilidad. Sin embargo, varios estudios han
demostrado que el procesamiento puede aumentar la biodisponibilidad de los carotenoides (Stahl et al. 1992,
Van hetHofet al. 2000). La oxidacion enzimatica puede ocurrir antes de un tratamiento térmico, durante el
pelado, troceado, trituracion o fabricacion de jugo o pulpa, con lo cual los alimentos minimamente
procesados son susceptibles de ser alterados (Azevedo-Meleiroet al. 2005a, b). La degradacion oxidativa no
enzimatica se sabe que aumenta con la destruccion de la estructura celular del alimento, a mayor area
superficial o porosidad, longitud y severidad de las condiciones de procesamiento, a mayor tiempo y
temperatura de almacenamiento, asi como con el uso de los envases permeables al oxigeno y la luz
(Rodriguez-Amaya et al. 2006).

La abrasion de la superficie de la zanahoria que se produce en la etapa de pelado, expone al floema, donde
hay mayor concentracion de carotenos, al aire y a la luz, facilitando asi la liberacion de los carotenoides
desde la matriz del alimento (Li y Barth 1998).

Los recubrimientos comestibles sirven como una capa protectora y controlan la permeabilidad al O, y COs,
disminuyendo asi la autooxidacion de los carotenos (Li y Barth1998). Diversos tratamientos con
recubrimientos comestibles sobre vegetales producen un retardo en la respiracion y el metabolismo
(Nisperos-CarriedoyBaldwin1988, Bender et al. 1993), indicando que la actividad de las enzimas implicadas
en la oxidacién de carotenos puede ser suprimida o bien, el sustrato (O,) esta limitado por la aplicacién de
estos recubrimientos. Esto puede conducir a la disminucién de pérdidas de caroteno en las zanahorias
recubiertas durante el almacenamiento frente a las muestras SR (Li y Barth1998).

Segun estudios realizados previamente (datos no presentados), se ha demostrado que las peliculas a base de
Ch-Q presentaron una menor transparencia y permeabilidad al O, que el film de Ch (Gallo 2015).
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CONCLUSIONES

Las peliculas a base de Ch modificado, presentaron una mayor capacidad antioxidante frente a los radicales
O2*y*OH que las obtenidas a base de Ch nativo. Ademas, presentaron una diferencia positiva en el %D de
O.*~que es aproximadamente el doble que la mostrada para el *OH, respecto del film a base de Ch.
Presentando el mayor poder antioxidante frente al radical *OH, y resultando méas adecuadas para la
aplicacion en recubrimiento de vegetales procurando la estabilidad oxidativa de los mismos.

Se obtuvo una disminucion de la pérdida de BC durante el almacenamiento bajo refrigeracién por la limitada
disponibilidad de O, debido a la reduccién de la permeabilidad al O, y la mayor capacidad antioxidante
mostrada por los films; y por su efecto fotoprotector relacionado a la menor transparencia de los mismos en
la regidn visible.

Los films a base de Ch-Q presentan un alto potencial para ser utilizados como material de embalaje
complementario a los materiales sintéticos para recubrir zanahorias minimamente procesadas, en
combinacion con otros tipos de control, como ser, la calidad de la materia prima, condiciones adecuadas de
procesamiento y temperaturas éptimas de almacenamiento.
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RESUMEN

Se obtuvieron chips de banana deshidratadas por secado convectivo con aire forzado. Se emplearon bananas
en un estado de madurez de 6-7 con un contenido de azlcar de alrededor del 17%. Se obtuvieron rodajas de
banana de 30 mm x 3 mm de espesor. Se realizd un pretratamiento de deshidratacion por ésmosis en
solucion de sacarosa Yy acido citrico y se analizo el efecto de la aplicacién de un recubrimiento comestible de
almidon sobre las rodajas de banana pretratadas. Posteriormente se realizé el secado de las muestras por
conveccion con aire forzado a 60°C durante 20 horas. Se compararon rodajas de banana sin tratamiento
previo (control), rodajas de banana con pretratamiento de osmosis inversa (Ol) y rodajas de banana con
pretratamiento de osmosis inversa y recubrimiento (OIR). Se estudié la estabilidad del producto y las
propiedades organolépticas. Se obtuvieron las isotermas de sorcion de agua del producto deshidratado y se
llevé a cabo el andlisis sensorial a fin analizar los efectos de los procesos empleados sobre la aceptabilidad
del producto ysu conservacion. Las muestras OIR presentan menor contenido de humedad final. Tanto la
osmosis inversa, como el recubrimiento, conservan las caracteristicas sensoriales del alimento seco obtenido,
aun tras él almacenamiento.

Palabras clave: banana, secado, 6smosis inversa, recubrimiento comestible.

ABSTRACT

Dehydrated banana chips were obtained by forced air convective drying. Bananas in a ripeness state of 6-7
with a sugar content of about 17% were selected. Bananas were sliced to 30 mm in diameter and 3 mm
thickness. A pre-treatment of reverse osmosis dehydration was performed using a sucrose solution with citric
acid. The effect of the application of an edible starch coating on pre-treated banana slices was analysed.
Subsequently the samples were dried by forced air convection at 60°C during 20 hours. Banana slices
without pre-treatment (control), banana slices pre-treated by reverse osmosis (Ol) and banana slices pre-
treated with reverse osmosis and coated (OIR) were compared. Product stability and organoleptic properties
were studied.Water sorption isotherms of dried product were obtained. Sensory analysis was carried out to
determine the effects of the processes used on product acceptability and its conservation. OIR samples show
lower final moisture content. Both, reverse osmosis as well as coating, retain the sensory characteristics of
dried food, even after storage.

Keywords: banana, drying, reverse osmosis, edible coatings.

INTRODUCCION

La coccidn de alimentos se utiliza en gran medida para estabilizar el producto mediante la reduccién de su
contenido de humedad, modificacion de la textura y del sabor de los mismos. Es importante mencionar que
el secado y la coccidn, no se consideran procesos semejantes, ya que la coccion, es solo una parte de la
preparacion del producto, debido a que la misma puede incluir otros procedimientos como la incorporacién
de ingredientes para mejorar su sabor o textura. Actualmente, es muy comudn el consumo de chips de banana
como snack o utilizados como ingrediente en cereales para el desayuno. Para producir estos chips se emplea
el método de coccion por fritura. EI método consiste en cocinar el alimento en aceites vegetales o grasas, que
gracias a su elevado punto de ebullicién (mucho mas elevado que el del agua) es capaz de eliminar el agua
del producto a una elevada velocidad. La desventaja de este método es que una parte del material lipidico
empleado en la coccion se integra al alimento, modificando el flavor y la calidad nutricional del mismo sobre
todo, cuando se emplea en frutas y verduras. Por otra parte, la deshidratacion es un procedimiento empleado
en la conservacion que consiste en la eliminacién del agua del alimento hasta obtener.un producto con la

/’
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humedad final deseada. Los principales objetivos de la deshidratacion son incrementar la vida uatil del
producto, reducir los costos de envasado y almacenamiento, mejorar las cualidades sensoriales, retener el
aroma y en algunos casos, la preservacion del valor nutricional del mismo. Los métodos de deshidratacién se
pueden clasificar en secado térmico, deshidratacion osmética y desaguado mecénico y/o una combinacién de
los mismos. La deshidratacién osmética es una técnica que permite eliminar parcialmente el agua de los
tejidos de los alimentos por inmersién en una solucién hipertdnica, sin dafiar el alimento ni afectar
desfavorablemente su calidad. El contenido de humedad que se consigue no es tan bajo como para que el
producto acabado pueda ser considerado comercialmente estable. Por lo tanto, un producto deshidratado
osmaticamente, normalmente debe ser sometido a algin otro procedimiento adicional (métodos de secado
por aire, congelacion o vacio). Puede considerarse un pretratamiento, que posee las ventajas de mejorar la
calidad del alimento, aumentar la eficiencia energética y aumentar la estabilidad del producto y la retencién
de nutrientes durante el almacenamiento. El secado es el método mas sencillo, en general se realiza dentro de
una camara cerrada y a una temperatura controlada, por la que circula aire caliente sobre el producto
colocado en bandejas abiertas. El secado se produce por conveccion, mediante un proceso generalmente
continuo y se emplea en productos cuyo valor es relativamente bajo. El secado es uno de los procesos de la
industria que mayor consumo de energia requiere por lo cual, la combinacién de este método con la
deshidratacion osmotica, reduce los costos energéticos, tiempos y temperaturas de trabajo, conduciendo a
mejorar calidad del producto obtenido.

Los recubrimientos comestibles se elaboran a partir de materiales comestibles que forman una capa fina
sobre el alimento y se caracterizan por constituir una barrera semipermeable a los gases y al vapor de agua,
retrasar el deterioro del alimento, mejorar las propiedades mecanicas, ayudar a mantener la integridad
estructural del producto que envuelven, retener compuestos volatiles e incluso actuar como vehiculo de
aditivos alimentarios. Aplicados en frutas y verduras, permiten generar atmdsferas modificadas, reduciendo
su velocidad de deterioro.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del uso de recubrimientos de almidén sobre rodajas de
banana deshidratadas. En este trabajo se analizé el efecto de la aplicacion del recubrimiento comestible sobre
rodajas de banana deshidratas por osmosis y posterior secado de las mismas por conveccion con aire forzado
y se estudio la estabilidad del producto y las propiedades organolépticas. Se realizd una caracterizacion
inicial de la fruta fresca, se obtuvieron las isotermas de sorcién de agua del producto deshidratado y se llevo
a cabo un analisis sensorial, a fin analizar el efecto de los procesos empleados sobre las caracteristicas finales
del producto y su estabilidad.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion inicial de la fruta

La fruta fresca fue obtenida en el mercado local. Se emplearon bananas en un estado de madurez 6-7
correspondiente a la fruta con un contenido de azUcar de alrededor del 17.5% y con una coloracién amarilla
uniforme. Ensayos previos permitieron determinar que el contenido de azucar debe ser lo suficientemente
alto como para asegurar el sabor y consistencia adecuados pero por otro lado, si la fruta estd demasiado
madura, la banana resulta pegajosa y toma color oscuro durante el proceso.

Determinacion de sélidos solubles totales (SST)

Se realiz6 mediante refractometria (Hand Held Refractometer, ZGRB-32ATC). Se licuaron 30 g de fruta en
90 ml de agua destilada. Se coloc6 una gota de mezcla en el prisma del refractémetro y se registré el valor
observado. La determinacion se realiz6 por triplicado a 20°C. EI valor resultante se multiplico por la
dilucidn y se expresd en °Brix.

Determinacion de pH y acidez titulable

El valor de pH de las muestras de pulpa se determind utilizando un electrodo de pH (Arcano, PHS-3E). La
acidez titulable de las muestras de pulpa se determind mediante un analisis volumétrico con hidroxido de
sodio 0.1 N hasta un pH final de 8.1.El porcentaje de &cido presente se expreso en funcion de acido mélico.
Las determinaciones se realizaron por triplicado.
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Determinacion de humedad

Se determind el peso fresco de una muestra (A), se llevd a secar a estufa a 104°C durante 24 horas.
Finalmente se determind el peso de la muestra seca (B). Se calcul6 el contenido de humedad (C) segln se
indica en la ecuacion (1):

¢ ="2100% (1)

Acondicionamiento de la fruta

Una vez caracterizada, se selecciond la fruta con un didmetro de alrededor de 30mm y se cort6 en rodajas de
3mm de espesor.

Pretratamiento: Deshidratacion osmotica

Con el fin de disminuir el tiempo de secado, la fruta se sometié a un proceso previo de deshidratacion
osmotica. Durante el proceso se realizd un tratamiento con &cido citrico para evitar el pardeamiento de la
fruta.

Las rodajas se colocaron, distribuidas cuidadosamente, en bandejas de secado perforadas, que se
sumergieron en una solucion osmética de sacarosa al 60% Yy acido citrico al 1%, durante 3 horas, a una
temperatura de 25°C.

Transcurrido dicho periodo de tiempo, las rodajas fueron lavadas con agua destilada, para evitar excesos de
sacarosa en la superficie de las mismas y finalmente se elimind el exceso de agua.

Preparacion de la solucion de hidrocoloide para el recubrimiento.

La solucion de hidrocoloide se prepard a partir de almidén, (Unilever,Argentina) al 5% p/v, glicerol
(Mallinckrodt) 20% p/p de polimero y agua destilada. Luego se procedié a la formacion de la solucion
filmogénica, mediante calentamiento a 85°C durante 15 minutos. Lasolucion obtenida se coloc6 durante 15
minutos en un bafio ultrasénico a fin de eliminar burbujas de aire.

Aplicacion del recubrimiento

Finalizada la deshidratacion osmética, se procedio al recubrimiento de las frutas con la solucidn filmogénica.
La aplicacion del recubrimiento se realiz6 por inmersion de las rodajas de banana en la suspension durante 1
minuto y posterior escurrido.

Secado

Se realizd el secado de rodajas de banana sin tratamiento (control), rodajas de banana deshidratadas
osmaéticamente (Ol) y rodajas de banana deshidratadas osméticamente y recubiertas (OIR). El secado de
todas las muestras de rodajas de banana se realizd6 en una estufa con circulacion forzada de aire a 60°C
durante 20 horas.

Caracterizacion de las rodajas de banana deshidratada

Las rodajas de banana deshidratada se almacenaron en un ambiente de humedad relativa de 0%, empleando
silica gel. Se determing el contenido de humedad final y se obtuvieron las isotermas de sorcion.
Determinacion de humedad

Se determindé el contenido de humedad de las rodajas de banana deshidratas, de acuerdo al procedimiento
indicado previamente para la fruta fresca.

Isotermas de sorcion

Se determinaron las isotermas de sorcidn para los tres grupos de muestras de rodajas de banana deshidratadas
(control, OIl, OIR). Se establecieron ambientes de humedad relativa constante para cubrir actividades de
agua, desde 0.5 a 0.9, utilizando soluciones salinas (Mg (NQOs)2, NaBr, NaCl, KCI, BaCl,) de acuerdo a las
recomendaciones del proyecto europeo COST-90 (Spiess & Wolf, 1983). Las muestras se mantuvieron
almacenadas durante una semana en desecador con silica gel. Luego, las rodajas de banana se pesaron y se
colocaron sobre mallas plasticas, sostenidas por tripodes dentro de recipientes con cada solucién salina
cerrados herméticamente. Los diferentes recipientes se mantuvieron a temperatura constante durante 4 dias o
mas, hasta alcanzar constancia en el peso de equilibrio de las muestras. Los ensayos de absorcion se
determinaron por triplicado y fueron realizados a 30°C, los resultados se expresan en g agua/ 100g de
muestra seca.
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Los datos obtenidos se ajustaron mediante el modelo de BET, segun se indica en la ecuacion (2):
_ wy.C.ay
W= am @+ C-Dan (2)

Donde w es el contenido de humedad de equilibrio (g agua/ 100g de muestra seca), Wo €s el contenido de
humedad de la monocapa (g agua/ 100g de muestra seca), C es una constante asociada al calor de sorcion de
la monocapa.

Evaluacion de calidad sensorial

Se llevé a cabo una prueba descriptiva-cuantitativa a fin de determinar la calidad sensorial para cada
muestra. Las pruebas se realizaron en el Instituto de Investigacion Sensorial de Alimentos (IISA — Facultad
de Ciencias de la Salud, de la Universidad Nacional de Salta) con panel semi-entrenado de 8 integrantes. A
cada miembro del panel se le entregd un formulario de evaluacion con la informacion contenida en la tabla
1, donde se listaron los atributos a evaluar (color, sabor, aroma y textura) con sus respectivos puntajes
maximos (25, 35, 10, 30). La sumatoria de los puntajes para cada atributo se tomé como puntaje total de
calidad sensorial para cada muestra, considerdndose optima si alcanzara los 100 puntos. Cada panelista
evaluod seis muestras por duplicado. Las pruebas se realizaron para muestras almacenadas durante 2 dias y
para muestras almacenadas durante 2 semanas. En todos los casos, las muestras (una rodaja de cada tipo) se
presentaron a cada evaluador en una bandeja, codificadas aleatoriamente.

Tabla 1.Formulario de evaluacion sensorial

Atributo Puntaje méximo MUESTRA
por atributo
COLOR 25
SABOR 35
AROMA 10
TEXTURA 30
TOTAL 100

RESULTADOS Y DISCUSION
Los valores obtenidos para la caracterizacion inicial de la fruta se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de la fruta fresca

Caracteristica Valor
SST 17°Brix
pH 4,92
Acidez 0,89%
Humedad 73%

Estas caracteristicas se consideran adecuadas para la fruta a ser empleada en la elaboracién de banana
deshidratada. EI contenido de azlcar presente en la misma, resulta suficiente para asegurar un producto final
de sabor dulce y textura adecuada.

Una vez que se obtuvieron las rodajas de banana deshidratadas, se determin6 el contenido de humedad para
cada grupo de muestras. En la Tabla 3 se observa que el menor contenido de humedad final le corresponde
a las rodajas de banana con recubrimiento. Los resultados obtenidos, indican que la aplicacion del
pretratamiento con osmosis y la aplicacion de peliculas comestibles, permite obtener un producto final con
una humedad significativamente menor.

Tabla 3. Humedad de las muestras de banana deshidratadas.

Grupo % de Humedad Promedio
Control 10,60 + 0,339?
Ol 9,89 +£0.,138°

OIR 8,18 + 0,480°
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La actividad de agua (aw) es un parametro que indica la disponibilidad de agua en un alimento para que
existan reacciones guimicas, bioquimicas y desarrollo microbiano. Por esta razon, la actividad de agua es un
parametro empleado como indicador para predecir la vida Gtil de un alimento. La isoterma de un producto
relaciona graficamente, a una temperatura constante, el contenido de humedad de equilibrio de un producto
con la actividad del agua del mismo y permiten realizar un andlisis y disefio de procesos de transformacién
de alimentos, tales como secado, mezcla y envasado de los mismos.

En la figura 1 se observan los datos de las isotermas de sorcion obtenidos a 30°C para las rodajas de banana
deshidratadas sin tratamiento, sometidas a deshidratacion osmotica previa y deshidratada osméticamente con
recubrimiento de almidon.
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Figura 1. Isotermas de sorcion

Las curvas presentan una tendencia exponencial a altas humedades relativas (por encima de 0,75). En el
caso de las rodajas de banana deshidratadas sin tratamiento previo (muestras control), la isoterma de sorcién
se encuentra muy por encima de las isotermas de las muestras Ol y OIR, lo que indica que la aplicacion de
un tratamiento previo al secado, disminuye la capacidad de las muestras de absorber agua, lo que mejora sus
condiciones de almacenamiento y la estabilidad del producto. Ademas, se detectd el desarrollo de
microorganismos en las muestras control, a elevados valores de humedades relativas (0.8 y 0.9), en los dias
finales de los ensayo.

Si bien las rodajas de banana deshidratadas osmoticamente presentan menor contenido de humedad que las
muestras control para un mismo valor de actividad de agua, no se observa una diferencia significativa entre
las muestras que presentan recubrimiento y las que no.

Los datos experimentales se ajustaron con la ecuacion de BET. La calidad del ajuste del modelo se evalu6
por medio del coeficiente de correlacion lineal (R? y el porcentaje de error medio relativo (%E). En la Tabla
4 se presentan los valores obtenidos para el ajuste del modelo seleccionado.

Tabla 4. Pardmetrosdel modelo de BET y bondad del ajuste.

Wo C R? %E
Control  7,271% 1,926 09206 8,176
Ol 5,843° 2,973 0,9573 3,153
OIR 5,487° 3,405 0,9778 4,670

Calidad sensorial
La Tabla 5 presenta los resultados derivados de la valoracion de atributos sensoriales para cada muestra de
rebanadas de banana deshidratadas.

Tabla 5. Resultados de la valoracion sensorial

ATRIBUTOS

COLOR SABOR AROMA TEXTURA TOTAL
Control 18,75+4,27%  24,56+8,41° 9,25+1,29% 23,3846,23%  75,94+8,07%®
Control A 13,81+6,42* 19,88+6,94% 9,19+2,10% 20,25+3,96° 63,13+9,11°
Ol 22,13+4,05° 26,56+8,38° 8,38+2,13% 25,94+4,22"  83,01+15,44°
Ol A 20,94+0,97° 24,62+1,06% 8,12+0,31% 23,87+0,35°  77,56+5,26%®
OIR 22,10+0,71° 26,61+0,09° 8,38+0,03% 25,91+0,97° 83,02+8,35°
OIRA 20,37+0,53 24,81+0,97° 8,01+0,35* 24,17+1,24° 77,36+7,15°

La puntuacion de calidad para el atributo color resulté significativamente menor para la muestra de banana
control almacenadas (Control A), lo cual se explicaria por la tonalidad oscura de la zona central de la
rebanadas, que fue apareciendo con el tiempo. Debe destacarse que las muestras Ol y las OIR con dos
semanas de almacenamiento, no resultaron diferentes en el color a aquellas con 48 horas de elaboracion.
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Respecto al sabor y al aroma, los panelistas no detectaron diferencia entre las muestras, independientemente
de si éstas fueron sometidas o no a pre-tratamiento,recubiertas o almacenadas. El sabor se describid, en
general, como propio de la fruta, destacando que las muestras controles presentaron un sabor muy marcado
al principio, que desaparecia paulatinamente, mientras que las muestras Ol y OIR, frescas o almacenadas,
exhibieron sabor suave a la fruta. EIl sabor fue el atributo con mayor peso dentro de la puntuacion total
(35/100), por lo cual, es importante resaltar que el pre-tratamiento y/o el recubrimiento de las hojuelas, no
alterd este parametro a juicio de los evaluadores, lo que significaria que la aplicacion de estas tecnologias no
influiria en este atributo de calidad del producto.

En lo referido a la textura, el segundo atributo mas relevante (30/100), se observé que la muestra control
almacenada resulté con la menor puntuacion (p<0,05), lo cual se debid a la presencia de gomosidad en el
producto. El recubrimiento no influyé en la textura de la fruta deshidratada, permaneciendo en iguales
condiciones, segun la valoracion sensorial, a lo largo del almacenamiento. Igual comportamiento fue
advertido en las muestras sometidas solo al tratamiento osmético.

Por lo antes descripto, se concluy6 que la muestra control almacenada fue la de menor calidad sensorial,
dado que obtuvo el menor puntaje total (p<0,05) respecto a las muestras con pre-tratamiento, con 0 sin
recubrimiento, fundamentada en una menor puntuacionen color y textura.

Las muestras recubiertas no presentaron diferencias significativas entre si para la puntuacion total, lo cual
indicaria que el recubrimiento brinda cierta estabilidad a la fruta deshidratada, destacandose que no confiere
sabores ni produce cambios de color significativos. La calidad sensorial de las hojuelas obtenidas por
deshidratacion osmética, tampoco result6é diferente respecto a las recubiertas, por lo cual, la estabilidad al
almacenamiento parece asociarse a éste tratamiento, que favorece la conservacion de la textura crocante y el
color amarillo claro.

CONCLUSIONES

A lo largo del estudio realizado se observé que las rodajas de bananas deshidratadas pretratadas con 6smosis
inversa con y sin aplicacion de recubrimiento permiten conservar las caracteristicas del producto obtenido
tras el almacenamiento.

Si bien, el recubrimiento no generd diferencias significativas en el comportamiento frente a la sorcién de
agua comparado con las bananas solamente sometidas a dsmosis inversa, la humedad final de las muestras,
indican que las bananas con el tratamiento OIR presentan menor contenido de humedad final, lo que indica
una mayor estabilidad frente al almacenamiento.

De acuerdo al andlisis de las caracteristicas sensoriales, la muestra control almacenada fue la de menor
calidad sensorial respecto a las muestras con pretratamiento, con o sin recubrimiento, debido a la baja
valoracion del color y la textura. El sabor, atributo con mayor peso dentro de la puntuacion total (35/100),
no resultd alterado por el pretratamiento y/o el recubrimiento de las hojuelas, lo que significaria que la
aplicacién de estos tratamientos no influye en este atributo de calidad del producto.

A su vez, se destaca que el panel sensorial no fue capaz de percibir la presencia del recubrimiento comestible
empleado, lo que indica que el mismo cumple con este requerimiento para su utilizacién en la conservacion
de alimentos.
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RESUMEN

Listeria es un microorganismo ubicuo que sobrevive mucho tiempo en los alimentos, por lo cual constituye
una gran preocupacion para la industria agroalimentaria. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del
tratamiento de Alta Presion Hidrostatica (APH) sobre el desarrollo de Listeria monocytogenes inoculada en
carne bovina sometida a un pre-tratamiento con preservadores quimicos durante el almacenamiento
refrigerado a 4°C y 10°C. El tratamiento de APH afectd el crecimiento de L. monocytogenes, observandose
una dependencia con la concentracion del inéculo; las muestras inoculadas con 10° UFC/ml y tratadas con
400 MPa presentaron crecimiento en las primeras semanas de almacenamiento a ambas temperaturas,
mientras que no se encontré crecimiento en las muestras tratadas a 600MPa y almacenadas a 4°C. Las
muestras inoculadas con 10° UFC/ml no presentaron crecimiento para las dos presiones y temperaturas
ensayadas. Se puede concluir que la utilizacién de APH como procedimiento de control del desarrollo de
Listeria monocytogenes en este producto fue efectiva durante las primeras dos semanas de almacenamiento
en todas las condiciones ensayadas, disminuyendo la carga bacteriana inicial y siendo mas eficiente el
tratamiento a 600 MPa que a 400 MPa.

Palabras Clave: alta presion hidrostatica, carne vacuna, Listeria monocytogenes, color.

ABSTRACT

Listeria is a ubiquitous organism that survives long periods in food, and is a major concern for the food
industry. The aim of this work was to study the effect of High Hydrostatic Pressure (HHP) on the
development of Listeria monocytogenes inoculated in beef samples, that were subjected to a pre-treatment
with chemical preservatives, during refrigerated storage at 4°C and 10°C. HHP treatment affected the growth
of L. monocytogenes, showing a dependence on inoculum concentration. Samples inoculated with 10° CFU /
ml and treated with 400 MPa showed growth in the first weeks of storage at both temperatures, while growth
was not observed in the samples treated at 600MPa and stored at 4°C. The samples inoculated with
103CFU/ml showed absence of growth at both pressures and temperatures tested. It can be concluded that
APH controlled the growth of Listeria monocytogenes in the beef product and was effective during the first
two weeks of storage under all the conditions tested, decreasing initial bacterial load; besides the treatment
was more efficient at 600 MPa than at 400 MPa

Keywords: High pressure, meat, Listeria monocytogenes, color.

INTRODUCCION
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) constituyen uno de los problemas de salud de mayor
importancia tanto en los paises desarrollados como en los paises en vias de desarrollo. La Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentacion (Food and Agriculture Organization, FAO) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estan preocupadas por el aumento en la incidencia de estas
enfermedades en las Ultimas décadas. El desarrollo de nuevos productos alimenticios y nuevas tecnologias de
procesamiento, el uso de sistemas centralizados de distribucion rapida y el aumento del comercio
internacional, representan un desafio tanto para la industria como para los organismos de control. Los
cambios de habitos y tendencias de consumo, la existencia de poblaciones especialmente susceptibles debido
al envejecimiento, la desnutricion, personas inmunosuprimidas, nifios, mujeres embarazadas y los cambios
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en las poblaciones microbianas también representan un riesgo desde el punto de vista de las ETA (Salm-

Surv, 2005; Alvarez Martinez, 2007).

La listeriosis, cuyo agente etioldgico es Listeria monocytogenes, en una de las principales enfermedades de
transmision alimentaria y de mayor relevancia en la salud pablica debido al impacto social y econémico que

tiene por la gravedad de su cuadro clinico (Mufioz et al., 2011).

Listeria monocytogenes es un microorganismo ubicuo que sobrevive mucho tiempo en los alimentos, por lo

cual constituye una gran preocupacion para la industria agroalimentaria. Las bacterias pertenecientes al
género Listeria son bacilos Gram-positivos cortos, regulares, aerobio o anaerobio facultativo, no esporulados

ni ramificados, que suelen observarse en disposicién individual o formando cadenas cortas. Presentan de 1 a

5 flagelos peritricos que les confieren movilidad a 28°C. Las colonias son pequefias (de 1 a 2 mm tras uno o

dos dias de incubacién) y lisas. Su temperatura dptima de crecimiento esta entre 30°C y 37°C. Se lo
considera un patdgeno psicrotrofo, capaz de desarrollar a temperaturas de refrigeracion (0-8°C.), pueden
crecer a 4°C en pocos dias a diferencia de otras bacterias patdégenas como Salmonella o Staphylococcus
aureus, que son inhibidas en su crecimiento a bajas temperaturas y ademas es capaz de desarrollarse a pH de

4,4 3 9,6 (Gilmour et al., 2010; Liu, et al., 2006; Mufoz, Diaz., 1998). Asimismo, crece en concentraciones

altas de NaCl 10% y sobrevive a concentraciones entre 16 y 20%. (Schobitz et al 2009, Marzocca, et al.
2004).

El patégeno a pesar de no formar endosporas es capaz de sobrevivir por largos periodos de tiempo en el

medio ambiente, en las plantas procesadoras de alimentos y en el interior de los refrigeradores. L.
monocytogenes ha sido aislada de alimentos sin procesar como leche, carne y vegetales y de alimentos
procesados como quesos suaves, helado, mantequilla, carne cruda, carne procesada, pescado crudo y
ahumado en frio. A pesar de encontrarse con frecuencia en alimentos crudos, los casos de listeriosis
generalmente se relacionan con aquellos productos listos para el consumo, los cuales se conservan
refrigerados por un periodo prolongado de tiempo o con los alimentos contaminados después del
procesamiento térmico (FAO, 2000).

Una de las tecnologias emergentes en ciencia de los alimentos con un gran potencial en el area de productos
carnicos que podria usarse para el control de este microorganismo es la alta presion hidrostatica (APH), que

es un proceso no térmico de preservacion de alimentos con minimos efectos en el contenido nutricional del 98
mismo. El tratamiento de APH por encima de 300 MPa a temperatura ambiente puede mejorar la seguridad
microbiolégica y extender la vida Gtil del producto (Balasubramaniam y Farkas, 2008 y Carlez et al., 1994).
Asimismo, el tratamiento APH conserva mejor el sabor (Schindler et al., 2010) que el tratamiento térmico,
ya que solo afecta a enlaces no covalentes (Cheftel y Culioli, 1997). La eficacia del proceso depende de
parametros tecnolégicos como la presién, mantenimiento de temperatura y tiempo, asi como del tipo y estado
fisiologico de los microorganismos y de las propiedades intrinsecas del alimento (pH, aw) (Bover-Cid et al.,
2011; Hugas et al., 2002; Hereu et al., 2012; Jofré et al., 2009; Diez, 2009). En el caso de carne bovina el
tratamiento de APH afecta los pardmetros de color, atenuando significativamente la tonalidad roja
caracteristica. La decoloracién en carnes frescas pigmentadas es producida a niveles superiores a 300 MPa,
por lo cual se necesita un tratamiento previo de la carne bovina con preservadores quimicos que permite la
formacién de nitrosomioglobina, una proteina que tiene la caracteristica de ser mas resistente a las altas
presiones, manteniendo un color adecuado en la superficie del producto.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de APH sobre el color y el desarrollo de Listeria
monocytogenes inoculada en carne bovina sometida a un pre-tratamiento con preservadores quimicos durante
un almacenamiento refrigerado a 4°C y 10°C.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Para el ensayo se utilizaron cortes de masculos aductor femoris y semimembranoso (nalga). Los musculos
se separaron luego de 48 horas postmortem y se elimin6 grasa visible y se extrajeron discos (didmetro 6cm y
espesor 3mm). Las materias primas tenian un valor de pH entre 5.4y 5.7.

Tratamiento quimico

El proceso involucré un tiempo de difusion de sales en secciones de carne bovina, que se sumergieron
durante 2.5 h en la solucién de inmersion compuesta por: 0.62g/L NaNO,, 8.5g/L &cido ascorbico y 30g/L
NaCl.
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Preparacion del in6culo y proceso de inoculacion

Se realiz6 un ensayo con muestras que fueron inoculadas con Listeria monocytogenes cepa L261, (cultivo
provisto por la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP).

Inicialmente se realiz6 la activacion de la cepa, para ello se descongelaron las mismas, se tomé 1 ml del
cultivo y se sembré en un tubo con TSB (caldo triptona soja), se incub6 por 24 hs a 37°C. Al dia siguiente, se
tomd 1 ml del caldo crecido y se sembré nuevamente en un tubo con TSB. Se realizaron 3 repiques.
Posteriormente a la etapa de tratamiento quimico de la muestra, se inocul6 cada una de forma individual con
100 pl de un cultivo de 24 h de Listeria monocytogenes. El ensayo se llevé a cabo utilizando dos
concentraciones de inéculo 10° y 10° UFC/gramo de tejido céarnico.

Envasado de las muestras

Las muestras de carne inoculadas Yy las muestras sin inocular se envasaron individualmente al vacio en
bolsas Cryovac BB4L (Sealed Air, Buenos Aires, Argentina) y se sometieron al proceso de alta presion
hidrostatica (APH).

Aplicacion de APH

El tratamiento de APH se llevd a cabo en un sistema de Stansted Fluid Power (modelo FPG9400:922,
cilindrico de 2 litros de capacidad, presion maxima de trabajo 900MPa, rango de temperatura: de -20 a
120°C) en el Laboratorio del INTA Castelar. La velocidad de presurizacion con la que operé el equipo fue de
300 MPa/min y la despresurizacion se realiz6 instantaneamente.

Se utilizaron dos niveles de presion 400 y 600 MPa. El tiempo de proceso de APH fue de 5 min. La
temperatura de trabajo fue 20°C + 5°C.

Almacenamiento refrigerado

Luego del tratamiento de las muestras se almacenaron refrigeradas a 4°C y 10°C. Se incluyeron dos
controles: 1) CF: discos de carne inoculadas y no presurizadas y 2) CS: carne sometida al tratamiento
quimico, inoculada y no presurizada.

Determinaciones de cloruro y nitrito

La cantidad de NaCl presente en el tejido después del tratamiento se determind mediante un electrodo
selectivo (Cole-Parmer 27.502-12) y la determinacion de nitrito se llevé a cabo utilizando el kit Hach
Nitriver 3 (método 371), segun Graiver et al. (2006).

Determinacion de parametros de color

Se realiz6 con un colorimetro triestimulo Minolta C400 el cual utiliza la escala de color CIE Lab*, mediante
la cual el color es descripto por los parametros de luminosidad L*, y de cromaticidad a* y b*. Las
determinaciones se realizaron semanalmente sobre 3 rodajas de carne, obteniendo 6 medidas para cada
muestra.

Actividad acuosa

Se evalud el efecto del tiempo de almacenamiento que y la APH sobre la aw de las muestras. Se realizé en
un equipo Agqua Lab Serie 3 (Decagon Devices, USA) calibrado con una solucion de K;SO, (aw= 0.979
+0.005) y agua bidestilada (aw=1). Las medidas fueron realizadas a 25°C por duplicado.

Determinacion de textura

Se empled la sonda Volodkevich (HDP/VB). Esta sonda permite simular la mordedura de un alimento con
los incisivos (Wen-Ching et al. 2007), lo que corresponde al primer contacto de una rodaja de carne con la
boca. Se determind en cada caso la fuerza méxima alcanzada cuando se realiza una compresion hasta el 30%
del espécimen. Se determiné semanalmente sobre 3 rodajas, en cada una de ellas por triplicado.

Analisis microbiol6gico

Semanalmente se analizé el desarrollo microbiano de L. monocytogenes en los productos mediante recuento
en placa (medio PALCAM) agar PALCAM, que contiene cloruro de litio, polimixina B, acriflavina y
ceftazidima. Se incubaron las placas durante 24 horas a 37°C. Se utiliz6 para los ensayos microbiol6gicos
carne fresca inoculada como control.

Ademas se realizé un ensayo de presencia-ausencia en los casos donde no se encontré desarrollo de Listeria.
El método de cultivo convencional consta de un procedimiento de enriquecimiento basado en la utilizacion
de medios de cultivo liquidos que contengan agentes selectivos para tratar de recuperar las células de L.
monocytogenes en estado subletal. Se pesaron 25 g de la muestra en una bolsa de stomacher, se agregé 225
ml de caldo TSB al que se le adicioné acriflavina, acido nalidixico y cicloheximida y se homogeneiz6
durante 2 minutos £ 0.2 minutos en Stomacher. Se incub6 durante 24 h + 2 h a 37°C + 2°C.
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Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el software SYSTAT (SYSTAT Inc., 1990, v. 10.0).
Las diferencias significativas entre las medias fueron determinadas por el método de la menor diferencia
significativa, LSD (P<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracion de nitrito y cloruro

Las concentraciones de nitrito de sodio y cloruro de sodio en las muestras carneas luego del tratamiento
fueron: 0.0017+ 0.0011 g NaNO2/100 g tejido y 1.67+0.05 g NaCl/100g tejido carneo para muestras
sometidas a 400 MPa y 0.0016+ 0.0005 g NaNO/100 g tejido y 1.73+0.09 g NaCl/100g tejido carneo para
muestras sometidas a 600 MPa, cumpliéndose con lo que establecido en la normativa vigente. El uso de
nitrito de sodio, nitrato de potasio o de su combinacién no debe superar los 200 ppm (0.2 mg / g), expresado
en nitrito de sodio en el producto final (USDA-FSIS 1999).

Actividad acuosa

Se observé que tanto las presiones empleadas, la temperatura y el tiempo de almacenamiento refrigerado no
influyeron significativamente en la actividad acuosa del producto, siendo el valor medio de 0.9857+0.0009.
Color

En trabajos previos (Giménez et al. 2014) se observo que al someter las muestras carnicas a APH sin aplicar
ningdn tratamiento quimico previo se perdia el color rojo caracteristico de la misma, obteniéndose un
resultado inaceptable para el consumidor. Sin embargo, el tratamiento quimico propuesto del producto
carnico previo al APH, permite la formacion de nitrosomioglobina manteniendo un color adecuado en la
superficie del producto, ya que es un pigmento mas estable a las altas presiones debido a su mayor
resistencia a la oxidacion comparado con la mioglobina y la oximioglobina (Rubio et al., 2007).

Del andlisis de varianza realizado se encontr6 que la luminosidad L* se vio afectada significativamente tanto
por el tiempo de almacenamiento como por las presiones ensayas no siendo significativa la temperatura. Las
interacciones dobles entre estas variables afecta significativamente este pardmetro. Las muestras sometidas a
400 MPa presentaron un menor valor de L*que las muestras sometidas a 600 MPa (Figura 1 a ,b) a ambas
temperaturas de almacenamiento, esto concuerda con lo expuesto por Bak et al. (2012) quien reportd que el
aumento de la presion por encima de 300 MPa conduce a un pequefio aumento en la luminosidad.
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Figura 1: Variacion de la luminosidad (L*) de las muestras carnicas en funcién del tiempo para las
presiones: (=) 400MPay (=) 600MPa, almacenadas a las temperaturas: a) 4°C y b) 10°C.

El parametro a* dependi6 significativamente (P<0.05) de la presién ensayada, de la temperatura de
almacenamiento, del tiempo y de la interaccion entre estos tres factores. En funcion de las presiones, las
muestras tratadas a 400 MPa presentaron un mayor valor de a* comparadas con las muestras tratadas a 600
MPa; esto se debe al efecto de las altas presiones sobre las proteinas sarcoplasmicas. En la Figura 2 a, b
puede observarse que a ambas presiones hay una disminucion del parametro a* durante el tiempo de
almacenamiento; Jung et al., (2003) relacionaron la disminucién del valor de a* durante el almacenamiento
con la acumulacion de metamioglobina en la muestra. En funcion de la temperatura, se observo que las

muestras almacenadas a 4°C presentaron un mayor valor de a* que las muestras almacenadas a 10°C. Sin
7R
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embargo en todos los casos, los valores obtenidos de a* fueron adecuados para el producto desarrollado (a*
> 14).

25 25

a*

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Semanas de Almacenamiento

Semanas de Almacenamiento

Figura 2: Variacion de la parametro a* en las muestras carnicas en funcion del tiempo para las presiones:
(==) 400MPa y (=) 600MPa, almacenadas a las temperaturas: a) 4°C y b) 10°C.

También se midieron los pardmetros L*, a* en la muestra sin tratamiento (carne fresca, CF) obteniéndose los
valores: L* 39.59+0.15, a* 20.28+0.12.

Textura

Se encontrd que la fuerza maxima dependi6 significativamente (P<0.05) de la presidn ensayada y de la
temperatura de almacenamiento, no asi del tiempo.

En todos los casos las muestras tratadas a 600MPa mostraron mayores valores de fuerza maxima que
aquellas sometidas a 400MPa (Figura 3 a, b), pudiéndose relacionar con el mayor exudado producido al
incrementar la presion que conduce a un tejido muscular con menor contenido de humedad.

La Tabla 1 permite observar que para muestras sometidas a las mismas presiones de tratamiento, aquellas
que fueron almacenadas a 10°C presentaron mayores valores de fuerza maxima que las almacenadas a 4°C.
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Figura 3: Variacion de la fuerza maxima en funciéon del tiempo de almacenamiento refrigerado para las dos
APH ensayadas (=) 300MPa y (==) 600MPa a las dos temperaturas: a) 4°C y b) 10°C
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Tabla 1: Efecto de las presiones ensayadas y la temperatura sobre la fuerza maxima en las muestras

carnicas.
Temperatura (°C) | Presion (MPa) Fuerza (N)
4 400 2.52+0.09a
10 400 2.83+0.08b
4 600 3.19+0.13c
10 600 3.54+0.73d
CF 0 2.43+0.36

Anélisis microbioldgico

El crecimiento de L. monocytogenes en alimentos viene influenciado por factores intrinsecos (pH, aw,
nutrientes, etc.) propios del alimento y extrinsecos (temperatura, humedad relativa, etc.) propios de zona de
procesamiento y almacenamiento. Asimismo, su crecimiento también viene determinado por la presencia de

algunos compuestos como el NaCl, el lactato o los nitratos y nitritos (Vitas et al, 2004), presentes en la
composicion de productos carnicos.

La Figura 4 a,b corresponde a muestras inoculadas con 10°® UFC/g y almacenadas a dos temperaturas
diferentes 4°C (Fig 4 a) y 10°C (Fig 4 b). Podemos observar que las muestras tratadas con la solucion de
aditivos quimicos, inoculadas y sometidas a APH en los dos niveles de presién y almacenadas tanto a 4°C

como a 10 °C, presentaron recuentos por debajo del limite de deteccién (2 log UFC/g) lo cual significa que

las altas presiones afectaron a las bacterias, impidiendo asi su desarrollo normal. Debe sefialarse las notoria 102
disminucidn del recuento incial después del tratamiento con altas presiones disminuyendo la concentracion  —
microbiana en alrededor de 3 ciclos logaritmicos.
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Figura 4: Recuentos de Listeria monocytogenes durante el almacenamiento a: a) 4°C y b) 10°C, de (o)
carne fresca, (m) carne sumergida en la solucion de aditivos quimicos, () carne sumergida en la solucién
de aditivos quimicos y sometida a 400 MPa 'y (m) carne sumergida en la solucidn de aditivos quimicos y
sometida a 600 MPa.

En cambio las muestras frescas (CF) y las tratadas con la solucion de aditivos quimicos (CS) que fueron
inoculadas, presentaron un recuento por encima de 3 log UFC/g, aumentando a lo largo del almacenamiento
refrigerado. En el caso de las muestras almacenadas a una temperatura de refrigeracion de 10°C, se observo
un crecimiento mayor.




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

La Figura 5 corresponde a muestras inoculadas con 10°UFC/g y almacenadas a dos temperaturas: 4°C (Fig 5
a) y 10°C (Fig 5 b). En el caso de las muestras tratadas con APH se observa que las muestras sometidas a
600 MPa presentaron un menor crecimiento que las muestras sometidas a 400 MPa, evidenciando el mayor
efecto que produce las altas presiones sobre las bacterias, sin embargo el hecho de tener una mayor cantidad
de indculo inicial podria provocar un efecto de proteccién en las bacterias que permitiria luego en el
almacenamiento el crecimiento de las mismas. Con respecto a las temperaturas de almacenamiento, no se
observo crecimiento a 4°C para las muestras tratadas a 600 MPa durante todo el almacenamiento y en el caso
de las muestras tratadas a 400 MPa, durante la primera semana no se registrd crecimiento microbiano. En
cambio a 10°C, se notd crecimiento durante la primera semana para 400 MPa y luego de la segunda semana
para el tratamiento de 600 MPa, llegando a una concentracion final igual para todas las muestras. Se observa
que las bacterias que fueron sometidas a APH presentan una cinética de crecimiento distinta a la de las
muestras no sometidas a altas presiones; esto podria deberse a una adaptacion de la bacteria luego de estar
expuesta a condiciones adversas.

Bozoglu et al (2004) estudiaron el efecto de la alta presion hidrostatica sobre la L. monocytogenes y
encontraron que luego de un tratamiento a 450 y 550 MPa estas bacterias se vieron afectadas pero que
durante el almacenamiento refrigerado a 4°C , hay un proceso completo de reparacién que podria deberse a la
naturaleza psicrotréfica de dichas bacterias. Si bien no se conocen aun los sitios en que se producen los
dafios celulares de las bacterias, podrian afectarse por la APH la pared celular, la membrana citoplasmatica,
ADN, ARN Yy ciertas enzimas dependiendo de la cepa especifica.

Con respecto a las muestras frescas (CF) y las tratadas con la solucién de aditivos quimicos (CS) que fueron
inoculadas, éstas presentaron un mayor recuento al inicio y se obtuvo al término del almacenamiento una
concentracién final similar a la presentada por las muestras inoculadas con una menor concentracion de
bacterias.
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Figura 5: Recuentos de Listeria monocytogenes durante el almacenamiento a: a) 4°C y b) bacterias 10°C,
de: (e) carne fresca, (m) carne sumergida en la solucion de aditivos quimicos, () carne sumergida en la
solucion de aditivos quimicos y sometida a 400 MPa y (m) carne sumergida en la solucién de aditivos
quimicos y sometida a 600 MPa.

Para ambas concentraciones de inoculo se observa que el crecimiento de Listeria monocytogenes durante el
almacenamiento refrigerado a las dos temperaturas 4 y 10°C, en la carne con el pretratamiento quimico es
similar al obtenido en la carne fresca, por lo que podemos concluir que el tratamiento quimico previo no
produce un efecto bacteriostatico; esto podria deberse a la capacidad de este patdgeno a crecer en elevadas
concentraciones de NaCl y a la baja concentracién de nitrito en la muestra. Estos resultados concuerdan con
lo observado por Myers et al. (2013).

Las recomendaciones del Codigo Alimentario Argentino (CAA) para asegurar la calidad de este tipo de
productos son que se debe tener ausencia de L. monocytogenes en 25 g de muestra.
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En el ensayo de presencia-ausencia realizado en las muestras donde no se observo desarrollo, luego del
enriquecimiento y siembra en placa se encontrd la presencia de Listeria monocytogenes, por lo que podemos
concluir que el tratamiento de alta presion hidrostatica no elimina este patdgeno de las muestras cérnicas,
sino que dependiendo de la presion aplicada produce dafio que puede repararse durante el almacenamiento.

CONCLUSIONES

Se puede concluir que la utilizacion de APH como procedimiento de control del desarrollo de Listeria
monocytogenes en un producto carnico fue efectivo para disminuir los recuentos iniciales después del
tratamiento.

Durante las primeras dos semanas de almacenamiento en todas las condiciones ensayadas, se observd
disminucidn de la carga bacteriana inicial, siendo méas eficiente el tratamiento a 600 MPa que a 400 MPa.
Ademas se concluye que los parametros de textura y color de las muestras carnicas se modificaron debido al
proceso de APH y el almacenamiento refrigerado, aunque presentaron valores adecuados para su consumo.
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RESUMEN

Las frutas confitadas son utilizadas especialmente en la industria de la panificacion. Con el objetivo de
determinar los caracteres de valor diagnostico de tres frutas tropicales y evaluar la calidad de los productos
derivados “confitados”, se estudiaron diez ejemplares de cada una y diez productos de ellas comercializadas
en la ciudad de San Salvador de Jujuy, Jujuy, Argentina. Se realizd observacion macroscopica tanto de las
frutas como de sus productos “confitados” y, posteriormente, el analisis microscopico correspondiente. Se
emplearon las técnicas de raspado, disociado leve y reaccion histoquimica con Lugol. Los caracteres de valor
diagnostico para “kiwi” fueron granulos de almidon y rafides; en “mango”, granos de almidon, cristales
heteromorficos y fibras; en “papaya”, cristales (drusas), esclereidas agrupadas, gotas lipidicas y tubos
laticiferos. Se verifico 70% de genuinidad en confitados procedentes de “kiwi” y 60% para “papaya” y
“mango”. Se concluye que existe deficiencia de calidad botanica y que es necesario contribuir en su
mejoramiento. La simple, rapida y segura metodologia implementada en este estudio resulta adecuada para
lograr este propdsito.

Palabras claves: micrografia, fruta confitada, genuinidad de vegetales.

ABSTRACT

Candied fruits are specially used in baker industry. In order to establish the main features for three tropical
fruits and evaluate the quality of their candied derivated products, ten samples of each fruit and ten
commercial samples of the products from San Salvador de Jujuy, province of Jujuy, Argentina, were
analyzed. Macroscopic and microscopic observation on both fruits and products were performed. Scrapping,
mild disgregation and reaction with iodine/iodide solution were the applied micrographic techniques. The
diagnostic features for “kiwi” were starch grains and raphids; for “mango” starch grains, heteromorphic
crystals and fibers; for “papaya” clusters, sclereids , lipidic drops and laticiferous tubes. Only 70%
genuineness was founded for “kiwi” and 60% for “mango” and “papaya”. It is concluded that there is a great
defficiency in botanical quality control of the products and so the necessity to improve it. This simple, quick
and accurate methodology showed to be very useful to achieve this goal.

Keywords: micrograph, candied fruit, vegetable genuineness

INTRODUCCION
Las frutas confitadas resultan ser un ingrediente valorado principalmente en la industria de la panificacion,
asi como en reposteria, decoracién para sorbeteria y en dulceria, donde la mayoria de la materia prima
proviene de frutas de origen tropical. Para los productos derivados, la certificacion de genuinidad produce un
impacto econémico tanto para los productores como para la industria.

Es interesante destacar que las frutas confitadas le atribuyen el sabor a los productos de panificacion en los
que son incorporadas y definen su diferenciacion en el mercado.

El Codigo Alimentario Argentino (CAA) incluye en el capitulo X, Articulo 816, la definicion de Frutas y
Hortalizas confitadas como los productos obtenidos por su coccion reiterada en soluciones de
concentraciones crecientes de sacarosa, azucar invertido o miel hasta quedar completamente impregnados de
azlcar (CAA, 2010).

La calidad de una fruta confitada, disponible en el mercado para el consumidor, se expresa mediante la
correspondencia univoca entre la presencia, en el contenido del envase, de la especie que declara el rétulo,
provista de las caracteristicas fisicas, quimicas, microbiol6gicas, visuales y olfativas-gustativas particulares.
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El presente estudio se posiciona en la consideracion de la calidad botanica, que pretende certificar presencia
de la parte vegetal comestible que se utiliza como materia prima para la elaboracion de productos
alimenticios y gque se encuentre acorde a la informacion del rotulo.

Es posible identificar una especie mediante la observacion - a ojo desnudo o con ayuda de una lupa, cuando
se dispone de un trozo de material con hojas, flores y frutas - y confrontacion con los datos requeridos por las
claves de determinacidn provistas por la bibliografia (Vignale y Gurni, 2001). EI material objeto de estudio
es sometido a procesamientos mecanicos y/o tratamientos térmicos, de modo que dichos caracteres
exomorfologicos no resultan perceptibles por lo que es necesario recurrir al andlisis de los caracteres
anatomicos. Para ello se aplica el método microgréafico del que se seleccionan las técnicas apropiadas al
material de estudio (Gurni, 2014). De este modo, se definen los caracteres de valor diagndéstico, los que
varian segun cudl sea el 6rgano vegetal de cada especie empleado como materia prima (Cafiigueral et al.,
1998; Vignale y Gurni, 2009; Giménez et al., 2015; 2016). Estos caracteres posibilitan certificar calidad
botanica, definiendo el caracter genuino o, eventualmente, contaminacion o adulteracion de un producto
(Flores y Vignale, 2010; Rivas et al., 2009; Varela et al.; 2009; Vignale, 2002).

En el presente trabajo se estudiaron tres especies tropicales: Carica papaya L. (papaya), Mangifera indica L.
(mango) y Actinidia chinensis var. hispida C.F. Liang (kiwi) cuyas frutas son muy utilizadas en la industria
de “confitados”. Segun investigaciones anatomicas preexistentes, gotas lipidicas, tubos laticiferos
anastomosados, cristales en forma de drusas y esclereidas agrupadas en “papaya” (Winton y Winton, 1939;
Giménez et al., 2016) y granos de almidon, cristales de morfologia variada y fibras en “mango” constituyen
caracteres relevantes (Winton y Winton, 1939). La ausencia de antecedentes para “kiwi” y la necesidad de
validar las referencias anatomicas consignadas mediante el método micrografico consolidan los argumentos
del estudio que se presenta.

MATERIALES Y METODOS
Materiales
Las muestras de frutas frescas fueron aportadas por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria de
Yuto y adquiridas en diferentes puestos de venta de la ciudad de San Salvador de Jujuy, Jujuy.
Las muestras de frutas confitadas proceden de la adquisicion en comercios locales de la ciudad de San
Salvador.
Material estudiado
Se consigna el nimero de cada muestra depositada en el muestrario
1. Carica papaya L.
a- Fruto fresco
M-CBS: 627; 628; 629; 630; 631; 632; 633; 634; 635; 636.
b- Producto alimenticio
M-CBS: 677; 678; 679; 680; 681; 682; 683; 684; 685; 686.
2. Mangifera indica L.
a- Fruto fresco
M-CBS: 637; 638; 639; 640; 641; 642; 643; 644; 645; 646.
b- Producto alimenticio
M-CBS: 687; 688; 689; 690; 691; 692; 693; 694; 695; 696.
3. Actinidia chinensis var. hispida C.F. Liang
a- Fruto fresco
M-CBS: 647; 648; 649; 650; 651; 652; 653; 654; 655; 656.
b- Producto alimenticio
M-CBS: 667; 668; 669; 670; 671; 672; 673; 674; 675; 676.
Métodos
1.- Confirmacion de la identidad taxonémica del material
Se realiz6 mediante la comparacion de las caracteristicas de morfologia externa de las tres frutas con la
informacidn bibliogréfica.
2. — Observacion del producto
Se extiende el material contenido en el envase sobre una superficie blanca y limpia y se separan, por
deteccion a simple vista, todos los elementos componentes; se tomaron fotos con una camara fotografica
KODAK AF 5X Optical Aspheric Lens.
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3. - Aplicacion del método microgréfico
Se fundamenta en el anélisis de los caracteres anatdmicos y de los productos del metabolismo celular
descritos previamente (D’ Ambrogio de Argiieso, 1986; Gurni, 2014; Gattuso y Gattuso, 1999).
Técnicas

a.- disociado (o disgregado) leve
Consiste en tratar el material con solucion acuosa de NaOH al 5%, a ebullicion, durante 5 min., para luego
lavar con agua destilada y observar al microscopio optico.

b.- raspado
Consiste en raspar, con un elemento cortante como bisturi, el material en estudio y colocarlo, suspendido en
agua destilada, entre porta y cubreobjetos para su observacidn al microscopio dptico.

c.- reaccion histoquimica
Se utiliza para la confirmacion de presencia de almidén mediante el tratamiento de la muestra con solucion
yodoiodurada (Lugol) que da color azul violaceo a casi negro. Se coloca una porcion del material de estudio
sobre un portaobjetos, se agregan 2-3 gotas de solucion, se coloca el cubreobjetos y se observa al
microscopio dptico.
Se realizaron preparados transitorios de cada fruta y producto que se observaron empleando un microscopio
trinocular Carl Zeiss modelo Axiostar Plus; las fotomicrografias se registraron con una camara de fotografia
digital Canon, modelo Powershot A640, adosada al mismo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Anélisis de muestras

Carica papaya L.

Etapa Micrografica

A.- Raspado

Se identificaron: miembros de vasos espiralados (Fig. 1. e), cristales (drusas), gotas lipidicas y tubos
laticiferos articulados anastomosados.

B.- Reaccion histoquimica 108
Negativa para deteccion de almidén. -
C.- Disociado leve

Epidermis y estomas (Fig. 1. a), gotas lipidicas (Fig. 1. b), esclereidas agrupadas (Fig. 1. c), tubos laticiferos
articulados anastomosados (Fig, 1. d), cristales (drusas) (Figs. 1. f).

.
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Fig.1. Endomorfologia de Carica papaya L. disociado leve con NaOH al 5%. a) Epidermis y estomas. b)
Gotas lipidicas. ¢) Esclereidas agrupadas. d) Tubos laticiferos anastomosados. €) Miembros de vasos
espiralados y parénquima. f) Drusas.

Mangifera indica L.

Etapa Microgréfica

A.- Raspado

Se identificaron: miembros de vasos espiralados, granos de almidén simples, circulares, con hilio central

(Fig. 2. b), cristales heteromorficos (prismaticos, romboédricos, alargados) (Fig. 2. d) y ffi‘p\,{(as.
2
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B.- Reaccion histoquimica

Positivo para detectar presencia de almidén (Fig. 2. c).

C.- Disociado leve

Parénquima y fragmentos de haces vasculares (Fig. 2. a), cristales heteromorficos (Fig. 2. d), drusas y fibras
(Fig. 2. e) y fibras, cristales y parénquima (Fig. 2. f).

4 ‘.' —— ‘i'\f _—
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Fig. 2. Endomorfologia de Mangifera indica L. raspado del material en fresco (b, ¢) y disociado leve con
NaOH al 5% (a, d, f). a) Parénquima y fragmentos de haces vasculares. b) Granos de almidén simples y
circulares con hilio central. ¢) Reaccién de granos de almidén con Lugol. d) Parénquima y cristales
heteromorficos. €) Drusas Y fibras. f) Fibras.

Actinidia chinensis var. hispida C.F. Liang

Etapa Micrografica

A.- Raspado

Se identificaron almidénes simples elipsoideos y/o esféricos sin estrias visibles (Fig. 6. b) y rafides 109
agrupados (Fig. 3. d). —
B.- Reaccidn histoquimica

Positivo para detectar presencia de almidon (Fig. 3. ).

C.- Disociado leve

Parénquima y fragmentos de haces vasculares (Fig. 3. a), rafides agrupados (Fig. 3. €).

\ 4

Fig. 3. Endomorfologia de Actinidiabchinensis var. hispida C.F. Liang. raspado del material en fresco (b,
c) y disociado leve con NaOH al 5% (a, d, €). a) Parénquima y fragmentos de haces vasculares b) Granos de
almidon simples sin estrias visibles c) Reaccidn histoquimica de almidén con Lugol d) Rafides agrupadas,
Parénquima e) Rafides.

La aplicacion de las técnicas micrograficas permitié confirmar la presencia de gotas lipidicas, tubos
laticiferos anastomosados y cristales en forma de drusas en frutas de “papaya”, segiin describieran Winton y
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Winton (1939) e identificar una nueva referencia procedente de tejido esclerenquimatico, las esclereidas
agrupadas (Giménez et al, 2016).

Se constata la presencia de granos de almidén mediante la reaccidn histoquimica con Lugol.

Constituye un dato relevante y aplicable en anélisis de calidad boténica de alimentos que no son sometidos a
temperaturas de coccion, ya que el calor provoca desnaturalizacion, impidiendo su visualizacién.

La presencia de granos de almidon simples, circulares, cristales (heteromorficos y drusas) y fibras se
destacan en “mango” mientras que kiwi” presenta rafidios y granos de almidon simples. Los restantes
elementos, parénquima y miembros de vasos, resultan comunes en todas las muestras, motivo por el cual son
desestimados como indicadores.

Como se menciona en trabajos similares de Gurni y col. (2000), Flores y Vignale (2008), Giménez y col.
(2015, 2016), los productos del metabolismo celular, en éste caso granos de almiddn y cristales, representan
un importante caracter identificatorio en estudios de calidad.

CONCLUSIONES
Los indicadores micrograficos propuestos se aplicaron en el anéalisis de calidad botanica de productos
confitados, revelando 70% de genuinidad para “kiwi” y 60% para cada uno de los restantes (Tabla.l).
Tabla 1: Calidad botanica micrografica de 30 productos confitados derivados de “kiwi”, “papaya” y
“mango”, procedentes de comercios de S. S. de Jujuy

N° de productos con

Productos N° de productos ausencia de
confitados Raspado Disociado Leve gue evidencian
. ) . i caracteres
derivados de: calidad botanica . L
diagnostico
Carica Tubos Tubos laticiferos
apava L laticiferos anastomosados, 6 (seis)
papaya L. anastomosados  gotas lipidicas y
(papaya) . drusas. 4 (Cuat 110
. Fibras y cristales (Cuatro)
. Fibras. o
Mangifera Granos de (heteromérficos y
indica L. almidan drusas). 6 (seis)
(mango) ausentes.
Actinidiachin Rafides
ensis var. his agrupadas.
pida C.F. Granos de Rafides. 7 (siete) 3 (Tres)
Liang almidén
(Kiwi) ausentes.
Total 19 11

Esta nueva perspectiva de analisis posibilita acrecentar de forma positiva los controles de calidad conocidos
que se realizan a los alimentos. Permite también que tome importancia la botanica, que tiene como fin
mejorar los controles en los agroproductos derivados, garantizando que los mismos sean genuinos,
correspondiendo a la materia prima indicada en su rotulacion y buscando el bienestar de los consumidores.
Resulta importante destacar que a través de estas técnicas que pertenecen al método micrografico, es posible
buscar la certificacion de calidad boténica, como es el caso de los productos de frutas confitadas, a pesar de
los tratamientos a los que debe ser sometido su materia prima para lograr el punto deseado.
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RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron seleccionar un aceite esencial con accion inhibitoria del desarrollo
de Zygosaccharomyces bailii; obtener una nanoemulsién del aceite seleccionado para evaluar su actividad
antimicrobiana; estudiar el efecto del tiempo de sonicacidn sobre su estabilidad y su accion antimicrobiana.
Se realizd un ensayo de difusion en agar de varios aceites esenciales y se selecciond el aceite esencial de
lemongrass (AEL). Se elaboraron dos nanoemulsiones sometidas a sonicacion por 5,0 y 25,0 minutos. Se
almacenaron a 25°C y se midio el diametro de gota en el tiempo. Para estudiar la accion antimicrobiana se
dispensaron en microplacas diferentes diluciones de la nanoemulsion de AEL, se inocularon con la levadura,
se incubaron y se registrd la absorbancia. De los aceites esenciales testeados, el AEL fue el que mostrd
mayor accion antimicrobiana. El diametro de las nanoemulsiones disminuyé con el tiempo de
almacenamiento. Se observo que a mayor concentracion del AEL, menor fue el crecimiento de Z. bailii. La
MCI fue de 467 ppm. La estabilidad y la accién antimicrobiana de la nanoemulsion fueron independientes
del tiempo de sonicacién. Lograr una nanoemulsion de AEL estable en el tiempo permitiria su uso para
preservar alimentos.

Palabras clave: nanoemulsiones, aceite esencial de lemongrass, Z. bailii, ultrasonido.
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ABSTRACT -
The aims of this study were to select an essential oil with inhibitory action on Zygosaccharomyces bailii

growth; to obtain an oil nanoemulsion to evaluate its antimicrobial activity; to study the effect of sonication

time on its stability and antimicrobial action. Diffusion on agar assay was performed on several essential oils

and lemongrass (AEL) was selected. Two nanoemulsions sonicated for 5.0 and 25.0 minutes were drawn.

They were stored at 25°C and the droplet diameter was measured over time. To study the antimicrobial

action, different dilutions of AEL nanoemulsion were dispensed into microplates, they were inoculated with

the yeast, incubated and the absorbance was recorded. Of the tested essential oils, AEL was the one who

showed the highest antimicrobial action. The diameter of the nanoemulsions decreased with storage time. It

was observed that the higher the concentration of AEL, the lower the growth of Z. bailii. The MIC was 467

ppm. Stability and antimicrobial action of the nanoemulsion were independent of sonication time. Achieving

a stable nanoemulsion AEL through time allows its use to preserve food.

Keyword: nanoemulsions, lemongrass essential oil, Z. bailii, ultrasound.

INTRODUCCION

Los aceites esenciales (AE) son compuestos aromaticos de origen natural, con actividades bioldgicas de
amplio espectro (Asbahani et al., 2015). Hasta hoy, han sido utilizados como saborizantes, aromatizantes,
como medicamentos o cosméticos (Dima y Dima, 2015), insecticidas, antioxidantes, anti-inflamatorios, anti-
alérgicos, y agentes anticancerigenos (Seow et al., 2014). Sin embargo, muchos AE ejercen fuerte actividad
antibacteriana, antiviral y antifungica, estimulando su aplicacion también como antimicrobianos naturales en
productos alimenticios y bebidas (Burt, 2004). El uso de AE como conservantes en alimentos ha ganado una
considerable atencion en los dltimos afios, impulsado principalmente por la percepcion negativa de los
consumidores sobre conservantes sintéticos (Seow et al., 2014). Sin embargo, su alta reactividad y
hidrofobicidad representan un desafio formidable para su incorporacion directa en productos alimentarios y
bebidas.
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Para conservar su estabilidad, actividad biolégica y minimizar al mismo tiempo el impacto sobre las
propiedades sensoriales de los alimentos a los que se incorporan, los AE necesitan ser encapsulados para que
sean compatibles con las matriz alimentaria (Buranasuksombat et al., 2011), por ejemplo en emulsiones. Por
otra parte, las emulsiones a escala nanométrica o nanoemulsiones, también ofrecen ventajas adicionales tales
como la minimizacion del impacto sobre las propiedades sensoriales de los productos alimentarios, asi como
un aumento de la bioactividad y mejor difusion (Donsi et al. 2012, 2011).

Las nanoemulsiones son dispersiones de aceite en agua con un diametro de gota dentro del rango de 10 a 100
nm (Mc Clements, 2011). Las potenciales ventajas de las nanoemulsiones por sobre las convencionales como
la alta estabilidad fisica, alta biodisponibilidad, alta transparencia y baja viscosidad las hacen atractivas para
su aplicacion en la industria cosmética, farmacéutica y de alimentos. Las nanoemulsiones sirven como
agentes de liberacion de compuestos bioactivos lipofilicos como sabores (Chang, 2012) y agentes
antimicrobianos (Mc Clements, 2007) en la industria de alimentos. El ultrasonido es un equipo de alta
energia que sirve para desarrollar nanoemulsiones. Este método es una técnica rapida y eficaz para la
formulacion de nanoemulsiones estables con un diametro de gota muy pequefio y baja polidispersidad (Lin,
2008). El equipo utiliza ondas sonoras con una frecuencia de més de 20 kHz utilizando un sonotrodo para
causar ondas mecanicas seguido de cavitacion. El colapso de estas cavidades genera un choque de ondas
potentes que rompe las gotas gruesas (Behrend et al. 2000). El tamafio de gota se puede controlar mediante la
optimizacién de los parametros de proceso como la concentracion de aceite o de emulsionante, tiempo de
sonicacién y la energia entregada (Nakabayashi et al., 2011).

Hasta la fecha, las investigaciones que se han llevado a cabo para apoyar el uso de las nanoemulsiones de AE
como antimicrobianos en productos alimenticios son escasas. Por ello, los objetivos del presente trabajo
fueron: a) seleccionar un aceite esencial con accién inhibitoria del desarrollo de Zygosaccharomyces bailii
NRRL 7256; b) obtener una nanoemulsion estable a 25°C del aceite esencial seleccionado a pH 4,00; c)
evaluar su actividad antimicrobiana frente al crecimiento de Z. bailii en caldo Sabouraud a pH 4,00; y d)
estudiar el efecto del tiempo de sonicacion sobre la estabilidad y la acci6n antimicrobiana de la
nanoemulsion.

114
MATERIALES Y METODOS -
El caldo, agar Sabouraud y peptona utilizados fueron de Biokar Diagnostics (Beauvais, Francia). El glicerol
(Sintorgan S.A., Argentina), el Tween 80 (Biopack, Argentina), el colorante cloruro de 2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-fenil tetrazolio (INT), y el mediador 2-metoxi-1-4 naftoquinona (Sigma Aldrich, Estados
Unidos de América) fueron de grado analitico. Los aceites esenciales de albahaca (Osimum basilicum),
salvia (Salvia officinalis), jengibre (Zingiber officinale), eucalipto (Eucalyptus citriodora), naranja (Citrus
sinensis dulcis), pomelo (Citrus paradisivar. rouge la toma), estragén (Artemisia dracunculus), lavanda
(Lavandula latifolia), menta (Mentha piperita), bergamota (Citrus aurantiuml. subsp. bergamia), laurel
(Laurus nobilis), lemongrass (Cymbopogon citratus) fueron de origen natural (EUMA S.A., Argentina) y el
de canela fue similar al natural (Sigma Aldrich, Estados Unidos de América ).

Preparacion del inéculo de Zygosaccharomyces bailii

A partir de una cepa de Zygosaccharomyces bailii NRRL 7256 almacenada a -20,0°C £ 0,5°C en caldo
Sabouraud, con 10,09/100g de glicerol, se elabor6 un in6culo. Para ello, la levadura fue descongelada, una
alicuota fue transferida a caldo Sabouraud y posteriormente incubada a 30°C + 1°C durante 24 hs. Luego, el
inoculo se centrifugé a 7500 rpm por 15 minutos (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Alemania). Al pellet
obtenido luego de la centrifugacion se le agregé 1mL de peptona (1,5 g/100 g). Antes de ser utilizado, el
indculo se diluy6 en agua peptona hasta alcanzar 0,5 unidades McFarland, correspondiente a una poblacién
aproximada de 10® UFC/m.

Testeo de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales

Se tested la actividad antimicrobiana de varios aceites esenciales (albahaca, salvia, jengibre, eucalipto,
naranja, pomelo, estragén, lavanda, menta, bergamota, laurel, lemongrass, canela) frente a Z. bailii a través
del ensayo de difusion en agar (Lv et al., 2011). Las placas que contenian agar Sabouraud solidificado fueron
sembradas en superficie con 1 ml del in6culo diluido de la levadura. Luego, del secado de las placas en
estufa a 25°C durante 45 minutos, sobre la superficie se colocaron discos de filtro estériles (6 mm de
didmetro, Oxoid) y se sembraron con 10 uL de cada aceite esencial por triplicado. Después de 24 h de
incubacion a 25°C + 1°C se midieron los diametros de inhibicién con un calibre.
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Preparacion de las nhanoemulsiones

Se formularon nanoemulsiones utilizando aceite esencial de lemongrass (AEL), Tween® 80 como
emulsificante y agua destilada. EI pH fue ajustado a 4,00 con el agregado de &cido citrico al 50,0% p/p. El
pH se midié con un electrodo de vidrio acoplado a un pHmetro Fisher (Estados Unidos de América). La
concentracién del AEL se fijé en 30000 ppm vy la de Tween 80 en 9000 ppm, para todas las nanoemulsiones
preparadas. En una primera instancia, en condiciones estériles, se elaboré una emulsion gruesa. Para ello,
una mezcla de agua destilada y Tween® 80 se esterilizd a 100°C durante 30 minutos. Luego, en condiciones
estériles se le adicionaron 30000 ppm del AEL vy se realiz6 la emulsion gruesa en un homogeneizador de alta
velocidad (Ultra turrax, IKA, Alemania) durante 1 minuto a 13500 min para formar la emulsion y luego 3
minutos a 24000 min'! para reducir el tamafio de gota.

La emulsion gruesa fue dividida en dos partes, las cuales se sometieron a sonicacion por 5,0 y 25,0 minutos,
respectivamente. Para ello se utiliz6 un procesador ultrasénico (modelo VCX 750, Vibra CellSonics, Estados
Unidos de América) en condiciones constantes de frecuencia de 20 kHz y amplitud de 20% (amplitud
maxima 40%, 228 um). Se utiliz6 una sonda de aleacion de titanio de 13 mm roscada a una micropunta
conica de 3 mm para someter a ultrasonido 10 ml de solucién. Las muestras contenidas en tubos de ensayo
de vidrio fueron inmersas en un bafio de enfriamiento con una camisa por la que circulaba glicerina a
temperatura constante de 0,5°C (Polystat, Cole-Parmer, Estados Unidos de América) para disipar la mayor
parte del calor producido durante la sonicacidn. Las emulsiones se almacenaron a 25°C por 7, 10, 14 y 28
dias, tiempos a los cuales se les midid la estabilidad y la accién antimicrobiana, como se describe mas
adelante.

Caracterizacion y estabilidad de las emulsiones

Para caracterizar las emulsiones y estudiar su estabilidad a lo largo del almacenamiento a 25°C (7, 10, 14, 28,
56 y 65 dias), se determind el tamafio de gota por dispersién dindmica de luz. Para ello, se colocaron 1,2 ml
de muestra en una cubeta de poliestireno descartable y se utilizd un equipo Zetasizer Nano-Zs provisto de un
laser de He-Ne (633 nm) (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido) y un correlador digital
Modelo ZEN3600, en un angulo de dispersion fijo de 173.

La técnica de dispersion dinamica de luz mide la difusion de gotas debido al movimiento browniano y esto

se relaciona con el tamafio de gotas a través de la ecuacion de Stokes-Einstein:
kT

h= 3nnD @

donde dn es el didmetro hidrodinamico, D, el coeficiente de difusion traslacional, k, la constante de
Boltzmann, T, la temperatura absoluta y n, la viscosidad. La distribucion de tamafios obtenida se basa en la
intensidad de luz dispersada y se puede convertir en distribuciones en intensidad, en volumen o en nimero.
En este trabajo se mostraran las dos primeras.

Por otra parte, para comparar el tamafio de gotas de los sistemas, se utilizé el parametro Z average que es el
tamafio promedio del conjunto de gotas. Cabe destacar que este parametro es Util para hacer comparaciones
pero no da una descripcion completa de la distribucion en sistemas polidispersos.

Estas determinaciones se realizaron por quintuplicado y se informo el valor promedio.

Evaluacion de la actividad del aceite de lemongrass sobre el crecimiento de Z. bailii

Para cada tiempo de almacenamiento en condiciones estériles, se realizaron distintas diluciones de las
nanoemulsiones de 30000 ppm de AEL en caldo Sabouraud ajustado a pH 4,00 con &cido citrico al 50,0%
p/p, obteniendo sistemas de concentraciones de 1875, 1250, 935, 467 y 311 ppm de AEL. Luego, se
dispensaron alicuotas de 180 ul de cada sistema en una microplaca de 96 pocillos. A cada pocillo se le
adicionaron 10 ul de caldo que contenia el indculo de Z. bailii, alcanzando una poblacién de 1.10° UFC/ml.
La microplaca se incubd a 30°C + 1°C por 48 hs y durante el almacenamiento, se midid el crecimiento a
traves del registro de la absorbancia a 600 nm cada 1 h luego de agitar 30 s antes de cada lectura. Las
lecturas se realizaron en un lector de microplacas y se recolectaron con el software Gen 5
(BioTeklnstruments, ELx808, Estados Unidos de América). Como control positivo se utiliz6 caldo
Sabouraud a pH 4,00 inoculado y como controles negativos se utilizaron los sistemas ensayados sin inocular.
Estos Gltimos también se utilizaron como blanco de absorbancia. El ensayo se realiz6 al menos por
cuadruplicado.

Para identificar los sistemas en los que se registré crecimiento, se utiliz6 cloruro de 2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-fenil tetrazolio (INT) como indicador redox junto con 2-metoxi-1-4 naftoquinona como
mediador de electrones. Para ello, se utiliz6 la técnica de Tsukatani et al. (2014) con algunas modificaciones.
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Se prepard una solucion de 2,775 mM de INT en agua destilada y una solucién 1 mM del mediador en
dimetilsulfoxido. Ambas soluciones se esterilizaron por filtracion por membrana de 0,22 pm (Micron
Separaciones Inc., Estados Unidos de América). Antes de utilizarlos, se realiz6 una mezcla INT:mediadior
en proporcion 9:1. Luego de 48 hs de incubacion de la microplaca, se adicionaron 10 pL de esta mezcla a
cada pocillo y, después de 2 h de contacto, se evalud el viraje del indicador. Se determin6 la minima
concentracién inhibitoria (MCI) del AEL como la menor concentracién a la cual no se observo viraje del
indicador en comparacion con controles negativos y positivos. Este ensayo se realizd con ambas
nanoemulsiones (5 y 25 minutos de sonicacion).

Por otra parte, se seleccion6 la nanoemulsién con 5 minutos de sonicacion y 28 dias de almacenamiento para
verificar la MCI obtenida a través de un ensayo de muerte. Para ello, se elaboraron un sistema control de
caldo Sabouraud y los sistemas conteniendo 467, 935y 1875 ppm del AEL, todos a pH = 4,00. Los sistemas
se almacenaron a 25°C y a diferentes tiempos se midid el crecimiento mediante el recuento de viables en
placa con agar Sabouraud.

Andlisis de datos

Para establecer diferencias entre los didmetros de los halos de inhibicion y los valores de Z average, se aplicd
el analisis de varianza y la prueba de minima diferencia significativa (LSD). En todos los casos, la
significancia estadistica se evalué a un nivel del 5% (alfa = 0,05) y los analisis se realizaron utilizando
Statgraphics Plus para Windows, version 5.1 (Manugistics, Inc., Rockville, MD, EE.UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION

Testeo de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales

En la Tabla 1 se muestran los diametros de los halos de inhibicion de los aceites esenciales testeados. Debe
destacarse que en este ensayo, el aceite de canela sélo se utiliz6 como control ya que en estudios previos
(Gliemmo et al., 2016) se observé que tenia significativa accion antimicrobiana. Uno de los objetivos de este
trabajo fue seleccionar otro aceite con potencial accion antimicrobiana. EI AEL fue el que mostré mayor
actividad frente a Z. bailii, obteniéndose un halo de 17,8 + 1,9 mm, seguido por los aceites de menta y de
bergamota. En base a estos resultados, se decidié seleccionar el AEL para continuar con los ensayos
posteriores.

Tabla 1. Promedio de halos de inhibicion de los aceites esenciales testeados en agar Sabouraud.

Aceite Esencial Halo (mm)
Albahaca (Osimum basilicum) 140+1,0
Salvia (Salvia officinalis) Sin halo
Jengibre (Zingiber officinale) Sin halo
Eucalipto (Eucalyptus citriodora) Sin halo
Naranja (Citrus sinensis dulcis) Sin halo
Estragon(Artemisia dracunlus) 12,0+1,0
Pomelo (Citrus paradisivar. rouge la toma) Sin halo
Laurel (Laurus nobilis) 125+1,0
Lavanda (Lavandula latifolia) 11,0+1,0
Bergamota (Citrus aurantiuml. subsp. bergamia) 14,1+1,3
Menta ((Mentha piperita) 17,0+£1,0
Lemongrass(Cymbopogon citratus) 178+19
Canela 245+24

Evaluacion de la estabilidad de las emulsiones

La distribucion en intensidad de las gotas de todas las emulsiones fue bimodal, con tamafios en el rango de
12 a 19 nm, correspondientes al pico de mayor intensidad. Con respecto a la distribucion del tamafio del
volumen, se observd un solo pico alrededor de 10 nm para todas las emulsiones y tiempos de
almacenamiento ensayados. Este resultado indica que las gotas del pico con mayor intensidad observado en
la distribucion de intensidad corresponden a la mayor poblacién de gotas de las emulsiones. Para ilustrar
estos resultados, a modo de ejemplo, en la Figura 1 se muestran las distribuciones de tamafios por intensidad
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y por volumen de las emulsiones con 5 y 25 minutos de sonicacion a los 28 dias de almacenamiento. El resto
de los tiempos ensayados mostré un comportamiento similar.
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Figura 1. Distribucién de tamafios de gotas por intensidad (Panel 1) y por volumen (Panel I1) de las
nanoemulsiones de aceite esencial de lemongrass con 5y 25 minutos de sonicacion, luego de 28 dias de
almacenamiento a 25°C.

En la Figura 2 se muestran los valores de Z average en funcién del tiempo de almacenamiento. En la misma
puede observarse que el didmetro de las gotas fue inferior a 20 nm para cualquier tiempo de almacenamiento,
indicando que se lograron elaborar nanoemulsiones. Por otra parte, se observa que el diametro de las
nanoemulsiones disminuyé con el tiempo de almacenamiento, pudiéndose obtener medidas repetitivas a
partir de los 10 dias de elaboracion. Se obtuvo una emulsién estable hasta al menos 65 dias de
almacenamiento con un didmetro promedio de 12,7 nm para la emulsion de 5 minutos de sonicacion y 12,3
nm para la de 25 minutos, no habiendo diferencias significativas entre ambos valores. La tendencia a la
reduccion de tamafio con el tiempo de almacenamiento también fue observada para una nanoemulsion de
aceite esencial de naranja, cuyo tamafio de gota disminuyd desde su elaboracion hasta las 4 semanas de
almacenamiento alcanzando un valor de 15 nm (Hashtjin y Abbasi, 2015). Este comportamiento se
vincularia con la disminucion gradual de la alta barrera de energia cinética que presentan los sistemas
emulsionados hasta que alcanzan el equilibrio cinético (Hashtjin y Abbasi, 2015; Rao y McClements, 2011).
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Figura 2. Efecto del tiempo de almacenamiento y del tiempo de sonicacion (5 y 25 minutos) sobre el valor
de Z-average de las nanoemulsiones de aceite esencial de lemongrass.

Cabe destacar que las emulsiones elaboradas con el homogeneizador de alta velocidad (emulsiones gruesas)
mostraron ser muy turbias, de color blanco, y luego de ser sometidas a ultrasonido, las emulsiones fueron
transparentes. Esta transparencia fue independiente del tiempo de sonicacion y del almacenamiento.
Evaluacion de la actividad del aceite de lemongrass sobre el crecimiento de Z. bailii

Con los datos de absorbancia obtenidos se construyeron las curvas de crecimiento de la levadura. A modo de
ejemplo, en la Figura 3 se muestran las curvas de crecimiento de los sistemas elaborados con la
nanoemulsion de 5 minutos de sonicacion a los 28 dias de almacenamiento. Cabe destacar que las curvas
mostraron un comportamiento similar para el resto de los tiempos de almacenamiento y también para las
emulsiones con 25 minutos de sonicacién. Como era de esperar, se observo que a mayor concentracion del
AEL, fue menor el crecimiento de Z. bailii. Sin embargo, a concentraciones mayores o iguales a 467 ppm los
patrones de las curvas de crecimiento fueron similares, es decir, mostraron una pendiente positiva hasta un
valor de alrededor de 0,5 unidades de absorbancia para luego mantenerse aproximadamente alrededor de ese
valor hasta el final del ensayo. En estos pocillos, podia observarse un sedimento blanquecino en el fondo del
pocillo luego de la incubacion. Este comportamiento fue independiente del tiempo de sonicacion. Para
dilucidar si ese aumento de absorbancia se debia al crecimiento o a la formacién de un precipitado se
realizaron dos ensayos. Uno de ellos fue adicionar un indicador redox (INT) para testear la presencia de
células viables en los pocillos y el otro, fue realizar un ensayo de muerte mediante el recuento de viables en
placa de la levadura a lo largo de la incubacion de un sistema control de caldo Sabouraud y de los sistemas
conteniendo 467, 935 y 1875 ppm del AEL, todos a pH = 4,00. En este caso, se selecciond la nanoemulsion
con el menor tiempo de sonicacion (5 minutos), a un tiempo de almacenamiento intermedio (28 dias). Esto se
debi6 a que requiere menor energia para su elaboracion y su tamafio de gota no difiere significativamente
respecto de la emulsién con mayor tiempo de sonicacién y a mayores tiempos de almacenamiento.

En el primer ensayo, se observé que el indicador viré de incoloro a rosado (evidenciando crecimiento) en
todos los pocillos excepto en los que contenian niveles superiores o iguales a 467 ppm del AEL,
independientemente del tiempo de sonicacion. Ademas, la tonalidad del pocillo conteniendo 311 ppm fue de
menor intensidad que la del control positivo. Este hecho indicaria la disminucion de la velocidad de
crecimiento a 311 ppm y la inhibicion a concentraciones mayores.

En relacion con el ensayo de muerte, el resultado de los recuentos se muestra en la Tabla 2. A lo largo de la
incubacion, la poblacion de Z. bailii disminuy6 en todos los sistemas conteniendo AEL. En el sistema que
contiene 467 ppm el crecimiento fue disminuyendo, y luego de 25 h, fue inferior a 10 UFC/ml. Este
resultado, en conjunto con el obtenido en el ensayo del indicador, hacen que se descarte la hipotesis de
crecimiento a concentraciones mayores 0 iguales a 467 ppm Yy determinando una MCI de 467 ppm.
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Probablemente, la aparicion de sedimento se vincule con la formacion de agregados constituidos por la
levaduray el AEL.

En estudios anteriores, se ha reportado una MCI del AEL de 1,13 mg/mL (equivalente a 1130 ppm) frente a
Z. bailii mediante el método de dilucion en caldo por mezcla directa del aceite con Tween® 80 (Tyagi et al.,
2014). En comparacion con el resultado obtenido en el presente trabajo, podria ser que al disminuir el
tamafio de gota se incremente la superficie de contacto del aceite con el medio acuoso haciendo que la
concentracion efectiva sea menor.
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Figura 3. Curvas de crecimiento de Z. bailii en funcién del contenido de aceite esencial de lemongrass(AEL)
de la nanoemulsién elaborada con 5 minutos de sonicacion luego de 28 dias de almacenamiento a 25°C.

Tabla 2. Recuentos (UFC/mI) de Z. bailii durante el almacenamiento en caldo Sabouraud en ausencia y en
presencia de diferentes niveles del aceite esencial de lemongrass a pH = 4,00. (---): tiempos no evaluados.

Tiempo Caldo Recuentos de Z. bailii (UFC/mI)
(h) Sabouraud Nivel de aceite esencial de lemongrass (ppm)
pH= 4,00 467 935 1875
0 6,0.10° 6,0.10° 3,4.10° 7,8.10*
2 2,6.10° 5,6.10° <10
3 2,7.10° <10 <10
4 5,8.10° 3,8.10* <10 <10
6 6,3.10° <10 <10
25 1,7.107 <10 <10 <10

Evaluacion del efecto del tiempo de sonicacion sobre la estabilidad y la accion antimicrobiana de la
nanoemulsion

El tamafio de gota disminuy6 con el tiempo de almacenamiento para ambas nanoemulsiones y a partir de los
14 dias de almacenamiento, no se observaron diferencias significativas entre las emulsiones elaboradas a
ambos tiempos de sonicacion indicando que el tiempo de sonicacion no afectd la estabilidad de las
emulsiones (Figura 2). Resultados similares se han obtenido para nanoemulsiones de aceite esencial de
naranja (Hashtjin, 2015). Por otra parte, la MCI obtenida fue independiente del tiempo de sonicacién de la
emulsion. Por lo tanto, la estabilidad y la accion antimicrobiana de la nanoemulsién fueron independientes
del tiempo de sonicacion.
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CONCLUSIONES

Se lograron elaborar nanoemulsiones estables de grado alimenticio de 12,7 y 12,3nm de diametro de gota
con aceite esencial de lemongrass y Tween 80 como surfactante, las cuales mostraron actividad
antimicrobiana frente a Z. bailii. El tamafio de gota de las emulsiones disminuyé con el tiempo de
almacenamiento. El tiempo de sonicacion no afectd la estabilidad ni la accion antimicrobiana de las
nanoemulsiones.

Lograr una nanoemulsion de AEL estable en el tiempo permitiria su uso para preservar alimentos ya que, el
hecho de que el tamafio de gota sea nanométrico hace que tenga mayor area interfacial respecto al de una
emulsién de mayor tamafio de gota, por lo tanto mayor seria el area de contacto entre el antimicrobiano y la
fase acuosa, donde crecen los microorganismos, permitiendo mayor accion antimicrobiana con menor
concentracion de aceite, minimizando efectos sensoriales en el producto final. Ademas permitiria prescindir
del uso de conservantes sintéticos.
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RESUMEN

En la tltima edicién del CICyTAC se presentd el desarrollo de peliculas compuestas de almidén de maiz
con alcohol polivinilico (PVA) y un poliuretano (PU) sintetizado en el laboratorio con el fin de obtener
peliculas con un 70% de almidon. En este trabajo se presentan ensayos con queso Tybo comercial tipo barra
marca “Cayelac” como sistema testigo. EI CAA establece que la natamicina es un conservante permitido en
superficie de quesos pero no debe ser detectable a 2 mm de profundidad. Se estudio el espesor final de los
recubrimientos luego de la inmersion (3 capas) de cubos de queso en las dispersiones concentradas
conteniendo colorante. Luego se llevd a cabo la evaluacion de la eficiencia de los recubrimientos
conteniendo 1% de natamicina sobre queso Tybo almacenados a 13°C y 80% de humedad relativa. Se
encontr6 que el recubrimiento Almidon/PVA/PU en relacion 70:25:5 tuvo un efecto antifungico sin la
presencia de natamicina y que los recubrimientos con natamicina mostraron una mejora en el tiempo de
conservacion de un 60%. Ademas se estudi6 la difusion de natamicina hacia la masa del queso al recubrirlo
con mezclas con 1% de natamicina. En todos los casos se encontrd natamicina en la masa y se pudo
cuantificar.

Palabras Clave: Peliculas activas, almidén, natamicina, queso.

ABSTRACT

In the last edition of CICYyTAC the development of composite films of starch, poly(vinyl alcohol) (PVA) and
a polyurethane (PU) dispersion pursuing the goal of maximizing the starch content (70 wt. %) was presented.
In this work, three studies with Tybo cheese “Cayelac” are presented using the cheese as a model system.
The CAA (Cddigo Alimentario Argentino) establishes natamycin as an allowed food preservative in the
surface of cheeses, but it can’t be detectable at 2 mm into the cheese. The coating thickness was studied by
immersion of cheese cubes in concentrated dispersions with a colouring substance (3 layers). It was also
evaluated the coating efficiency with 1% natamycin on Tybo cheese stored at 13°C and 80% relative
humidity. We found that the 70:25:5 coating had a protective effect even without natamycin, and that the
coatings with natamycin showed an 60% improvement in the storage time. It was also found that there was
diffusion of natamycin into the cheese coated with blends with 1% natamycin, and it was quantified.

Keywords: Active films, starch, natamycin, cheese.

INTRODUCCION

Hoy en dia hay una tendencia creciente de utilizar polimeros naturales por las caracteristicas de ser
renovables, biocompatibles, biodegradables y en muchos casos econémicamente viables. En particular los
almidones provenientes de diferentes fuentes han sido empleados para elaborar recubrimientos para
alimentos. Sin embargo requieren de la adicion de plastificantes para reducir la rigidez y tendencia al
agrietado. Una practica comun es la incorporacion de glicerol o alcohol polivinilico (PVA) o combinaciones
de ellos. Sin embargo la plastificacion por glicerol es temporaria y puede migrar hacia el alimento. EI PVA
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es un polimero de amplio uso en la industria por ser no-téxico, soluble en agua, biocompatible y
biodegradable con resistencia quimica y propiedades fisicas excelentes. La plastificacion empleando PVA
como unico plastificante requiere de la incorporacion de cantidades importantes, que supera en algunos casos
el 50 % p/p. Es por esto que en este trabajo se reemplaza parte del PVA por un poliuretano de muy baja
temperatura de transicion vitrea, de tal manera que pueda actuar como plastificante en pequefias cantidades o
proporciones y lograr peliculas conteniendo como minimo 70% p/p de almidoén. Las peliculas obtenidas se
proponen como recubrimiento para alimentos.

Todos los envases o recubrimientos plasticos, ademas del polimero “base”, contienen un ntimero de otras
sustancias agregadas deliberadamente durante la manufactura y procesamiento del mismo o bien de manera
no-intencional en forma de residuos provenientes del proceso de polimerizacion. El propio polimero, al ser
de alto peso molecular, inerte y con solubilidad limitada en sistemas acuosos o grasos, es dificil que se
transfiera al alimento en una cantidad significativa. El interés de la “seguridad en el uso de
envases/recubrimientos plasticos” radica principalmente en la posible toxicidad de otros constituyentes de
bajo peso molecular presentes en el material final y que pueden migrar al producto alimenticio durante el
almacenamiento.

Los procesos de migracion dependen de varios factores. Ademas de la temperatura y del tamafio molecular
de la especie que migra (migrante), la estructura quimica y polaridad de cada compuesto condicionan su
difusion a través de la masa polimérica, razén por la cual moléculas diferentes (plastificantes y antioxidantes
por ejemplo) se comportan de forma muy distinta en el mismo material y por tanto, presentan migraciones
muy diferentes. También la naturaleza del polimero en el que difunden (grado de cristalinidad, densidad,
etc.) influye en el proceso de migracion. En consecuencia, no puede establecerse un patron general que
permita evaluar la migracion especifica en todas las moléculas y en todos los polimeros existentes (Nerin
2002).

Katan (1996) ha definido la migraciéon como “la transferencia de masa de una fuente externa al producto
envasado mediante un proceso submicroscopico”. Las consecuencias basicas de dicha migracion son
basicamente:

En el envase o recubrimiento, alteracion de las propiedades fisico-quimicas y mecanicas del material por
pérdida de componentes presentes inicialmente en el mismo.

En el producto, cambios en la composicion, por la incorporacion de sustancias “migrantes” que pueden
afectar sensiblemente sus caracteristicas sensoriales modificando su calidad y aceptacion comercial, o que,
en algunos casos, son de caracter toxico para el organismo humano, limitando su aptitud para el consumo.

El primer aspecto puede tener algln interés tecnolégico por afectar la estabilidad del envase, pero no tiene
incidencia en la calidad y salubridad del alimento envasado, como si puede tener la incorporacion al mismo
de componentes del material por migracion (Catala et al. 2002).

MATERIALES Y METODOS

Materiales

En este trabajo se utiliz6 almidon de maiz comercial (Maizena Duryea®, Unilever Argentina S. A.),
conteniendo 0,11g de agua, 0,006g de lipidos, 0,003g de cenizas, 0,0078 g de proteinas/g almidén, y una
relacion amilosa/amilopectina de 25/75 (base seca) (Ferrero et al. 1996). El alcohol polivinilico (PVA) fue
utilizado en forma de polvo, con 98% de hidrdlisis y un rango de peso molecular (My) entre 13.000 y 23.000
(Sigma Aldrich, EEUU). El poliuretano (PU) fue sintetizado a partir de 4,4’-di-isocianato de
diciclohexilmetano (Hi2MDI, DesmodurW, Bayer) y propilenglicol, My, 2.000 (PPG 2000, Voranol 2120,
Dow) siguiendo la técnica del prepolimero (Pardini et al. 2008). También se utiliz6 Metanol Absoluto P.A.
marca Cicarelli.

Preparacion de los recubrimientos

Se gelatinizé el almiddn en agua destilada al 3% p/p en un erlenmeyer de 300 ml de capacidad. Este proceso
se realizé a 90°C en bafio siliconado con agitacion magnética durante 90 minutos con refrigerante. Por otro
lado, se utiliz6 PVA con un grado de hidrdlisis del 98%, y un peso molecular entre 13.000 y 23.000. Para
obtener una solucion homogénea de PVA en agua destilada se realiz6 una mezcla en relacién 1:6 que se
mantuvo durante 24 horas a 90°C en bafio de aceite de silicona con agitacion magnética y refrigerante.

El PU fue sintetizado en el laboratorio, obteniéndose un poliuretano Hi2MDI con PPG 2000.

Para obtener las dispersiones formadoras de pelicula se coloc6 en vaso de precipitados primero la dispersion
de PU, luego la dispersion de PVA y por ultimo el almidén gelatinizado y enfriado a temperatura ambiente.
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El proceso se llevo a cabo en agitacion mecénica. Para el agregado de natamicina a las dispersiones, se
procedié a solubilizar la cantidad de natamicina adecuada para obtener peliculas al 0,1 o 1% segun
correspondiera en agua destilada, como parte de la cantidad correspondiente de agua que corresponde a cada
formulacion. La solubilizacién se Ilevo a cabo con agitacion magnética durante 2 horas a 40°C, condiciones
gue fueron las mejores para lograr la disolucion. Luego del proceso de solubilizacion, la mezcla natamicina-
agua fue agregada a la dispersion almidon/PVA o almidon/PVA/PU gota a gota con agitacién magnética, y
luego de finalizado el agregado se dejé agitando durante 20 minutos para homogeneizar. Es necesario aclarar
que en todos los pasos que incluian natamicina se mantuvieron las soluciones o mezclas en la oscuridad ya
gue la molécula es muy sensible a la luz.

Aplicacion de recubrimientos activos sobre quesos

Para los ensayos con un sistema testigo se eligié un queso semi-duro Tybo comercial tipo barra marca
“Cayelac” (Cayelac 2016) (Figura 1). La eleccion de este tipo de queso se hizo teniendo en cuenta que es un
gueso con un grado de humedad homogénea en toda su masa, que no se ve mayormente modificada con el
tiempo y que, por lo tanto, nos permitid realizar los ensayos con trozos obtenidos de la barra.

Gpbe

Tpbe

Categoria Queso
Tybo / Danbo / Barra

Medalla de Plata:
Tybo Cayelac S.A.
Pablo Salgado

Informacion Nutricional Por Porcion % VD por porcion
Nutrition Facts Amount per Serving  per serving
Valor Energético / Energetic value 102 kcal 0 424 kj 5%
Carbohidratos / Carbohydrates 05g 0.2%
Proteinas / Proteins 79 9%
Grasas Totales / Total fats 8g 15%
Grasas Saturadas / Saturated Fats 59 23%
Grasas Trans / Trans Fats 029 0%
Fibra Alimentaria / Food fiber 0g 0%
Calcio / Calcium 165 mg 17%
Sodio / Sodium 210mg 9%

Figura 1. Queso Tybo marca Cayelac, caracteristicas nutricionales

Espesor de recubrimiento aplicado a queso
El estudio del espesor final de las peliculas luego de la aplicacion por inmersion, también se realiz6 con
gueso Tybo Cayelac, cortando cubos pequefios de aproximadamente 3 x 3 x 1,5 cm. A fin de establecer una
clara diferencia entre la pelicula y la superficie del queso se utilizaron 3 colorantes que se incorporaron en
forma de solucién acuosa concentrada, a saber: negro de eriocromo T, fucsina bésica y cristal violeta.

Se prepararon las dispersiones correspondientes a las mezclas 70:30, 70:25:5 y 70:15:15 de la forma
descripta anteriormente. A continuacion se agrego la solucion del colorante concentrado (5 gotas de cada uno
a cada mezcla). Luego las dispersiones se concentraron en bafio a 75°C con agitacién mecanica hasta
eliminar aproximadamente el 6% de su peso inicial. En estas condiciones las dispersiones presentaron una
mayor viscosidad sin grumos, lo cual facilit6 el proceso de incorporacion por capas sobre el queso.

/o
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Se realizaron capas sucesivas por inmersion de los cubos de queso en las dispersiones concentradas. Luego

de cada inmersion se dejé escurrir el exceso, y se colocd cada cubo sobre una placa siliconada. La placa se

llevé a estufa de tiro forzado a 30°C y se hicieron volteos de los cubos cada 10-15 minutos para que todas las

caras se secaran. Este proceso se repitié hasta lograr cubrir todos los cubos con tres capas.

Posteriormente, se realizo un corte “limpio” a los cubos de queso para poder visualizar la capa de colorante.

Por dltimo se utilizé una lupa con aumento 10X, escala milimetrada y luz directa para fotografiar los limites

de color. Para determinar el espesor se utilizé el software Image-Pro Plus.

Ensayo de difusion de natamicina

El Codigo Alimentario Argentino (CAA) establece que la natamicina es un conservante permitido en

superficie de quesos de muy alta, alta, mediana y baja humedad, y no debe ser detectable a 2 mm de
profundidad desde la “céascara”, ademas que debe estar ausente en la masa (CAA 2014a, CAA 2014b).

Para llevar a cabo este ensayo, se prepararon dispersiones de almidon/PVA/PU en proporciones 70:30,

70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15, todas conteniendo 1% natamicina, siguiendo las etapas previamente
explicadas. Luego del agregado de todos los componentes, incluida la natamicina solubilizada en agua de la

misma forma antes expuesta, se procedié a concentrar las mezclas por evaporacion a 70°C en bafio con

agitacién mecanica, hasta lograr una pérdida de aproximadamente 28% p/p. Luego las soluciones se llevaron

a temperatura ambiente con agitacion magnética en bafio de agua.

Para esta experiencia se utilizé queso Tybo marca Cayelac, el cual fue cortado en cubos de 3 cm x 3 cm x 3

cm. Se procedié a sumergir los cubos de queso en las mezclas correspondientes, dejando escurrir el exceso

para luego colocarlos sobre una placa siliconada que fue llevada a una estufa de tiro forzado a 30°C. Cada 15

minutos se realizaron volteos de los cubos para asegurar que todas las caras lograran secarse. Este proceso se

llevé a cabo repetidamente hasta cubrir los cubos con 3 capas, proceso que llevo un total de dos horas
aproximadamente. Para cada muestra se realizaron triplicados.

Los cubos recubiertos fueron colocados de manera individual en bolsas plasticas para quesos y termoselladas

al vacio con un equipo “Food Saver”, y luego se colocaron en camara a 10°C durante 75 dias. El objetivo fue

permitir la difusién de natamicina al interior del queso (si esto ocurriera), durante un periodo de tiempo
equivalente al de la maduracion y distribucion de un queso semiduro, que oscila entre los 60 y los 90 dias,
dependiendo del tamafio del queso. 125
Para determinar si la natamicina difundié y logré penetrar mas de 2 mm de profundidad en la masa del ——
gueso, se procedid segln la técnica de De Ruig et al. (1987) que se corresponde parcialmente con la norma
ISO 9233 (2013), también utilizada por Vierikova et al. (2015).

En primera instancia se procedi6 a remover la parte exterior de los cubos de quesos a 2 mm de profundidad,
y luego se cortd el remanente en piezas de 0,5 cm?y se mezclaron para homogeneizar la masa. Luego se
pesaron 5 + 0,01 g de muestra y se colocaron en un erlenmeyer de 100 mL. Se agregaron 50 mL de metanol
puro (MeOH) y se mantuvo con agitacion magnética durante 90 min, para después agregar 25 mL de agua
destilada. Para precipitar las grasas, se coloc6 el erlenmeyer en freezer a -18°C, y se dej6 durante una hora.
Se procedio a filtrar el extracto frio con embudo Buchner y kitasato, utilizando un papel Whatman N° 3, y se
descartaron los primeros 5 mL. El extracto se llevé a temperatura ambiente, y luego se filtré con un filtro
para jeringa con filtro de nylon de 0,45 pm. Por Gltimo se filtrd a través de un filtro de 0,2 um tipo FG con
jeringa de vidrio.

Para la determinacion espectrométrica se hicieron medidas entre 200 y 800 nm, utilizando como blanco una
solucion MeOH:H0 en relacién 2:1. Se midié la absorbancia del minimo a 311,5 nm, y de los méaximos a
318 y 329 nm, bandas de absorcién caracteristicas de la natamicina.

Para las curvas de calibracion correspondientes se utiliz una solucion madre de 37,5 ppm de natamicina en
MeOH:H0 en relacion 2:1, y se realizaron diluciones sucesivas.

Ensayo de conservacion de queso en condiciones de maduracion

Para llevar a cabo este ensayo, se prepararon dispersiones de almidon/PVA/PU en proporciones 70:30,
70:25:5 y 70:15:15, y mezclas 70:30 y 70:25:5 conteniendo 1% de natamicina, siguiendo las etapas
previamente descriptas. Luego, se procedié a concentrar las mezclas por evaporacion a 70°C en bafio con
agitacion mecénica, hasta lograr una pérdida de peso de aproximadamente 28%. Las soluciones obtenidas se
llevaron a temperatura ambiente con agitacion magnética en bafio de agua y se realizé el agregado de la
solucién de natamicina en los casos correspondientes. También para este estudio en todos los pasos que
incluian natamicina se mantuvieron las soluciones o mezclas en la oscuridad.

Para esta experiencia se utiliz6 queso Tybo marca Cayelac, el cual fue cortado en trozos de 5 cm x 6 cm x 2
cm. Se procedié a sumergir los cubos de queso en las mezclas correspondientes, dejando. escurrir el exceso
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para luego colocarlos sobre una placa siliconada que fue llevada a una estufa de tiro forzado a 30°C. Cada 20
minutos se realizaron volteos de los cubos para asegurar que todas las caras lograran secarse. Este proceso se
llevé a cabo repetidamente hasta cubrir los cubos con 3 capas. Para cada muestra se realizaron duplicados.
Los cubos recubiertos se colocaron en un ambiente controlado con aproximadamente 82% de humedad
relativa y 13°C, condiciones correspondientes a la maduracidn de este tipo de quesos, y se realizd un
seguimiento fotogréafico diario de la superficie, para evaluar aparicion y proliferacién de mohos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Espesor de pelicula

Para la determinacion del espesor de las peliculas, se trabaj6 en esta instancia con los quesos cubiertos con
mezclas conteniendo cristal violeta ya que fue el que mostré limites méas definidos y con menos difusion
hacia el interior del queso. Por otro lado, la solucion de negro de eriocromo T se desestabilizé al cubrir los
quesos (indicado en la figura con un circulo), por lo que se decidié descartar estas muestras. Estos resultados
se pueden observar en la Figura 2. También es importante resaltar que se intent6 completar las capas
sucesivas mediante aplicacion con pincel (pintado) pero no resulté eficiente, por lo que finalmente se decidio
hacerlo por inmersion de los cubos de queso en las dispersiones concentradas.

T
4
I

L VT X TPETN C. - A=A T

Figura 2. Fotografias de trozos de quesos recubiertos con peliculas dopadas con diferentes colorantes

Se llevaron a cabo las mediciones del espesor del recubrimiento obteniéndose un espesor promedio de 50 um
como resultado de tres capas sucesivas por inmersion, lo cual resultd similar al espesor de pelicula que se
obtuvo por casting para las peliculas que se estudiaron con técnicas de caracterizacién de materiales. Por este
motivo, se decidi6 trabajar para los ensayos aplicados sobre la superficie de queso con tres capas de
dispersién polimérica concentrada sucesivas por inmersion. En la Figura 3 se muestran imagenes de los
cubos de queso recubiertos con solucién de cristal violeta y como se veia el limite del recubrimiento al
realizar un corte.
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Figura 3. Cubos de queso Tybo recubiertos con dispersion polimérica con colorante cristal violeta y corte de
los mismos para medir espesor del recubrimiento aplicado.

Ensayo de difusion de natamicina

De Ruig et al. (1987) plantearon la posibilidad de, luego de obtener el extracto del queso, estudiar la
presencia de natamicina por via espectrométrica con rayos UV, mientras que la norma ISO 9233 (2013) y
Vierikova et al. (2015) propusieron como alternativa de mayor sensibilidad concentrar los extractos y
estudiarlos por HPLC-espectroscopia de masa acoplados. Para nuestro objetivo, la sensibilidad de la técnica
con espectrometria UV fue adecuada ya que se trabajo con un limite de deteccién de 0,5 mg natamicina/kg
queso.

Previamente, se realizaron las curvas de calibracion correspondientes al minimo de absorbancia a 311,5 nm,
y también para los maximos a 318 y 329 nm, eligiéndose como mejores ajustes las curvas para 311,5y 329
nm.

Para obtener el “blanco” se utilizé una solucion de MeOH:H>O en relacion 2:1. Previamente se llevo a cabo
la corroboracion de que esta solucion era un “buen blanco”, ya que se realizo el procedimiento de un extracto
para un queso sin recubrimiento, y el espectro obtenido fue igual al de la solucionMeOH:H-0.

En la Figura 4 se muestran los resultados obtenidos para el contenido de natamicina en la masa del queso
luego de eliminar los 2 mm superficiales de cubos de queso recubiertos con mezclas concentradas de
Alm/PVA 70:30 y AIm/PVA/PU 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 conteniendo 1% de natamicina.
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Figura 4. Contenido de natamicina en la masa del queso expresado como mg de natamicina/kg de queso 128

para cubos de queso recubiertos con mezclas de AIm/PVA 70:30 y AIm/PVA/PU 70:25:5, 70:20:10 y —_
70:15:15 aditivados con 1% de natamicina.

En todos los casos se encontr6 natamicina en la masa y se pudo cuantificar. Los recubrimientos de
AlIm/PVA/PU mostraron menor liberacién de natamicina que la mezcla AIm/PVA. Dentro de las mezclas
ternarias, la que mostr6 menor difusion de natamicina fue la 70:25:5.

Ensayo de conservacion de queso en condiciones de maduracion

El ensayo de conservacion de queso se llevd a cabo utilizando las siguientes muestras (Figura 5):

Sin

/ recubrimiento

Queso Tybo

\ Con

recubrimiento

Almidén/PVA:70/30

Almidén/PVA:70/30 +
1% Natamicina

Almidén/PVA/PU: 70/25/5

/IN

Almidén/PVA/PU:70/25/5 +
1% Natamicina

Almidén/PVA/PU: 70/15/15

Figura 5. Esquema de trabajo para el ensayo de conservacion con cubos de queso cqn%ecubrimiento.
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En las Figuras 6 y 7 se muestran fotos de los cubos de queso sin recubrimiento, y con recubrimientos
Alm/PVA 70:30, AIm/PVA/PU 70:15:15, AIm/PVA/PU 70:25:5 y AIm/PVA/PU: 70:25:5 con 1% de
natamicina, todas al dia 0 (izquierda) y al dia 6 del ensayo (derecha).

DIA O DIA 6

st R R

,;(3‘M ¢

i
:

s oS N - il
Figura 6. Quesos control sin recubrimiento y quesos con recubrimiento AlIm/PVA 70:30 y Alm/PVA/PU
70:15:15 al comienzo del ensayo (izquierda) y luego de seis dias de almacenamiento (derecha).
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DIA O DIA 6

s =
0:25:5 con 1% de natamicina

al comienzo del ensayo (izquierda) y luego de seis dias de almacenamiento (derecha).

Los quesos con recubrimiento de AIm/PVA/PU 70:25:5 vy 70:15:15 mostraron un efecto
antifungico/fungistatico incluso sin la presencia de natamicina, ya que el crecimiento fue menor que para los
guesos recubiertos con formulacion Alm/PVA 70:30 y que para el Control sin recubrimiento. También se
pudo observar que los quesos con recubrimiento de almidén y PVA 70:30 mostraron un mayor crecimiento
de hongos en la superficie que aquellos quesos que no tenian recubrimiento (control). Esto puede deberse a
gue ambos componentes de la mezcla resultan sustratos atractivos para los microorganismos.

En la Figura 7 podemos ver que cuando incorporamos natamicina, el efecto antifngico es completo aun al
dia 6. En estos quesos con natamicina se observo la aparicion de hongos al dia 8 de almacenamiento, y éstos
fueron de crecimiento méas lento. Los recubrimientos con natamicina al 1% mostraron una mejora en el
tiempo de conservacion de aproximadamente un 60%, ya que sin natamicina al dia 5 se pudo observar
desarrollo microbiano, mientras que con natamicina presente recién al dia 8 se detect6 crecimiento fangico.
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CONCLUSIONES

Luego de los ensayos realizados se concluyé que el espesor promedio de los recubrimientos fue de 50 pum,
como resultado de tres capas sucesivas por inmersion, el cual resulté similar al espesor de pelicula que se
obtuvo por casting para las peliculas que se estudiaron con técnicas de caracterizacion de materiales. Por otra
parte, los recubrimientos con natamicina al 1% sobre queso mostraron una mejora en el tiempo de
conservacion de aproximadamente un 60%.

Por ultimo, al estudiar la difusion de natamicina hacia la masa del queso cuando se lo recubrié con mezclas
cargadas al 1%, se encontrd que en todos los casos hay presencia del antifingico en la masa del queso y que
se puede cuantificar. Esto ultimo no cumple con lo expuesto en el CAA, y es por este motivo gque se
considera trabajar en el futuro con 0,1% de natamicina para cumplir con la cantidad permitida de 1 mg/dm?
por unidad de superficie por el CAA.
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Peliculas compuestas a base de pectina: efecto del tamafio de la fibra de zanahoria sobre la estabilidad
del &cido ascorbico
Idrovo Encalada A., Basanta M.F., Fissore E.N., De’Nobili M.D.,Rojas A.M.

! Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Departamento de Industrias,
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RESUMEN

Las fibras obtenidas de los residuos del procesamiento de la zanahoria (Daucus carota), esencialmente
constituidas por los polisacaridos de la pared celular son co-extraidas con antioxidantes naturales asociados.
Las peliculas comestibles compuestas (PCC) constituyen una estrategia para la preservacion antioxidante de
alimentos. Dado que las propiedades de hidratacién de la fibra extraida de la zanahoria (FZ) en un trabajo
previo, aumentaron con el tamafio de particula (53, 105 y 210 micrones), en este trabajo se analiz6 la
influencia del tamafio de particula sobre la estabilidad del &cido L-(+)-ascérbico (AA) soportado en la PCC.
Se elaboraron cuatro sistemas a base de pectina de bajo metoxilo (LMP) entrecruzada con Ca?*. A tres de
ellos se les agregd FZ, y el cuarto sistema fue sin fibra (control, Ca-LMP). Se determiné cierta actividad
antioxidante en las PCC (=6 mg AA/100 g pelicula). Cuando se cargd también AA, su estabilidad a la
hidrolisis (25.0°C; 57,7% humedad relativa, HR) aumentd con la disminucién del tamafio medio de particula,
mostrando la menor estabilidad en Ca-LMP, sin fibra (0%-FZ), y en las PCC con fibra de 210 um. EI AA
actu6 como un sensor de la disponibilidad del agua adsorbida en la matriz polimérica equilibrada a 57,7%
HR.

Palabras clave: fibra de zanahoria, tamafio de particula, peliculas comestibles compuestas, estabilidad del
acido ascérbico.

ABSTRACT 132
Fibers obtained from the residues of the harvest and industrialization of carrot (Daucuscarota), essentially —~—
constituted by the cell wall polysaccharides, are co-extracted with natural antioxidants associated. Composite

edible films (CEF) constitute a strategy for antioxidant food preservation. Since the hydration capacity of the

carrot fiber (CF) determined in a previous work increased with the particle size (53, 105 y 210 microns), the
influence of it on the hydrolytic stability of the L-(+)-ascorbic acid (AA) loaded in the CEF was studied in

the present work. Four systems of CEF based on low methoxyl pectin (LMP) cross-linked with Ca?* were
developed.Three of them were loaded with CF, whereas a fourth system without fiber (control, Ca-LMP)

was also developed. Some antioxidant activity was determined in composites (<6 mg AA / 100g film). When

AA was also loaded in films, its hydrolytic stability (25.0°C; 57.7% relative humidity, RH) increased when

the average particle size decreased, showing the lowest stability in Ca-LMP film developed without CF (0%-

fiber), and in 210um-CF-LMP film as well. The AA behaved as a sensor of the water availability into the

film network equilibrated at 57.7%-RH.

Keywords: carrot fiber, average particle size, composite edible films, ascorbic acid stability.

INTRODUCCION

La demanda actual de alimentos frescos y faciles de preparar ha traido consigo el desarrollo de nuevas
metodologias de preservacion, a fin de obtener alimentos inocuos y mejorados en sus caracteristicas
nutricionales y organolépticas. Entre las tecnologias emergentes para la optimizacion de la preservacion de
alimentos, surge como alternativa el empleo de peliculas o de recubrimientos comestibles que puedan
impartir propiedades funcionales especificas al alimento. Por otra parte, los problemas de contaminacion del
medio ambiente, originados por el desecho y la acumulacion de materiales de empaque de origen sintético
como los plasticos producidos a partir de derivados del petrdleo, han incrementado el interés por el
desarrollo de peliculas y/o recubrimientos elaborados a partir de polimeros biodegradables que presenten
propiedades mecénicas y de barrera similares a las de los plésticos sintéticos.

Una “pelicula” (film) es una capa preformada que se autosoporta, la cual es utilizada, para envolver e
o
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producto (Guilbert, 1986). Su utilizacion supone una alternativa prometedora en el campo de la conservacion
de alimentos, posibilitando la disminucién de residuos plasticos. Adicionalmente, estos recubrimientos
ofrecen la posibilidad de incorporar aditivos de interés, tales como aromas, agentes antimicrobianos o
antiflngicos y antioxidantes (Baldwin et al. 1996).

Para la formulacién de las peliculas comestibles se deben emplear biopolimeros (ej. almidones, derivados de
celulosa, quitosano, gomas, proteinas del suero lactico, concentrados de proteina de soja). Ademas, pueden
agregarse grasas y aceites para buscar propiedades especificas (Chillo et al., 2008; Phan et al. 2009). En
general, se hace indispensable el uso de moléculas pequefias compatibles con el biopolimero formador de
estructura, para que actlen como plastificantes (gj. polioles como glicerol, sorbitol), a fin de proporcionar la
flexibilidad y extensibilidad deseada a dichas peliculas (Fernandez Cervera et al. 2004). El sorbato de
potasio es uno de los antimicrobianos mas comunmente empleados en la industria alimentaria. Posee accion
contra hongos, levaduras y algunas bacterias a pH menor a 6. La incorporacion de sorbato de potasio a la
formulacion de peliculas comestibles ha sido propuesta como modo de disminuir su deterioro superficial por
contaminacion microbiana (Cagri et al. 2001; Flores et al. 2007a, 2007b)

La adicion de componentes con actividad antioxidante puede mejorar las propiedades funcionales de las
peliculas comestibles y aumentar sus usos potenciales para la preservacion de alimentos con importante
contenido graso, modificar las propiedades de barrera al vapor de agua y al oxigeno de los films, ademas de
obtenerse ventajas adicionales como la proteccion frente a la oxidacion lipidica (Gutiérrez et al. 2008; Han et
al. 2008).

Los objetivos del presente trabajo fueron desarrollar PCC antioxidantes portadoras de AA, elaboradas a base
de pectina de bajo metoxilo entrecruzadas con Ca?" y con el agregado de fibra aislada de zanahoria (FZ),
portadora de antioxidantes co-extraidos, con tamafios medio de particula de 53, 105 y 210um
respectivamente, y determinar la influencia del tamafio de particula de la fibra sobre la estabilidad hidrolitica
del AA, considerando que la capacidad de hidratacion de las particulas disminuia con el tamafio de particula,
segun lo determinado en un trabajo previo.

MATERIALES Y METODOS
Fabricacion de las peliculas
La FZ (0,4000 g) de un tamafio dado de particula fue agregada a 30,00 mL de agua desionizada, agitada y
dejada equilibrar durante 18h a 25°C, para ser incorporada luego, en su totalidad (fibra y agua) a la solucién
formadora de pelicula correspondiente. Se elaboraron cuatro sistemas de peliculas. A tres de estas
formulaciones se les incorpor6 la FZ hidratada, con tamafio medio de particula de 53, 105 6 210 um. La
cuarta formulacion fue desarrollada sin el agregado de fibra.

Para la fabricacion de las peliculas, se pesaron 8,009 de pectina de bajo metoxilo (LMP) comercial
(GENU™ tipo LM-12CG), y se la dispers6 en ~250,00 g de agua desionizada contenida en un vaso de
precipitados de 1 L de capacidad. La solucion obtenida fue continuamente agitada a 1400 rpm constantes con
un agitador vertical de velocidad (rpm) controlada (Modelo LH, Velp Scientifica, Italia). A continuacion, y
mientras se continuaba agitando, la solucion fue calentada sobre un plato calefactor (Velp, Scientifica,
Italia). Se fue midiendo la temperatura de la solucién utilizando una termocupla conectada a un
milivoltimetro (Consort P 901, Bélgica). Cuando la temperatura de la solucién alcanzé los 90°C, se
agregaron 4,00 g de glicerol para la plastificacion (76,2 g/100g LMP), sorbato de potasio (0,030g/100g de
solucion) como agente antimicrobiano, y AA (0,1009/100g de solucién). Cuando la temperatura alcanzé
nuevamente los 90°C, se agregé la suspension acuosa de fibra hidratada de zanahoria (7,6 g/100g LMP) y
finalmente, 0,500g de cloruro de calcio (CaCl,.2H,0) disuelto en 2mL de agua desionizada. A continuacion
se retird el vaso de precipitados de la plataforma calefactora y se completd el peso total de la solucién a
300,00 g en una balanza granataria por medio del agregado de suficiente cantidad de agua desionizada. Se
dispensé la solucion en caliente, distribuyéndola entre placas de Petri de poliestireno de 55 mm de diametro
(9 g solucion/placa). Se pesé con precision la cantidad de solucion dispensada en cada placa usando balanza
analitica (0,0001 g precision), identificando la placa, de manera de conocer el contenido de AA de la pelicula
obtenida en funcion de la masa de solucion dispensada en la placa correspondiente [called
“pesoaa(0,loaded)”; Ecuacion (1)]. Se las dejo enfriar para que la solucién contenida en cada placa
gelificara. A continuacion fueron sometidas a secado en estufa con conveccién forzada de aire a velocidad
constante y a 60,0°C durante 3 horas. Luego, se las dejé enfriar a temperatura ambiente. Las peliculas fueron
desprendidas de las respectivas placas y almacenadas al abrigo de la luz y en ausencia/ de aire (al vacio) e

(o .
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desecadores de 26 cm de didmetro (Nalgene, EEUU), con humedad relativa controlada (HR=57,7%) debida a
una solucion saturada de NaBr colocada en la parte inferior del desecador. Todos los desecadores, con cada
sistema y condicion, fueron almacenados en una camara a temperatura constante de 25,0+0,5°C (Velp,
Italia). Se fabricaron 3 lotes de cada formulacién para reunir suficiente nimero de peliculas y para tener un
triplicado experimental de cada una. A distintos tiempos de almacenamiento se retiraba una pelicula de cada
uno de los 3 lotes fabricados para un dado sistema o formulacion. A cada tiempo se contaba asi, para un
sistema dado, con tres peliculas provenientes de tres fabricaciones (lotes identificados) diferentes, sobre cada
una de las cuales se determinaba el contenido de AA [Caa(t)] (triplicado) segun lo reportado por De’Nobili y
et al. (2013b), calculando el contenido de AA a tiempo inicial (t=0) asi como a distintos tiempos (t) durante
el almacenamiento:

Cu()=— Pl
M PESO,, (0, Cargado)
donde, C (t:O): peaoAA(o) =1.00
" eSO, fim(0, Cargado) )

Determinacion del contenido de acido L-(+)-ascorbico

Cada pelicula fue cortada en trozos muy pequefios y colocada en un tubo graduado de 50,0 mL con tapa. Se
agregaron 25,00 ml de solucion de acido oxalico (1% p/v). Cada tubo fue sometido a agitacion durante 90
segundos en vortex (Velp, Italia). Después de cada agitacién los tubos fueron guardados en refrigeracion por
15 minutos. Este procedimiento se realizd cuatro veces. A continuacion, la suspension fue centrifugada a
10.000 rpm por 30 minutos, a 6,0°C (centrifuga Eppendorf 5810R, Alemania). Se determiné la concentracién
de AA mediante el método espectrofotométrico del 2,6-diclorofenol indofenol (De’Nobili et al. 2013b). Se
midio la absorbancia a una longitud de onda de 510 nm. Cada determinacion se realiz6 por duplicado sobre
cada extraccién con agua de una pelicula determinada. El contenido de AA se calcul6 segun la ecuacion (1).
Anélisis de resultados

Los resultados fueron reportados como el promedio y la desviacién estandar (DS) de n replicados de cada
muestra, luego de analizados a través del ANOVA (nivel de significacion a=0,05), seguido de comparacién
maltiple evaluada a través de un test de minimas diferencias significativas, usando el programa
Statgraphicpackage (Statgraphic Plus for Windows, version 5.0, 2001, USA).

La constante de velocidad de hidrdlisis (kaa’) fue calculada por regresion lineal de acuerdo a una reaccion de
primer orden, donde la concentracion de AA remanente a tiempo t[Caa(t)] fue calculada de acuerdo a la
Ecuacidn 2. El andlisis de covarianza (ANCOVA) fue aplicado para comparar las pendientes y por lo tanto,
las constantes de velocidad (kaa’), tal como fuera indicado por Sokal y Rohlf (2000). El tiempo de vida
media (t12) fue calculado de acuerdo a una cinética de orden uno y un coeficiente estequiométrico de
reaccion vi = 1 para el AA:

t, =269
ok,
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RESULTADOS Y DISCUSION

Elaboracidn de peliculas

Se fabricaron por triplicado, cuatro sistemas de peliculas comestibles a base de pectina de bajo metoxilo
(LMP), uno sin y tres con el agregado de fibras aisladas de zanahoria (7,69/100 g de pectina), ya sea con
tamafios de particula promedio de 53, 105 6 210 um. La gelificacion de la solucién formadora de pelicula
ocurrié en presencia de iones de calcio (6,48x10~* moles de Ca?'/g de LMP), durante el enfriamiento en cada
placa donde fuera dispensada. Se utiliz6 glicerol para la plastificacion (76,29/100g de LMP). La
concentracién de fibra se selecciond en base a ensayos anteriores, de manera de obtener peliculas con
importante contenido de fibra, pero que fueran convenientemente flexibles.

Previo al agregado de AA, las peliculas compuestas fueron las que mostraron actividad reductora (ensayo de
FRAP) tal como se reporta en la Tabla 1. Adicionalmente, a todos los sistemas desarrollados se les agrego
AA a los fines de obtener peliculas antioxidantes. Las fibras vegetales, en este caso de la zanahoria,
podrian constituir la forma natural o matriz polimérica que mantiene estables a los antioxidantes naturales
co-extraidos (ej. compuestos fendlicos, [3-caroteno) responsables de la actividad reductora reportada en la
Tabla 1. ElI AA cargado en las peliculas podria en parte contribuir también a preservar al f-caroteno de la
degradacion foto-oxidativa esto es, del blanqueo de la fibra debido a la luz o, en sistemas lipidicos, debido a
la reaccion con los RL producidos durante la autooxidacion de los lipidos (Gordon, 2001).

Las peliculas sin fibra (LMP sola) y las peliculas compuestas a base de LMP, se equilibraron por
almacenamiento a temperatura (25,0°C) y humedad relativa (57,7%) (Ec. 2) constantes (habiendo alcanzado
el equilibrio con el medio ambiente a las 48h (peliculas LMP) y a los 6,5 dias (peliculas compuestas).
Retencidn del acido L-(+)-ascdrbico y movilidad del agua en las peliculas

La actividad antioxidante determinada en las peliculas desarrolladas sin el agregado de AA, se informa en la
Tabla 1. No se detect6 capacidad de captura de RL, pero si se observé algun nivel de capacidad reductora
(ensayo de FRAP) por parte de las peliculas compuestas.

Tabla 1. Capacidad antioxidante?2 de las peliculas desarrolladas sin el agregado de acido L-(+)-ascorbico
(AA), evaluada mediante su capacidad de captura de radicales libres (ensayo de DPPH) y su actividad
reductora (ensayo de FRAP).

Peliculas compuestas
Tamafio medio de particula (um)
Pelicula LMP 53 105 210
DPPH (mg AA/100 ND ND ND ND
pelicula)
FRAP (mg AA/100 ND 7.1+0.94 5.3+0.28 6+ 178
g pelicula)

!Se reporta la media y el desvio estandar (n>3).

?_etras mayusculas diferentes como supraindice en una misma fila indica que existe diferencia significativa
(p<0,05).

3La actividad antioxidante se informa en base a una curva de calibracion realizada con AA.

ND: no detectable.

La actividad antioxidante de las peliculas ahora cargadas con AA depende en parte del tiempo de vida media
del AA en las mismas. En ausencia de oxigeno, el AA se degrada por hidrolisis (Leon y Rojas, 2007). A
57,7% de HR ambiente de equilibrio, el disponible en la matriz polimérica de las peliculas equilibradas esto
es, menos retenida por la matriz polimérica, es agua disponible para reaccionar (Labuza et al. 1972).
Ademas, como es agua “no solvente”, resulta ser muy reactiva inclusive como nucledfilo en la hidrdlisis, por
ejemplo, del AA soportado en la pelicula (Ledn y Rojas, 2007). Por lo tanto, la estabilidad del AA
dependeria del grado de inmovilizacion del agua por la matriz polimérica. EI AA presente en las peliculas
equilibradas a 57,7% de HR puede entonces también actuar como un sensor del grado de disponibilidad del
agua en la matriz (Le6n y Rojas, 2007). Se analizd entonces si la estabilidad de AA durante el
almacenamiento en ausencia de aire, a temperatura (25,0°C) y humedad relativa (57,7%) constantes, fue
influenciada por el tamafio de particula usado para el desarrollo de las peliculas compuestas. Las
representaciones graficas de la caida de la concentracion del AA en funcién del tiempo [Caa(t); ecuacion 1]
se muestran en la Figura 1. En las mismas se observa la dependencia lineal, en escala semi-logaritmica,
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acorde con una cinética de pseudo-primer orden desde t = 0 de almacenamiento de las peliculas. El ajuste de
los datos experimentales (p< 0.05) correspondié entonces a esta cinética, tal como fuera previamente
reportado en bibliografia para el AA (Lee y Labuza, 1975; Lee et al. 1977; Riemer y Karel, 1978; Saguy et
al. 1978; Esteve et al. 1999; Rojas y Gerschenson, 2001; Le6n y Rojas, 2007).
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Figura 1. Cinética de degradacién del acido L-(+)-ascérbico en las peliculas almacenadas a 25,0°C y 57,7%
de humedad relativa, en ausencia de aire. Se muestran los puntos experimentales correspondientes a las
peliculas desarrolladas con fibra de zanahoria de tamafios medios de paticula de 53 (@), 105 (*) y 210 um
(--A--), asi como a la pelicula sin fibra (LJ). Las lineas continuas corresponden al ajuste de la cinética de
orden uno.

Para que se inicie la degradacion del AA es necesaria la hidrolisis irreversible de su anillo de lactona (Figura

2) como primer paso de la reaccion (Kurata y Sakurai 1967). Ledn y Rojas (2007) propusieron que las

moléculas de agua podrian estar involucradas, a través de un mecanismo de sustitucién nucleofilica 136
bimolecular (Snx2) en la reaccion inicial de destruccion del AA en condiciones anaerébicas. Esta reaccion —
Ileva a la hidrdlisis del anillo lactonico del AA, el cual se transforma en &cido 2-ceto-L-gul6nico (KGA), a

través de una reaccidn catalizada por los protones (H*) del medio &cido (Kurata y Sakurai, 1967).
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Fig. 2. Mecanismo de reaccion de degradacion hidrolitica del acido L-(+)-ascorbico (AA), esto es, en
condiciones anaerobicas, propuesto por Leon y Rojas (2007).




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

El ataque del anillo de lactona del AA por una molécula de agua (Snx2) también se sugirié que seria lo
suficientemente lento como para que éste fuera la etapa del mecanismo que determine la velocidad de
reaccion de hidrdlisis hasta obtener el producto KGA (Fig 2). En consecuencia, el mecanismo propuesto se
explica con una cinética de segundo orden (Morrison y Boyd, 1990), la cual deviene en una cinética de
pseudo-orden uno porque la constante cinética de segundo orden (k) gqueda incluida en la constante de
pseudo-orden uno (kaa’), junto con la concentracion de agua ([H20]):

_Ldlaal_,

AL o] k' [A4] @

AA
V.

|
De lo cual resultdé que la constante cinética kaa’ varido con la HR de equilibracion de las peliculas,
determinado ello en trabajos previos (Ledn y Rojas, 2007). En la ecuacion 3,vaa €s el coeficiente
estequiométrico para el AA en su reaccion de hidrdlisis (aqui vaa =1), raa €s la velocidad de reaccién
definida por unidad de volumen a temperatura constante, [AA] es la concentracion de AA remanente, [H20]
la concentracién de agua remanente, kes la constante cinética de segundo orden para la reaccion de hidrdlisis
del AA, K’aa es la constante cinética de pseudo primer-orden para la hidrdlisis del AA. Por lo tanto, la
concentracién de agua participa en la constante de velocidad (k’as) ya que se determina a partir de la
medicion de la concentracion de AA remanente ([AA]) después de cada ensayo. En consecuencia, la
disponibilidad de agua ([H20]) es una caracteristica de la constante de velocidad de pseudo-primer orden
(k’aa) obtenida por ajuste estadistico de los datos de AA (Fig. 2).

De los ajustes lineales de los datos mostrados en la Figura 1 (lineas continuas), se determind el valor de la
pendiente correspondiente y en consecuencia, la constante de velocidad de hidrdlisis del AA en cada pelicula
(kan”), las cuales se reportan en la Tabla 2. La maxima estabilidad del AA se observo en las peliculas
compuestas cargadas con fibra de zanahoria 53um, en las cuales se observé la menor constante de velocidad
de hidrolisis kaa’. Las constantes de velocidad aumentaron significativamente (p<0,05) con el tamafio de
particula, siendo iguales los valores de las constantes de velocidad determinados para el AA soportado en las
peliculas sin fibra (0% fibra-LMP) y en las peliculas compuestas cargadas con 210 um de tamafio medio
(Tabla 2). Los valores de tiempo de vida media calculados a partir de la constante de velocidad kaa’
correspondiente (ecuacidn 2), se reportan también en la Tabla 2.

Como fuera determinado a través del presente estudio de estabilidad del AA en las peliculas desarrolladas,
puede inferirse que la matriz polimérica constituida por particulas de fibra de zanahoria de 53 um,
puenteadas por cadenas poliméricas de pectina de bajo metoxilo (LMP), podria haber producido la mayor
inmovilizacion del agua en la matriz.

Tabla 2.Constantes cinéticas de velocidad de hidrélisis'*® (pseudo-primer orden) para la degradacion del
acido L-(+)-ascérbico (AA) en las peliculas comestibles, almacenadas a humedad relativa (57,7%) y
temperatura (25,0°C) constantes.
Peliculas compuestas
Tamafio medio de particula (um)

Pelicula LMP 53 105 210
Kaa’x10° (min-1)3 5,9+0,2° 4,310.18 5,3+0,2¢ 6,0+0,2°
ty, (d)? 82 111 91 80

!Se reporta la media y el desvio estandar (n=3).

2_etras mayusculas diferentes como supraindice en una misma fila indica que existe diferencia significativa
(p<0,05).

3Constantes de velocidad de hidroélisis (pseudo-primer orden) del AA.

*Tiempo de vida media del AA en la pelicula, expresado en dias (d), calculado segtin orden uno de reaccién.
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CONCLUSION

Se observo que las peliculas compuestas mostraron poder reductor residual. Al agregar AA, la estabilidad
hidrolitica del mismo dependid del tamafio de particula de la fibra cargada. La maxima estabilidad del AA
fue observada en la PCC con fibra de zanahoria de 53 um, seguida por aquella conteniendo FZ de 105 um.
Estos resultados mostrarian que el agregado de fibra pudo haber contribuido a la inmovilizacion del agua en
la matriz, lo que constituye un factor determinante de la pérdida de AA por hidrdlisis.

El tamafio de particula afect6 significativamente las propiedades de hidratacion de la fibra de zanahoria. La
fibra de zanahoria de 53 um mostr6 la menor capacidad de hidratacion y produjo, por otro lado, la pelicula
compuesta menos flexible, debido probablemente a la formacion de una matriz polimérica de fibras de
zanahoria interconectadas por las macromoléculas de Ca-LMP, actuando como un entrecruzante multiple y
como un ocupante rigido de los espacios de la red. Esta matriz produjo en consecuencia, la méaxima
estabilizacion del AA cargado en las peliculas, equilibradas a 57,7% de HR, a 25.0°C, bajo vacio y en la
oscuridad. EI AA actuaria como un sensor de la disponibilidad o movilidad del agua en la nanoestructura de
las peliculas equilibradas.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto de tratamientos con ozono y radiacion UV-C sobre la flora
fangica nativa, la pérdida de peso y las propiedades mecéanicas de arandanos durante su almacenamiento
refrigerado. Los frutos de arandano (Vaccinium corymbosum variedad O'Neal) fueron sumergidos en agua
ozonizada (3,0 £ 0,1y 5,1 £ 0,1 ppm; 1,5 L) a 20 £ 1°C durante 0 (control) y 20 min 6 irradiados con luz
UV-C (254 nm; 5,3 kJ/m?) durante 7 min. Los frutos ozonizados e irradiados fueron almacenadosa3 + 1y 8
+ 1 °C, respectivamente. El porcentaje de frutos infectados de los ardandanos expuestos a 5,1 ppm O3 (12,5%)
y 3 ppm Os (14,7% ) result6 significativamente menor al del control (21,7%); igual comportamiento se
observé en las muestras irradiadas (12,2%) respecto al control (28,9%). La pérdida de peso aument6 en todas
las muestras durante el almacenamiento. No hubo diferencias significativas en las propiedades mecanicas de
frutos tratados y control pero si en los diferentes dias de almacenamiento evaluados. Estos resultados
demuestran que las dosis de ozono y UV-C estudiadas permitirian disminuir el desarrollo fangico
preservando las propiedades mecanicas de los frutos de arandano.
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ABSTRACT

This work investigated the effect of aqueous ozone and UV-C irradiation on fungal spoilage, weight loss and
mechanical properties of blueberries under refrigerated storage. Blueberry fruits (Vaccinium corymbosum cv.
O'Neal) were immersed in ozonized water (3.0 £ 0.1 and 5.1 £ 0.1 ppm; 1.5 L) for O (control) and 20 min or
exposed to UV-C light (254 nm, 5.3 kJ/m?) for 7 min. Ozonized and irradiated fruits were stored at 3 + 1 and
8 + 1 °C, respectively. The percentage of infected fruits in ozonized blueberries at 5.1 ppm O3 (12.5%) and 3
ppm Oz (14.7%) was significantly lesser than that of non-treated fruit (21.7%); the same tendency was
observed in irradiated fruits (12.2%) respect to control (28.9%). An increase in weight loss was observed in
treated and non-treated fruits throughout storage. Non significant differences were observed in mechanical
properties between treated and untreated fruits, but they varied with storage time. This study indicated that
ozone and UV-C treatments at the doses assayed would allow extending the shelf life of blueberry fruit
without affecting its mechanical properties.

Keywords: Ozone, UV-C, blueberry, quality, fungal decay.

INTRODUCCION

El incremento en la demanda de productos naturales similares a los frescos por parte del publico consumidor
conlleva al gran desafio de la industria fruticola de obtener productos inocuos con excelentes caracteristicas
organolépticas. En las Gltimas décadas se han estudiado y desarrollado tecnologias de procesamiento minimo
con el objetivo de cumplir estas demandas. Estas tecnologias deben proveer alimentos con la suficiente vida
atil para ser transportadas desde su lugar de produccién hasta el consumidor con el minimo deterioro en sus
propiedades nutricionales y organolépticas: color, textura y flavor. Entre las principales tecnologias
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estudiadas se encuentran el uso de luz pulsada de alta intensidad, luz ultravioleta (UV-C), ultrasonido de alta
intensidad, y ozono (Alzamora y col., 2000; Ngadi y col., 2012).

El ozono se caracteriza por su alto poder oxidante y su corta vida Gtil, que se traducen en propiedades
bactericidas y viricidas, y la ausencia de residuos en el producto. En el afio 2002, la FDA aprobd su uso en
el tratamiento post-cosecha de frutas y vegetales. Diversos estudios han establecido la efectividad del uso de
agua ozonizada para el lavado de frutos finos que fueron previamente inoculados con patdgenos tales como
Escherichia coli O157:H7 y Salmonella enterica (Bialka y col. 2008, Pangloli y Hung 2013). Por otro lado,
la radiacion UV-C ha sido utilizada histéricamente para la desinfeccion de superficies, de instrumental de
laboratorio e incluso algunas areas de trabajo de industrias alimenticias. Existen numerosas publicaciones
respecto a su efectividad contra microorganismos patégenos e incluso se destaca su efecto precursor de
respuestas horméticas que pueden mejorar las caracteristicas organolépticas de los frutos, como textura o
sintesis de compuestos de interés bioldgico (Perkins-Veazie et.al. 2008, Charles et.al. 2009). Sin embargo, el
efecto de estas tecnologias sobre la flora nativa suele presentar diferencias con respecto a microorganismos
patégenos inoculados, estando dicha respuesta influenciada por condiciones ambientales y geograficas,
variedad del cultivo y/o fecha de cosecha.

El cultivo de arandano es relativamente joven en Argentina, siendo su principal aprovechamiento econémico
la exportacién del fruto fresco a los Estados Unidos. Las principales variedades plantadas en el pais son
O’Neal y Misty, siendo O’Neal la predominante en la provincia de Buenos Aires. El objetivo de este trabajo
fue evaluar el impacto de tratamientos con ozono y radiacion UV-C sobre la flora flngica nativa, la pérdida
de peso y las propiedades mecénicas (fuerza de ruptura, Fgr; deformacion en el punto de ruptura, Dr. Yy
trabajo, W) de arandanos durante el almacenamiento refrigerado.

MATERIALES Y METODOS
Materia prima
Se utilizaron frutos organicos de Vaccinium corymbosum L. (ardndano alto) variedad O" Neal provenientes
de la provincia de Buenos Aires, Argentina. Los frutos fueron cosechados en el mes de noviembre de los
afos 2014 y 2015. Se trabajo con un lote homogéneo para evitar la variabilidad debido al estadio de
madurez. Para la seleccion de los frutos se tomd en cuenta el tamafio, la forma y la ausencia de infeccién
microbiolégica o dafio fisico. El tamafio de los frutos para el lote correspondiente al afio 2014 fue de
aproximadamente 1,5 + 0,5 cm de diametro, el valor de pH de 3,5 £ 0,5 y el contenido de so6lidos solubles de
12,5 + 1,2 °Brix. Con respecto al lote correspondiente al afio 2015, el tamafio de los frutos fue
aproximadamente de 1,5 £ 0,5 cm de didmetro, el valor de pH de 3,9 = 0,1y el contenido de solidos solubles
de 12,1 + 0,1°Brix. Los arandanos fueron almacenados en refrigeracion (3 = 1°C) hasta 30 min antes de su
utilizacion.

Aplicacion de ozono en fase acuosa

Las muestras fueron ozonizadas en un equipo provisto de un generador de ozono UTK-O-4 (Unitek S.A.,
Argentina), una columna de burbujeo con difusor incluido y un tanque de oxigeno. Se emplearon dos
concentraciones de 0zono en la corriente gaseosa de entrada a la columna de burbujeo: 10 ppmy 18 ppm. El
ozono se burbujed en forma continua en 1500 ml de agua destilada a 20°C + 1°C. EIl ozono disuelto en fase
liquida fue determinado por el método colorimétrico indigo; luego de 10 min de exposicion las
concentraciones de ozono en la fase acuosa fueron de 3,0 £ 0,1 y 51 = 0,1 ppm, respectivamente,
permaneciendo constantes hasta el final del proceso. Con el objeto de evaluar el efecto del ozono per se y
descartar la contribucién en la reduccion microbiana del lavado con agua, se consideraron diferentes
controles: frutas frescas sin ningun tipo de lavado (FF) y frutas expuestas al burbujeo de oxigeno en agua
durante 20 min (Control O, 20 min), es decir con el generador de ozono apagado.

El impacto de la dosis de o0zono en fase acuosa sobre la flora nativa del arandano (ensayos microbioldgicos)
y algunos parametros de calidad (pérdida de peso y propiedades mecanicas) fue evaluado en las muestras
correspondientes al lote del afio 2014, expuestas a ambas concentraciones de ozono durante 0 y 20 min.
Aplicacion de luz UV-C
La cabina de exposicion a la luz UV-C estaba provista de cuatro ldmparas germicidas (maxima emision a
253,7 nm, TUV* 15W G13 T8 55V, Philips, Holanda), 2 colocadas en la parte superior (TUV -15 W c/u) y 2
laterales (TUV-6 W c/u) dentro de una caja de madera herméticamente cerrada (40 cm de alto x 100 cm de
largo x 30 cm de ancho). Las muestras fueron ubicadas sobre un agitador M-23 Vicking (Argentina) forrado
con papel aluminio a 250 rpm, centrado y colocado a 8 cm de distancia por debajo de laslamparas superiores
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y 30 cm a cada lado de las lamparas laterales. La cabina contd con un sistema de ventilacion (Ecoclima,
Argentina) para evitar el incremento de temperatura producido por la radiacion UV-C. La temperatura
promedio alcanzada durante los tratamientos fue de 30 + 1°C. Antes de su uso, las [amparas se estabilizaron
durante 30 min.

Para evaluar el impacto de la dosis de UV-C sobre la flora nativa del arandano, la pérdida de peso y las
propiedades mecanicas, se emplearon las frutas correspondientes al lote del afio 2015. Los frutos se
irradiaron durante 7 min, correspondiendo a una dosis de 5,3 kJ/m?, determinada con un radiémetro
(BroadbandPower/energy Meter 13 PEM 001, Melles Griot, EEUU).

Se utiliz6 como control frutos que fueron agitados en la cabina bajo las mismas condiciones pero con las
lamparas apagadas.

Almacenamiento de las muestras

Las muestras tratadas y las muestras control (sin tratamiento) fueron almacenadas en bandejas plasticas de
polipropileno de alta densidad con tapa permeable al aire a 3 y 8 £ 1°C (muestras tratadas con ozono y UV-
C, respectivamente) durante periodos de 0, 5, 10, 15 y 20 dias. Los parametros de calidad (propiedades
mecéanicas y pérdida de peso) fueron evaluados solo hasta los 15 dias de almacenamiento.

Estudios microbiol6gicos

El estudio microbiolégico de las muestras tratadas y sin tratar durante el almacenamiento fue realizado por
inspeccion visual. Noventa frutos, dispuestos en 3 bandejas (réplicas) con 30 frutos cada una, fueron
evaluados diariamente durante 20 dias de almacenamiento. Aquellos frutos donde se presenté un minimo
crecimiento fangico se consideré como fruto infectado y se descarté inmediatamente. ElI nimero de frutos
infectados de las muestras tratadas y sin tratar (control) fue expresado como porcentaje de frutos infectados
de acuerdo a la siguiente ecuacién:

FI (%) = ££-100 (1)

donde: FI (%) = porcentaje de frutos infectados; f,= nimero de frutos en el dia 0, fi = nUmero de frutos

infectados a un tiempo t.

Pérdida de peso 142
La pérdida de peso (PP) de los frutos de arandano frescos y tratados se evalu6 determinando el peso de los = ———
mismos en el dia 0, 5, 10 y 15 de almacenamiento. Se empleé una balanza Adventurer HOAUS modelo

ARA520 (Ohaus Corp., USA) con una precision de + 0,01 g. Los resultados fueron expresados como
porcentaje de variacion de peso con respecto al de la muestra fresca o tratada en el dia 0, segun la siguiente

ecuacion:

PP(%) — looxl()pt_po) (2)

donde: PP(%) = porcentaje de pérdida de peso de la muestra; p,= peso inicial de la muestra al dia 0, p: = peso

de la muestra a un tiempo t.

Se evalud la PP (%) en 30 frutos para cada condicidn.

Propiedades mecanicas

Las propiedades mecéanicas se evaluaron mediante ensayos de penetracion. Se emple6 un Texturémetro

Universal marca Instron, modelo 3035 (velocidad del cabezal: 50 mm/min; rango de carga: 50 N; diametro

punta: 3 mm, T = 25 + 2°C). Se registro la fuerza maxima de ruptura (Fr), la deformabilidad correspondiente

a la Fg, (Dr), ¢l trabajo (W) y el “mddulo de deformabilidad” (Mg).

Los ensayos fueron realizados en 30 frutos por cada condicion, inmediatamente después del tratamiento y

durante el almacenamiento.

Anélisis estadistico

El ndmero de frutos infectados promedio (%) fue evaluado segln la dosis y el tiempo de almacenamiento

con un ANOVA de dos factores y se aplico un test de Tukey (con un nivel de confianza del 95%) cuando se

encontraron diferencias significativas entre promedios de efectos principales o de interaccion. Los datos de

las propiedades mecénicas fueron analizados mediante un andlisis de varianza multivariado (MANOVA).

Las comparaciones de medias multivariadas entre tratamientos se realizaron usando un test de Hotelling

corregido por Bonferroni (con un nivel de confianza del 95%). Los efectos de tratamientos de ozono y de

UV-C a lo largo del tiempo sobre el porcentaje de pérdida de peso de arandanos fueron comparados por

Modelos lineales generales mixtos (GLMMs). Cada modelo incluyé 2 factores fijos: tratamientos de ozono o

de UV-C (factor entre sujetos) y tiempo (5, 10 y 15 dias, como factor dentro de sujetos). Los ardndano
@ e




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

individuales fueron incluidos en el analisis como factor aleatorio. Las comparaciones entre promedios de
efectos principales o de términos de interaccion se realizaron usando tests LSD Fisher cuando se detectaron
diferencias significativas. Los modelos seleccionados fueron aquellos que presentaron menor valor de AIC
(Criterio de Informacion de Akaike). Este criterio permite identificar el modelo que explique la mayor
variacion en el porcentaje de pérdida de peso en arandanos con la menor cantidad de parametros a estimar.
Los resultados fueron expresados como el valor medio * la desviacidn estandar y se analizaron utilizando el
software estadistico Infostat v.2008 (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina) y R 3.0.3 (R
Development Core Team, 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los tratamientos con ozono y luz UV-C en la flora nativa de arandanos

La Figuras 1 y 2 muestran la evolucion del porcentaje de frutos infectados para las dosis de ozono y UV-C
ensayadas. Durante la inspeccién visual se observo para todos los tratamientos un efecto inhibitorio en el
crecimiento de hongos de los frutos tratados con respecto a los frutos control.

Los frutos tratados con ambas concentraciones de ozono (3,0 £ 0,1 y 5,1 + 0,1 ppm) después de 20 dias de
almacenamiento presentaron 14,7 y 12,5% de frutos infectados, respectivamente. En contraste, las muestras
control, FF y Control O, 20 min, presentaron un porcentaje de frutos infectados de 27,5 y 21,7 %,
respectivamente.
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Figura 1. Valores medios de frutos infectados (%) para arandanos expuestos a 3,0 y 5,1 ppm de ozono
durante 20 min de exposicion y almacenados a 3 + 1 °C:(e), FF (=), O, 20 min; (), 3 ppm Og; (®), 5,1 ppm
Oa.

El andlisis estadistico no mostrd interaccion entre las concentraciones ensayadas y los dias de
almacenamiento (p= 0,6897) es decir, las diferencias entre tratamientos no se modificaron con el tiempo. El
% de frutos infectados de las muestras tratadas fue significativamente menor al de las frutas control (p < 0,
0001); sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre las dosis de 0zono ensayadas ni
tampoco entre los controles analizados.

Con respecto a las muestras irradiadas con UV-C a una dosis de 5,3 kJ/m?, el valor medio del porcentaje de
los frutos infectados fue 12,2% luego de 20 dias de almacenamiento, mientras que para el control fue del
28,9%. Las muestras irradiadas presentaron infeccion a partir del dia 14, mientras que el control lo hizo al
séptimo dia de almacenamiento. El analisis estadistico no mostrd interaccion entre los tratamientos
ensayados y los dias de almacenamiento (p = 0,8879). EI nimero de frutos infectados (%) de las muestras
tratadas fue significativamente menor (p < 0,05) al de las frutas control.
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Figura 2. Valores medios de frutos infectados (%) para (e) arandanos control e (e) irradiados con una dosis
de 5,3 kd/m?de UV-C, almacenados a 8 + 1°C.

Efecto de los tratamientos con ozono y UV-C en la pérdida de peso de arandanos

En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de pérdida de peso (PP %) de las muestras control y ozonizadas a

lo largo del almacenamiento. Tanto las muestras control como las tratadas con 0zono mostraron una
disminucidn del peso durante el almacenamiento.

La PP (%) de las muestras control y de los arandanos ozonizados en las dosis evaluadas se incrementé 144
significativamente (p < 0,001) conforme aumenté la concentracion de ozono y el tiempo de almacenamiento;
los frutos correspondientes al control mostraron el menor valor de PP (%) en el dia 5 (0,4 £ 0,3) mientras que
el mayor correspondié a los frutos sometidos a 5,1 ppm de ozono durante 20 min en el dia 15 de
almacenamiento (2,9 + 1%).

En la Tabla 2 se muestra la pérdida de peso (PP %) de las muestras control y las irradiadas con UV-C a lo
largo del almacenamiento. De acuerdo a los resultados obtenido para los frutos de ardndano, no hubo
diferencia significativa (p = 0,2387) en el PP % de las muestras control y las irradiadas, sin embargo, durante
el almacenamiento el PP% fue incrementandose significativamente (p < 0,001) tanto en las muestras control
asi como en las irradiadas, llegando a valores de 6,54 y 7,40 respectivamente.

Tabla 1.Valores medios de pérdida de peso de arandanos fresco (control) y tratados a distintos tiempos de
exposicion y diferentes concentraciones de ozono, almacenados a 3°C durante 15 dias.
Tiempo de almacenamiento (d)
5 10 15

Concentracion de ozono:

tiempo de exposicion PP(%) + DE PP(%) * DE PP(%) * DE
FF 04 + 03 13 =+ 04 19 £ 05 A
3,0 ppm:20 min 0,7 £ 05 14 + 05 21 + 05 ab
5,1 ppm:20 min 13 + 05 23 + 0,8 29 £+ 10 C
A B C

DE: desvio estdndar de la muestra.
Tratamientos identificados con igual letra mindscula no presentaron diferencias significativas (p<0,05).
Dias de almacenamiento identificado con igual letra maylscula no presentaron diferencias
significativas
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Tabla 2. Valores medios de pérdida de peso (%) de ardndanos fresco (control) e irradiados con UV-C,
almacenados a 8°C durante 15 dias.

Tiempo de almacenamiento (d)

5 10 15
Tratamiento PP PP PP
(%) + DE (%) + DE %) * DE
control 23 = 1.2 43 + 16 65 =+ 272 a
Uv-C 23 + 01 47 + 18 74 + 20 @&
A B C

DE: desvio estandar de la muestra.

Tratamientos identificados con igual letra minUscula no presentaron diferencias significativas (p<0,05).
Dias de almacenamiento identificado con igual letra maydscula no presentaron diferencias
significativas

Efecto de los tratamientos con ozono y UV-C en las propiedades mecanicas de arandanos

La epidermis del arandano ejerci6 el mayor efecto en las propiedades mecéanicas, contribuyendo
aproximadamente en 90% de la firmeza de la fruta antes del punto de ruptura. Las muestras presentaron un
pico de fractura seguido de una caida abrupta de la fuerza.

Los valores medios de los pardmetros mecanicos medidos en los frutos frescos (control) y tratados con 0zono
se muestran en la Tabla 3. Se puede observar que el comportamiento de los frutos de arandano fue similar
independientemente del tratamiento aplicado. El analisis estadistico realizado sefial6 que no hubo interaccion
(p=0,0528) entre las concentraciones estudiadas y los dias de almacenamiento. No hubo diferencias
significativas entre las muestras tratadas y el control; si bien el analisis estadistico sefialé diferencias
significativas entre las muestras tratadas con diferentes concentraciones de ozono (3 y 5,1 ppm), el
comportamiento en los pardmetros evaluados fue muy similar. Durante el almacenamiento las propiedades
mecanicas de los frutos fueron significativamente similares en el dia 0 y 5, las muestras almacenadas durante
el dia 10 y 15 difirieron significativamente del dia 0.

Tabla 3. Valores promedio de Fr, Dr, Wy Mqde arandanos fresco (control) y tratados con ozono a distintas
concentraciones, almacenados a 3°C durante 15 dias.

Tiempo de
almace(z(f;)miento Tratamiento (||:\|F3 + DE (rﬁr?) + DE (r\r/1\./J) + DE (N'/\fndm) + DE

FF 23 £+ 05 41 + 06 55 = 16 0,9 + 0,3 abA

0 30ppm:20min 23 + 05 43 + 06 58 +19 08 £ 03 a A
51ppm:20min 22 + 04 42 = 08 55 = 17 0,8 + 0,3 b A

FF 22 06 42 + 06 52 = 17 0,7 + 0,3 ab AB

5 30ppm:20min 22 + 05 45 =+ 09 57 =+ 18 0,7 + 0,3 a AB
51ppm:20min 25 + 04 46 + 08 68 + 12 09 +02 b AB

FF 23 £+ 06 48 + 08 64 + 18 0,7 + 0,3 ab B

10 30ppm:20min 24 + 0,7 44 =+ 07 61 =21 08 =+ 03 a B
51ppm:20min 24 + 06 46 + 09 64 + 18 08 £ 03 b B

FF 25 £ 07 45 + 08 64 = 21 0,8 + 0,3 ab B

15 30ppm:20min 24 + 08 44 * 06 60 =*= 19 0,8 + 0,3 a B
51ppm:20min 23 + 0,7 44 09 57 =18 08 <+ 03 b B

DE: desvio estandar de la muestra.
Tratamientos identificados con igual letra minuscula no presentaron diferencias significativas (p<0,05).
Dias de almacenamiento identificados con igual letra mayuscula no presentaron diferencias significativas
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Tabla 4. Valores promedio de Fr, Dr, W y Mq de ardndanos fresco (control) e irradiados con UV-C,
almacenados a 8°C durante 15 dias.

Tiempo de
almaC((egmiento Tratamiento (T\IR) + SD (n?r;) + SD (r\rll\{]) + SD (NL\r/Indm) + SD

0 control 24 + 04 42 + 07 59 =14 09 + 03 b
uv-C 24 + 04 42 + 06 60 + 15 0,9 + 0,2 bc

5 control 24 + 07 44 + 09 57 + 18 0,8 + 04 cd
uv-C 28 + 05 48 + 07 73 = 18 0,8 +03d

10 control 28 + 05 43 + 05 68 14 09 + 02 cd
uv-C 28 + 06 49 + 08 75 + 19 0,8 +03d

15 control 24 £+ 05 49 = 11 65 + 20 0,7 +02d
uv-C 32 05 55 + 09 87 =19 0,7 + 0,2 a

DE: desvio estandar de la muestra.
Tratamientos identificados con igual letra mintscula no presentaron diferencias significativas (p<0,05).

Los valores promedio de los parametros mecanicos medidos en los frutos frescos (control) e irradiados con
UV-C se muestran en la Tabla 4. EI comportamiento de los pardmetros mecénicos estudiados (Fr, Dr, W'y
Mg ) fue similar entre muestras tratadas y control. Durante el almacenamiento dichos parametros fueron
variando: en general la fuerza méaxima de ruptura (Fgr) y la deformabilidad (Dg) se incrementaron y como
consecuencia, también el trabajo (W) para romper la epidermis; el “méddulo de deformabilidad” (Mg), por el
contrario, fue disminuyendo. Este comportamiento podria deberse a que el fruto fue madurando durante el
almacenamiento. El andlisis estadistico sefial6 interaccion significativa entre el tratamiento y los dias de
almacenamiento (p < 0,001). Inmediatamente después del tratamiento con UV-C y durante los primeros 10
dias de almacenamiento, los frutos no mostraron diferencias significativas con respecto al control. En el dia
15 de almacenamiento, las muestras irradiadas mostraron un incremento significativo en los valores de Fry
Dr con respecto al control, lo que podria indicar una respuesta hormética del fruto a la irradiacion. Las
muestras almacenadas durante 5, 10 y 15 dias difirieron significativamente de las del dia 0.

CONCLUSIONES

El tratamiento con ozono y UV-C en las dosis estudiadas permitié retardar el desarrollo fingico en
arandanos sin afectar de manera relevante sus propiedades mecénicas. Sin embargo, la seleccién de la dosis
de ozono a emplear (concentracién y tiempo de exposicion) estaria condicionada por la pérdida de peso, la
cual se vio afectada significativamente cuanto mayor fue la dosis de ozono aplicada a los frutos. La pérdida
de peso inducida por la irradiacion UV-C no present6 diferencias significativas respecto a la de la fruta sin
tratar, si bien la temperatura de almacenamiento tendria un rol importante en la misma.
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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre las caracteristicas
organolépticas y la conservacién de pasta de garbanzo.La elaboracion de humus se realiz6 a partir de
garbanzos (Cicerarietinum L.) de la variedad Nortefio FCA-UNC. La pasta se envasé en frascos de vidrio y
se someti0 a tratamientos térmicos de conservacion de esterilizacion en autoclave 121°C 5 minutos,
pasteurizacion 100°C 20 minutos, sin tratamiento térmico: refrigerado a 10°C. La evaluacion sensorial se
realiz segun escala heddnica no estructurada. El riesgo por contaminacion microbioldgica se determiné a
través de la presencia de aerobios totales y anaerobios sulfito reductores a los 0 y 12 meses de elaborado. Los
resultados indicaron que la aceptabilidad, apariencia y sabor, fueron las caracteristicas que mejor explicaron
la variabilidad en las respuestas, seguido del color y olor. La pasta sin tratamiento térmico fue la de mejor
calificacién en aceptabilidad y apariencia.La escala hedoénica no estructurada mostr6 que la muestra sin
tratamiento térmico y la pasteurizada no presentaron diferencias en la calificacion del sabor, aceptabilidad y
apariencia. No hubo desarrollo de microorganismos aerobios ni anaerobios en las muestras sometidas a
tratamientos térmicos de conservacion, después de 12 meses de almacenamiento. La pasta de garbanzo
pasteurizada representa una alternativa de transformacion de granos de garbanzo no exportables.

Palabras claves: Tratamientos térmicos, Caracteristicas organolépticas, Conservacion, Pasta de garbanzo
148

ABSTRACT

The aim of the work was to test the effect of different thermal treatments on the organoleptic properties and
conservation of chickpea paste. Hummus was produced using the FCA-UNC variety of chickpeas (Cicer
arietinum L.), typical of the northern region. The paste was packed in glass vessels and it underwent
conservation thermal treatments of sterilization in autoclave 121° C, 5 minutes; pasteurization: 100° C,
20 minutes; no thermal treatment: refrigerated at 10° C. Sensory testing was done according to the
unstructured hedonic scale. The risk of microbiological contamination was determined by the presence of
total aerobes and sulfite-reducing anaerobes at months 0 and 12 after elaboration. Results showed that
acceptability, appearance and flavor were the properties that best explained variability in the responses,
followed by color and odor. Paste with no thermal treatment obtained the best qualification in terms of
acceptability and appearance. Unstructured hedonic scale showed that not thermally treated and not
pasteurized samples had no differences in flavor, acceptability and appearance. No aerobes or anaerobes
microorganisms developed in the samples with thermal treatment of conservation after 12 months of storage.
Pasteurized chickpea paste is an alternative for transforming chickpea grains not suitable for export.

Key words: thermal treatments, organoleptic properties, conservation, chickpea paste

INTRODUCCION

Ante la necesidad de diversificar la matriz de productos agricolas, la produccion de garbanzo en Argentina
ha mostrado una dindmica casi explosiva en los ultimos afios (SAGPyA 2013). Nuestro pais ha pasado a ser,
en un periodo corto de tiempo, de espectador a un actor protagonista del mercado mundial del garbanzo,
integrando ya el selecto grupo de los grandes exportadores mundiales (Fundacién Mediterranea 2013). Sin
embargo, se redujo la produccién de 106.212 tn en la campafia 2011/12 (Minagri 2014), a una cosecha de
59.580 toneladas registradas durante la campafia 2015/16 (Minagri 2016), debido a un complejo cuadro de
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problemas agroecoldgicos y econémicos que han provocado una merma en la superficie sembrada y rindes
promedio.

De acuerdo a los reportes de Alimentos Argentinos (2013), el principal destino de nuestra produccién de
garbanzos es la exportacion. Para ello se procesan los granos, y los de mayor calibre son destinados al
mercado externo mientras que el resto deberia ser destinado a la elaboracion de otros alimentos de posible
interés para el consumidor (Fundacion Mediterranea 2013). Es de destacar que con la globalizacion y las
modas de las cocinas étnicas, el consumo del garbanzo y mas precisamente la pasta de garbanzo o humus se
ha difundido inicialmente entre los consumidores vegetarianos y luego entre aquellos con conciencia de su
salud (Kampf & Peleg 2002).

Desde el punto de vista nutricional, la incorporacion de garbanzo en la dieta permite el aporte de altos
contenidos de proteinas y fibra (Martinez et al. 2012), como asi también elevada proporcion de hidratos de
carbono, minerales, vitaminas lipo e hidrosolubles, y otros numerosos componentes como flavonoides y
acidos fenolicos, siendo éstos una fuente alimenticia de antioxidantes activos (Wood & Grusak 2007,Aharon
Segev et al. 2011). Sin embargo, se ha informado que las legumbres en general tienen escaso valor nutritivo
debido a la baja digestibilidad de sus proteinas y a la presencia de factores antinutricionales (Saleh & EI-
Adawy 2006). Estas caracteristicas pueden ser revertidas a través de la coccidn, asi la calidad de las proteinas
mejora por destruccion o inactivacion de factores antinutricionales I&biles al calor, segin lo propuesto en
garbanzo por Aharon Segev et al. (2011). Asi también, el remojo seguido de coccion mejora la calidad de la
fibra aportada por el garbanzo a la dieta (Vasishtha & Srivastava 2011).

La pasta se elabora a partir de granos de garbanzo secos, rehidratados, posteriormente cocidos y procesados.
Posteriormente, no se somete a tratamientos térmicos, ni se le adiciona ningin conservante quimico, por lo
gue el limite de su vida util oscila entre 24 y 72 hs en condiciones de baja temperatura de refrigeracion
(Yamani & Al-Dababseh 1994). Ademas, las caracteristicas intrinsecas de la pasta que incluyen bajo pH
cercano a 5,1, actividad de agua alrededor del 98% y alto contenido en oligosacaridos (Yamani & Al-
Dababseh 1994, Singh et al. 2004) hacen que se constituya en un medio propicio para el crecimiento de
microorganismos (Ashenafil991, Ashenafi & Busse 1991, Garcia-Graells et al. 1999, Wood & Grusak
2007,Yamani & Mehyar 2011), lo que limita la produccion a gran escala. Es de destacar que los
microorganismos metabolizan répidamente los azUcares, reflejandose en una disminucion de los sélidos 149
solubles y producen &cido lactico, modificando las caracteristicas organolépticas de la pasta, desarrollando  —
un fuerte sabor agrio y generando una textura acuosa (Yamani & Al-Dababseh 1994).

Segun lo propuesto por Perkins et al. (1975) una de las maneras de garantizar la inocuidad alimentaria del
humus podria ser la aplicacién de un valor de esterilizacién de Fo de 2,78 min a fin de evitar el desarrollo de
esporas de Clostridium botulinum. Sin embargo, para inhibir el desarrollo de esta bacteria, Cheftel et al.
(1992), Ress y Bettison (1994) proponen implementar la pasteurizacion como metodologia alternativa mas
sencilla y de bajo costo. Estos tratamientos térmicos no han sido evaluados al aplicarlos en pasta de garbanzo
a fin de asegurar su inocuidad al ser conservado en el tiempo, manteniendo las caracteristicas organolépticas
del producto.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre las caracteristicas
organolépticas y la conservacion de pasta de garbanzo

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

La elaboracién de humus se realiz6 a partir de granos de garbanzo (Cicer arietinum L.) de la variedad
Nortefio FCA - UNC, de calibre pequefio (mas de 85 granos por cada 100 gramos) y granos partidos que no
corresponden a la categoria exportable.

Elaboracion de la pasta de garbanzo: se pesaron 2 kg de granos y se lavaron con agua corriente durante 3
min. Las muestras se colocaron en recipiente plasticos para ser hidratadas durante 12 horas (relacion
solido/liquido 1:3) en agua fria (20°C+/-2) a fin de disminuir el tiempo de coccion y evitar la pérdida de
nutrientes hidrosolubles y compuestos fendlicos libres totales (Vijayakumari et al. 1997, Aharon Segev et al.
2011). Posteriormente, se renovo el agua y se cocind a ebullicion hasta obtener granos tiernos y plasticos, sin
desprendimiento del tegumento (fuente de fibra).

Posteriormente se procesé en licuadora, de acuerdo a la relacion 3 partes de grano cocido y 1 parte de agua
de coccion, a 3.600 rpm durante 2 min. La pasta obtenida se coloco en cacerola de acero inoxidable y se
calentd hasta punto de ebullicion, removiendo continuamente con cuchara de madera. Luego se agregé la

/o
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cantidad necesaria de jugo de limén hasta obtener un descenso de pH de 4,5 ( Ahmed Kenawi 2003) medido
con pehachimetro tipo Pocket marca Hanna Instruments U.S.A. modelo Checker.

Envasado: la pasta caliente (90°C) se envasé en frascos de vidrio transparentes de 450 g de capacidad,
previamente lavados con agua corriente y detergente neutro. La pasta fue cuidadosamente dispuesta en forma
manual, hasta 1 cm por debajo del borde superior, sin oclusion de aire. Los frascos se cerraron
herméticamente con tapas de cuarto de rosca.

Los tratamientos térmicos de conservacion aplicados en los frascos fueron:

- Esterilizacion: en autoclave de gas a 121°C durante 5 minutos (T1)

- Pasteurizacion: inmersion de los frascos en agua a 100°C por 20 minutos (T2)

- Sin tratamiento térmico: colocados a 10°C hasta su evaluacion (T3)

Los frascos conservados con tratamientos térmicos (T1 y T2) se mantuvieron a temperatura ambiente
(20°C+/- 2) y oscuridad hasta el momento de su evaluacion.

Las variables evaluadas fueron:

- Contaminacién microbioldgica: se determind la presencia de aerobios totales por el método de recuento en
placas (ICMSF 2014) y anaerobios sulfito reductores por el método de recuento en tubos (ISO 2003). Las
evaluaciones se realizaron por triplicado en cada tratamiento, a los 0 y 12 meses de elaborado; los resultados
se expresaron en UFC/g.

- Caracteristicas sensoriales: se evaluaron en un grupo de 30 panelistas veganos, mayores de 30 afios,
habituados al consumo de pasta de garbanzo. Los caracteres sensoriales tenidos en cuenta fueron: olor, color,
sabor, textura, apariencia y aceptabilidad. Los participantes determinaron la intensidad de los distintos
atributos y fueron consultados respecto de su grado de aceptacion en base a la escala grafica hedénica no
estructurada, de acuerdo a lo propuesto por Hedegaard et al. (2006).

Disefio y analisis estadistico

El disefio experimental fue en bloques al azar con tres tratamientos (T1: esterilizado, T2: pasteurizado, T3:
sin tratamiento térmico). El modelo propuesto incluyo el efecto de los tratamientos y de bloques (cada juez =
bloque). Para el analisis de datos se utilizd el andlisis de varianza de datos transformados a valores
numeéricos, de acuerdo a lo propuesto por Romero Baranziniet al. (2010). Las comparaciones de medias se
realizaron mediante la prueba de Tuckey (p<0.05) usando el paquete estadistico InfoStat (2015). Se aplico
analisis multivariado y se compararon las distancias promedios de las ubicaciones de las respuestas en la
escala.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados presentados en la Tabla 1 indican que los tratamientos térmicos aplicados no permitieron el
desarrollo de microorganismos que representen riesgos para el consumo de la pasta evaluada, ni que
induzcan cambios en sus caracteristicas organolépticas. Por el contrario, la ausencia de tratamiento térmico
permitio el crecimiento de microorganismos aerobios mesofilos que alteran el producto final. Lo observado
es importante ya que la pasta de garbanzo es consumida preferentemente fresca, sin ningun tratamiento
térmico, lo que determina la necesidad de cumplir con la fecha de caducidad del alimento manteniendolo en
condiciones de baja temperatura de almacenamiento.

Tabla 3: Microorganismos (UFC/g) presentes en pasta de garbanzo sometida a diferentes tratamientos
térmicos a los 0 y 12 meses de conservacion.

Tratamiento térmico
Periodo de N ] ] ]
conservacion Esterilizado Pasteurizado Sin tratamiento
(meses) : : :
Aerobios Anaerqblos Aerobios Anaerqblos Aerobios Anaerqblos
Sulfito Sulfito Sulfito
totales totales totales
reductores reductores reductores
0 <10 <10 <10 <10 8,5.10° <10
12 <10 <10 <10 <10
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Es de destacar que desde el punto de vista microbiol6gico, los tratamientos térmicos aplicados resultaron
adecuados para el control de los microorganismos, aun después de 12 meses de almacenamiento. Estos
resultados acuerdan con lo postulados por Cheftel et al. (1992) y Ress y Bettison (1994).

En particular, el tratamiento térmico de esterilizacion, que es el indicado para aplicar en las conservas de

legumbres debido a su pH mayor a 4,5 (Cheftel et al. 1992, Ress y Bettison 1994), fue segln lo observado

en este trabajo, adecuado para el control de los microorganismos, ain después de 12 meses de

almacenamiento. Estos resultados coinciden con lo expresado por Perkins et al. (1975), ya que los valores

de tiempo y temperatura de esterilizacion permitieron la destruccion de las esporas de organismos

anaerobios sulfito reductores representado principalmente por Clostridium botulinum.

El tratamiento térmico de pasteurizacion, resultd igualmente satisfactorio para el control del desarrollo de

microorganismos en pasta de garbanzo, en concordancia con lo expresado por Cheftel et al. (1992) y Ress y

Bettison (1994). El tratamiento térmico puede permitir la presencia de esporas de C. botulinum; sin

embargo el agregado de jugo de limdn disminuy6 el pH por debajo de 4,5 impidiendo su propagacion y

liberacion de toxina.

Los resultados de la evaluacion sensorial realizada se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2: Atributos sensoriales de pasta de garbanzo con diferentes tratamientos de conservacion, evaluados
por consumidores habituados.

Atributo sensorial

Tratamiento

Sabor Color Olor Textura Apariencia Aceptabilidad
Esterilizado 552D 3,22a 4,12 a 4,66 a 5,66 a 6,10 a
Pasteurizado 2,29 a 2,86 a 4,33 a 5,28 a 6,66 b 6,97 b
Sin tratamiento 3,02a 4,76 b 3,05a 4,86 a 6,69 b 7,10b
Cada valor representa el promedio de las distancias de acuerdo a escalas hedodnicas no estructuradas. 151

Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P>0,01) Tuckey

Respecto al olor y textura, los evaluadores no manifestaron diferencias entre los tratamientos. Sin embargo,
si hubo dferencias significativas al considerar aspectos tales como el sabor, color, aparencia y aceptabilidad.
En base a la evaluacion de apariencia y aceptabilidad, el tratamiento de pasteurizacion no mostr6 diferencias
respecto al producto sin tratamiento. Esto resulta muy promisorio ya que los consumidores habituados
prefieren la pasta de garbanzo recién elaborada. Es de destacar que el producto pasteurizado mantiene las
caracteristicas de sabor, textura y olor que contribuyen al grado de aceptabilidad.

Por el contrario el tratamiento de esterilizacion condujo a un producto de menor aparencia y aceptabilidad,
debido al sabor intensamente amargo, olor mas fuerte y color mas claro respecto al resto de los otros
tratamientos evaluados.
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Figura 1: Analisis Biplot de atributos organolépticos de pasta de garbanzo elaborada con la Var. Nortefio,
con distintos tratamientos térmicos de conservacion. (T1: esterilizado, T2: pasteurizacién, T3: sin tratamiento
térmico)

En el gréafico Biplot referido a las caracteristicas sensoriales evaluadas (Figura 1), se observa que la
aceptabilidad, apariencia y sabor, fueron las caracteristicas que mejor explicaron la variabilidad en las
respuestas, siguiendo en importancia el color y olor. La pasta de garbanzo fresca sin tratamiento térmico de
conservacion fue la de mejor calificacion en aceptabilidad y apariencia. Por el contrario, el material
esterilizado fue la de menor valoracion en su apariencia y aceptabilidad.

Para las caracteristicas de apariencia y aceptabilidad se realiz6 una prueba de Friedman, donde se pudo
observar que las pastas sin tratamiento y pasteurizada, alcanzaron una calificacién en apariencia y
aceptabilidad correspondiente a “me gusta moderadamente” mientras que la pasteurizada se diferencio de las
anteriores al obtener una apreciacion “me gusta levemente”.

CONCLUSIONES
La elaboracién de pasta de garbanzo a partir de granos que no son destinados a exportacion resulta una
alternativa a tener en cuenta al poder ser incorporada en la dieta aprovechando materia prima que no ingresa
en las partidas exportables. Si bien la pasta puede ser consumida fresca, la implementacion de métodos de
conservacion prolongarian su vida atil facilitando su produccién en gran escala. De acuerdo a los resultados
encontrados en este trabajo, el tratamiento térmico de pasteurizacion impidié el desarrollo de
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microorganismos aun después de 12 meses de elaboracion y mantuvo las caracteristicas organolépticas de la
pasta de garbanzo sin tratamiento de acuerdo a lo manifestado por evaluadores experimentados. De esta
manera se dispone de una técnica de conservacion sencilla y econémica que prolonga la vida atil del
producto sin alterar su apariencia y aceptabilidad.
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RESUMEN

La manzana es una fuente importante de antioxidantes, principalmente compuestos fendlicos, abundantes en
la cascara. En este trabajo se desarrollaron peliculas a base de metilcelulosa con la incorporacion de extracto
etanolico de cascara de manzana verde liofilizada. Para la obtencion de las peliculas, se prepararon
soluciones de metilcelulosa al 1,5% (p/v) y diferentes volumenes de extracto. Se realizaron determinaciones
de contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante, tanto para el extracto como para las peliculas
obtenidas por casting. Los extractos presentaron un alto contenido de polifenoles y una alta capacidad
antioxidante. Ademas se determinaron propiedades mecéanicas y térmicas de las peliculas. El agregado de
extractos de cascara de manzana verde en las peliculas de metilcelulosa permitié obtener un material
biodegrable activo, el cual puede ser utilizado como recubrimiento sobre alimentos de humedad baja o
intermedia.

Palabras claves: peliculas comestibles, recubrimientos, manzana, polifenoles.

ABSTRACT

The apple peel is an important antioxidants source mainly phenolics compounds. The aim of this work was
to develop methylcellulose edible films with ethanolic extracts of lyophilized green apple peel. To obtain
films, methylcellulose solutions 1.5% (w/v) with different volumes of extract were prepared. Determination
of total polyphenol content and antioxidant activity in the extract and films were made. The extracts showed
a high polyphenol content and high antioxidant capacity. An analysis of thermal and mechanical properties
was carried out. The addition of extracts of green apple peel into methylcellulose films allowed to obtain an
active biodegradable material, which can be used as coating on low or intermediate moisture foods.

Keywords: edible films, coatings, apple, polyphenols

INTRODUCCION
En los dltimos afios gran numero de investigaciones se han centrado en el desarrollo de nuevos
recubrimientos y/o peliculas comestibles, basados en polimeros biodegradables (Arabestani, 2016; Romano y
col., 2014). La tecnologia del envasado activo esta dirigido a ampliar la vida util del producto, manteniendo
su calidad nutricional y sensorial, asi como la seguridad microbiolégica (Cha y Chinnan, 2004). Los
recubrimientos pueden consumirse con el alimento, extienden su vida Util ya que retardan la migracion de
humedad y de lipidos, asi como el transporte de solutos y aromas, mejoran las caracteristicas organolépticas,
nutricionales y las propiedades mecénicas del alimento. Ademas, conservan la textura y permiten incorporar
nutrientes y/o aditivos (Kester y Fennema, 1986). Actualmente se busca desarrollar recubrimientos y
peliculas biodegradables con componentes bioactivos que permitan alargar la vida atil y mejorar la calidad
de los productos retardando el deterioro de alimentos. Cada vez méas consumidores optan por productos sin
aditivos, por lo tanto estos componentes bioactivos deberan ser preferentemente componentes naturales.

La manzana es una fruta popular en todo el mundo y es una buena fuente de vitamina C como asi también de
fibra. Ademas, es una fuente de compuestos fenodlicos, tales como é&cido clorogénico, epicatequina,
procianidina B2 y quercetina que contribuyen a un nivel relativamente alto de actividad antioxidante en
comparacion con otras frutas (Kim A-N y col., 2017.). Dependiendo de la variedad, la concentracion de
polifenoles en la cascara de la manzana es al menos 3 veces superior a la presente en la
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(Karaman y col., 2012). Por lo tanto la cascara de manzana, considerada como un desecho agro-industrial,
constituye un recurso potencialmente aprovechable para la elaboracion de extractos ricos en polifenoles
destinados a ser utilizados como ingredientes funcionales.

El objetivo de este trabajo fue obtener peliculas comestibles activas a base de metilcelulosa con la
incorporacién de extracto de cascara de manzana verde liofilizada, con el proposito de otorgarles actividad
antioxidante a las mismas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de extractos

Se trabajé con manzanas Granny Smith, las cuales fueron lavadas y peladas. Las céscaras se colocaron en
bandejas plasticas y se congelaron a -80°C por 24 hs. Luego se liofilizaron y una vez secas se molieron con
molinillo de café obteniéndose un polvillo. Para la preparacion del extracto etandlico liofilizado se agit6 1,5
gramos de céscara liofilizada con 25 ml de etanol al 70% durante 15 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se filtro. Siguiendo el procedimiento anterior, también se obtuvieron extractos de céscara de
manzana verde liofilizada en medio acuoso.

Preparacion de las peliculas

Para el desarrollo de las peliculas se utiliz6 como material formador de la matriz metilcelulosa A4M (Methocel,
Dow Chemical Co, U.S.A) proporcionada por COLORCON S.A (Argentina) en una concentracion de 1.5%
(p/v) y se le agregaron distintas concentraciones de extractos (10, 20 y 25% v/v). Las peliculas se prepararon por
moldeo y secado a 37°C. Como control se prepararon peliculas con 1,5% (p/v) de metilcelulosa sin agregado de
extracto.

Caracterizacion del extracto

Determinacion del contenido de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales se obtuvo a través del método de Folin-Ciocalteu (Singleton y col., 1999).
El ensayo se basa en la reaccién de los compuestos fenélicos con el reactivo de Folin-Ciocalteu a pH basico,
dando lugar a una coloracion azul, que puede ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm. La
técnica utilizada fue la de Massolo y col. (2011). 156
Determinacion de actividad antioxidante -
El andlisis de la actividad antioxidante se llevo a cabo por el método de DPPH (Tavera-Quiroz y col., 2014).
100 pl del extracto obtenido a partir de la cascara de manzana se mezclaron con 3,9 ml de DPPH disuelto en
etanol al 96%. La mezcla se homogeneizd cuidadosamente y se dejé reaccionar durante 60 min en la
oscuridad y se midi¢ la absorbancia a 515 nm. Se midi6é ademas la absorbancia del reactivo sin muestra. Los
resultados obtenidos se expresaron como % de inhibicion del radical DPPH (1%) (Ecuacién 1). Por
diferencia de absorbancia (antes y después de la reaccion) se determiné el porcentaje de captacién de radical
libre DPPH a una concentracién de 25 mg/L.

| (DPPH) = ((Abs reactivo — Abs reaccion)/ (Abs reactivo))*100 Ec. 1

Caracterizacion de las peliculas obtenidas

Determinacion de la capacidad antioxidante total (TAC) y contenido de polifenoles de las peliculas
Para la determinacion de la capacidad antioxidante total y contenido de polifenoles de la pelicula se disolvid
1g de la misma en 50 ml de agua destilada. Una alicuota de 100 ul de la solucion obtenida se utiliz6 para
determinar la capacidad antioxidante. La capacidad antioxidante se determin por triplicado a través del método
de DPPH . El contenido de polifenoles se obtuvo por el método de Folin-Ciocalteu y los resultados se expresaron
como mg acido clorogenico/ 100955.

Determinacion del contenido de humedad

Se determiné el contenido de humedad de las peliculas mediante el método de secado en estufa a 105°C hasta
peso constante.

Determinacion del porcentaje de material soluble

Se llevo a cabo el ensayo de solubilidad mediante la técnica propuesta por Rivero y col., (2010). De cada
formulacion de pelicula se cortaron cuadrados de 4 cm?, los cuales se pesaron y se agitaron con 80 ml de
agua destilada durante 1 hora. Luego las peliculas se secaron en estufa a 105°C+1, y el porcentaje de material
soluble se calculé teniendo en cuenta el peso seco inicial de la pelicula.
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Ensayo de permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua se midié utilizando el método ASTM E96 con algunas modificaciones.
Las peliculas una vez secas se acondicionaron en ambiente de humedad relativa del 65% y 20°C, durante 48
hs antes de las determinaciones de permeabilidad. Las muestras se colocaron en celdas de area conocida, las
cuales contenian gel de silice y posteriormente fueron llevadas a recipientes acondicionados a una humedad
relativa del 75% a 20°C. Se registraron los cambios de peso en funcion del tiempo. La tasa de transmision de
vapor de agua (WVTR, g s-1 m-2) se calcul6 a partir de la pendiente de la recta obtenida de los cambios de
peso en funcion del tiempo por regresion lineal; la permeancia (g Pa-1 s-1 m-2) se determind como la
WVTR dividida por el gradiente de presion parcial del vapor a través de la pelicula. La permeabilidad al
vapor de agua (WVP) se calcul6 como el producto de los valores de permeancia y espesor de la pelicula y
se expres6 como g Pa-1s-1 m-1.

Determinacion de las propiedades microestructurales mediante FTIR

La espectroscopia de infrarrojo (IR) es una de las técnicas analiticas mas importantes y utilizadas debido a
que puede emplearse para establecer la identidad de un compuesto. Esta técnica se fundamenta en la
absorcidn de la radiacion infrarroja por las moléculas en vibracion. Una molécula absorbera la energia de un
haz de luz infrarroja cuando ésta sea igual a la necesaria para gue la molécula comience a vibrar. Cada grupo
funcional tiene un modo de absorcion caracteristico que se presenta en el espectro como un pico o banda,
debido a que todas las moléculas tienen algunas vibraciones que, al activarse, provocan la absorcién de una
determinada longitud de onda en la zona del espectro infrarrojo. Los espectros FTIR de las peliculas se
registraron en un equipo Nicolet 1S10 entre 4000 a 400 cm-1.

Determinacion de las propiedades mecanicas de las peliculas

Se realizaron ensayos de traccién en un equipo DMA TA Instruments Q800 (TA Instruments, New Castle,
EE.UU.). Las peliculas se cortaron con una geometria rectangular (30 mm de longitud y 6 mm de ancho). Se
realizaron ensayos para determinar las propiedades mecénicas de las diferentes peliculas. Las curvas de tension-
deformacidn se obtuvieron con una rampa de fuerza a velocidad de deformacién constante de 0,3 N/min hasta
alcanzar una fuerza estatica de 18N o hasta la ruptura de la muestra.

Determinacion de las propiedades térmicas de las peliculas

Las propiedades térmicas de las peliculas se determinaron mediante el uso de un equipo de Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC) Q100 (TA Instruments, New Castle, EE.UU.). El equipo es controlado por un
mddulo TA 5000 con un sistema de enfriamiento a base de N2, con un caudal de 20 ml/min. Se pesaron
aproximadamente 5-6 mg de muestra en una balanza electrénica de precision en capsulas de aluminio y luego
estas se sellaron herméticamente. Se hicieron corridas por duplicado de las muestras de las peliculas con
diferentes concentraciones de extractos, utilizando una capsula de aluminio vacia como referencia.

El ensayo se realiz6 como se describe en Tavera-Quiroz y col. (2012). El primer barrido se realiz6 desde -70
hasta 200°C. Seguidamente la muestra se enfri6 a una velocidad de 20°C/min hasta -70°C y se realiz6 un
segundo barrido entre -70 y 250°C. Se utiliz6 calorimetria diferencial de barrido modulada para obtener los
termogramas a partir de los cuales se obtuvo la temperatura de transicion vitrea (Tg) utilizando el software
Universal Analysis 2000 V1.7 F (TA Instruments, New Castle, EE.UU.).

Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANAVA) para evaluar el efecto de los factores analizados utilizando el
programa Infostat v2009 (Cdrdoba, Argentina). Para los ensayos de comparacion de medias se empled el test
de menor diferencia significativa (LSD) con P> 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del extracto etanodlico de cascara de manzana verde liofilizada

El extracto etandlico de céscara de manzana verde liofilizada (EE) mostrd un contenido de polifenoles de
850 MQ ac clorogénico/ 100gms; €n cambio el extracto acuoso (EA) exhibié una cantidad menor de compuestos
polifendlicos (510,2 MQac clorogenico/ 100gms). Por este motivo se trabajoé con el extracto etandlico para la
formacion de peliculas y se descartd el uso de extractos acuosos, ya que la extraccion en etanol 70% fue
mayor debido a su menor polaridad respecto al agua.

Con los mismos extractos elaborados para determinar el contenido de compuestos fenélicos, se determiné la
capacidad antioxidante. El porcentaje de inhibicion del extracto fue del 83%.
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Caracterizacion de las peliculas

Los espectros obtenidos por FTIR para las peliculas con EE (Figura 1) muestran la aparicion de una banda
alrededor de 1724 cm-1. Esta banda es caracteristica de los grupos carbonilos como los &cidos carboxilicos y
ésteres, como el caso del acido citrico presente en la manzana.
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Figura 1. Espectros de FTIR de las peliculas formuladas con 10, 20 y 25% EEL.

La incorporacion del extracto etanolico de cascara de manzana en las peliculas tuvo un efecto significativo sobre
la humedad y la solubilidad (Tabla 1). Se observé que al aumentar la concentracion de EE de 10 a 20% en la
elaboracion de las peliculas aument6 la humedad y disminuyé la solubilidad de las mismas. Sin embargo, un
aumento de la concentracion de EE al 25% no produjo variaciones significativas sobre sus valores.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de las peliculas preparadas con distintas concentraciones de polvo
liofilizado de céscara de manzana.

WVP x10*

EE (%) Humedad (%o) (g Pam-is-1) Solubilidad (%6)
0 10.3* 8,7° 93.8°
10 22,9 7,6 36,3°
20 26,4° 6,3 25,9
25 27,7° 6,5 29,4

abe | etras diferentes indican diferencias significativas

Un papel importante de los recubrimientos comestibles es reducir el intercambio de agua entre el producto y
el medio ambiente o entre ingredientes de un sistema alimenticio heterogéneo que por ejemplo tengan
distintos contenidos de humedad que se quieran mantener inalterados durante el almacenamiento (Talens y
col., 2012). La permeabilidad al vapor de agua de una pelicula depende de la estructura quimica y la
naturaleza del permeante, y la temperatura del medio ambiente. A partir de los resultados obtenidos se
observo que la permeabilidad al vapor de agua (WVP) disminuy6 con la incorporacion del EE, alcanzando
los menores valores con una concentracion de 20% de EE, un aumento de la concentracion del extracto a
25% no produjo efecto significativo sobre la WVP.

Segun Mancini et al, (1999) y Del Nobile y col. (2007) un modelo matematico capaz de describir toda la curva
de tension-deformacion es el presentado en la ecuacion 2. Donde €T es la deformacion verdadera, oT es el
esfuerzo verdadero, Ec (MPa) es el médulo elastico (tangente a la curva tension-deformacion en el origen) y K
es una constante que permite ajustar el modelo.

or(er)=Ec er exp (e:K) .,
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En la Tabla 2 se presentan los valores del médulo eléstico, obtenido a partir de la ecuacion anterior, y la
elongacion maxima obtenida para todas las muestras ensayadas. El agregado de EE disminuyé los valores de
modulo elastico y la elongacién méaxima de las peliculas de metilcelulosa (MC), sin embargo no hubo efecto de
la concentracion de EE utilizada.

Asi mismo se observé un corrimiento a valores menores de la temperatura de transicion vitrea obtenida por
DSC, respecto de las peliculas de MC sin extracto.

Tabla 2. Propiedades mecanicas y térmicas de las peliculas con EEL
Médulo Elastico

EE (%) (Ec, MPa) Elongacion (%) Tg (°C)
0 3751° 9,3° 190°
10 16742 2,9 1718
20 2036° 2,8 1722
25 19172 2.0 1652

abe | etras diferentes indican diferencias significativas

De acuerdo a los resultados obtenidos se selecciond una formulacion con una concentracion de 20% de extracto
etandlico de cascara de manzana verde liofilzada ya que esta concentracion presentd bajos valores de la
permeabilidad al vapor de agua.

Se determind el contenido de polifenoles totales de las peliculas con agregado de 20% de EE ya que a altas
concentraciones de EE se obtuvieron menores valores de permeabilidad al vapor de agua y una concentracion
mayor produciria un detrimento en las propiedades mecanicas por la mayor disminucion de la elongacién
maxima. Se obtuvo un contenido de polifenoles de 11,62 Mg & clorogénico/d pelicuta, Y €N CuUanto a la capacidad

antioxidante se obtuvo un porcentaje de inhibicion del 20%.
159

CONCLUSIONES

Se logré obtener un ingrediente activo y funcional a partir de los desechos de la cascara de manzana verde
con propiedades antioxidantes y como fuente de polifenoles. Este ingrediente puede ser agregado en matrices
de hidrocoloides y utilizarlo en posibles aplicaciones en alimentos.

La formulacién de peliculas comestibles con extractos etanélicos de cascara liofilizada es una buena
alternativa para obtener un material activo, con buenas propiedades de barrera y mecéanicas, sin aportar
plastificantes a la matriz que generen corrimientos importantes de la temperatura de transicion vitrea del
material.

La formulacion de peliculas comestibles con ingredientes no convencionales se convierte en una estrategia
para utilizar subproductos agroindustriales que aporten nutrientes y permitan desarrollar nuevos tipos de
coberturas para ser utilizadas en alimentos funcionales.

BIBLIOGRAFIA

Arabestani, A.; Kadivar, M.; Shahedi, M.; Hossein Goli, S.A.; Porta R. (2016). Characterization and
antioxidant activity of bitter vetch protein-based films containing pomegranate juice. Food Science and
Technology, 74: 77-83

Brand-Williams, W.; Cuvelier, M.E.; Berset, C. (1995). Use of free radical method to evaluate antioxidant
activity. Lebensm Wiss Technology. 28: 25-30.

Cha, D. S. y Chinnan, M. S. (2004). Biopolymer based antimicrobial packaging. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition, 44: 223-237.

Karaman, S.; Tutem, E.; Baskan, K.S.; Apak, R. (2012). Comparison of antioxidant capacity and phenolic
composition of peel and fleshof some apple varieties. J Sci. Food Agric.,93: 867-875.

Kim, A.N.; Kim, H-J.; Kerr, W.L.; Choi, S-G. (2017). The effect of grinding at various vacuum levels on the
color, phenolics, and antioxidant properties of apple. Food Chemistry. 216: 234-242.

Kester, J.J., Fennema, O.R. (1986). Edible films and coatings: A review. Food Technok};y,. 40: 47-59.




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

Massolo, J.F.; Concellon, A.; Chavez, A.R.; Vicente, Ariel R. (2011).1-Methylcyclopropene (1-MCP) delays
senescence, maintains quality and reduces browning of non-climacteric eggplant (Solanum melongena L.)
fruit. Postharvest Biology and Technology 59 10-15

Rivero, S.; Garcia, M.A.; Pinotti, A. (2010). Crosslinking capacity of tannic acid in plasticized chitosan
films. Carbohydrate Polymers 82: 270-276

Singleton, V.L., Orthofer, R., Lamuela-Raventds, R.M. (1999). Analysis of total phenols and other oxidation
substrates and antioxidants by means of Folin—Ciocalteu reagent. Methods in Enzymology. Oxidants and
Antioxidants Part A, 299, 152-178.

Talens, P.; Pérez-Masia, R.; Fabra, M.J.; Vargas, M.; Chiralt, A. (2012). Application of edible coatings to
partially dehydrated pineapple for use in fruit—cereal products. Journal of Food Engineering, 112: 86-93
Tavera Quiroz, M.J.; N. Bertola, A. Pinotti. (2012). Efecto del agregado de &cido citrico como agente
entrecruzante en peliculas a base de metilcelulosa. IV Jornadas Internacionales sobre avances en la
tecnologia de peliculas y coberturas funcionales en alimentos. Agrobioenvases 2012.

Tavera-Quiroz, M. J., Lecot, J., Bertola, N., & Pinotti, A. (2013). Stability of methylcellulose based films
after being subjected to different conservation and processing temperatures. Materials Science and
Engineering: C, 33: 2918-2925.

Tavera-Quiroz, M.J.; Urriza M; Pinotti, A.; Bertola, N. (2014). Development and Characterization of a
Baked Snack from Rings of Green Apples. Food Bioprocess Technol DOI 10.1007/s11947-014-1310-

160




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

Efecto del lavado por aspersion en la calidad de frutillas minimamente procesadas
Méndez Galarraga M.P., Salsi M.S., Piagentini A.M., Pirovani M.E.

Instituto de Tecnologia de Alimentos. Facultad de Ingenieria Quimica. Universidad Nacional del Litoral,
Santa Fe, Argentina.
galarragapaula@gmail.com

RESUMEN

El lavado-desinfeccidn con sanitizantes es esencial para reducir la carga microbiana, pero el efecto oxidante
de los mismos pueden ocasionar la pérdida de los compuestos bioactivos. El objetivo de este trabajo fue
estudiar y modelar el lavado-desinfeccion con acido peracético (APA) por aspersion de frutillas cortadas,
variando concentracion (C: ppm) y tiempo de aspersion (t: seg). Las respuestas fueron: reduccion de
microorganismos aerobios mesofilos totales (AMT), mohos (MH) y levaduras (LEV); retencién de fenoles
totales (FT), antocianinas totales (AT) y capacidad antioxidante (CA), referidas a la materia prima. Estas
respuestas se evaluaron inmediatamente después del procesamiento (0d) y luego de 7 d de almacenamiento a
2°C (7d). Al 0d, ATM y MH pudieron modelarse en funcién de las variables de proceso, pero las mismas no
se vieron afectadas luego del almacenamiento. En cambio, LEV pudo modelarse tanto en el 0d como después
de 7 dias. FT, AT y CA no fueron afectadas por C y t. El lavado por aspersion en el rango ensayado permite
lograr un producto con retenciones de compuestos bioactivos superiores al 79%, y optimizar la desinfeccion
basado en los modelos de reduccion microbioldgica.

Palabras clave: frutillas, compuestos bioactivos, calidad microbiol6gica.

ABSTRACT

Washing-disinfection sanitizers are essential to reduce the microbial load, but the oxidizing effect may result
in the loss of bioactive compounds. The aim of this work was to study and model the washing-disinfection
by spraying with peracetic acid (PAA) on fresh cut strawberries. Total mesophilic microbial (AMT), moulds
(MH) and yeast (LEV) count reduction; and total phenolics (FT), total anthocianins (AT) and antioxidant
capacity retention were modeled as a function of concentration of PAA (C) and time (t). Packaged samples
were evaluated immediately after processing (0 d) and after 7 d of storage at 2°C (7 d). At 0d, ATM and MH
increased with C, but these were not affected by C and t after storage. Instead, LEV increased with C at 0d
and 7 days. FT, CA and AT were unaffected by C and t. The average retention of each one at 0d was higher
than 79% and no changes where found after 7 d. Spray washing-disinfection could be optimized based only
on microbiological reduction models.

Keyword: strawberries, bioactive compounds, microbiological quality

INTRODUCCION

Las frutas y hortalizas frescas son una parte fundamental de la dieta en la poblacién mundial, contribuyendo
al aporte de vitaminas, minerales, fibra y compuestos bioactivos (antioxidantes). En particular, las frutillas
son frutas de consumo popular con atractivo color, sabor y aroma (da Silva Pinto, et al. 2008) y pueden ser
consumidas frescas, lo cual representa una ventaja para las consumidores debido a que se producen menores
perdidas de nutrientes (vitamina C, folato y compuestos fendlicos) que cuando se realiza algin
procesamiento tradicional como por ejemplo, deshidratacion, tratamientos térmicos, y otros. Sin embargo, la
dificultad es que estas frutas poseen una vida postcosecha extremadamente corta, son susceptibles al dafio
mecéanico, deterioro fisiol6gico y microbioldgico y a la pérdida de agua (Terefe, et al. 2009).

Las frutas frescas listas para consumir se han convertido en un area importante de potencial crecimiento en la
industria, probablemente debido, en parte, a sus caracteristicas de frescura, bajo contenido calérico y como
respuesta a la demanda de los consumidores que requieren productos saludables. Sin embargo, es bien sabido
que el procesado minimo altera la integridad de las frutas e induce el aumento de respiracion de los tejidos,
lo que conduce a deterioros bioquimicos, como amarronamiento, desarrollo de off-flavour, cambios en la
textura y en el contenido de compuestos bioactivos, provocando pérdidas en la calidad. de la fruta fresca
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cortada (Martin-Belloso et al. 2006). EI minimo procesamiento incluye tecnologias para procesar tanto frutas
como hortalizas modificando levemente sus caracteristicas de frescas, garantizando su seguridad o
inocuidad. El concepto de productos procesados en fresco estd basado en que durante su preparacion, los
tratamientos aplicados no deberian producir cambios en su calidad vy, si ocurren, deberian ser minimos, en
particular en sus caracteristicas nutritivas y sensoriales. Los tratamientos aplicados en estos productos son
métodos simples, que incluyen acondicionamiento, pelado, cortado, lavado-desinfeccion, bafios o dippings
con agentes quimicos (antioxidantes y/o antimicrobianos) y finalmente, envasado en recipientes con
atmosferas modificadas y almacenado a bajas temperaturas (2-4°C) a fin de aumentar la vida util del
producto (Allende, et al. 2006).

La sanitizacion con compuestos quimicos es ampliamente usada en la industria para reducir la carga
microbiana en vegetales. Por razones econdmicas, el hipoclorito de sodio (NaClO) es el mas usado, aunque
tiene como desventaja la formacion de trihalometanos, que son compuestos cancerigenos (Olmez and
Kretzschmar, 2009). Por esto, ha empezado a surgir el interés por buscar alternativas para minimizar o
reemplazar este sanitizante (Biazotto Bachelli, et al. 2013). El &cido peracético (APA) es usado
principalmente como desinfectante en plantas industriales (Kitis, 2004). Su uso en la industria de los
vegetales frescos cortados seria un avance concreto en la busqueda de tecnologias “limpias” ya que no causa
la formacién de compuestos halogenados cancerigenos y sus productos de descomposicidn son &cido acético,
agua y oxigeno, es decir compuestos ecolégicamente seguros (Hilgren, et al. 2007; Vandekinderen, et al.
2009). Las formas habituales de aplicar el sanitizante son por inmersién o aspersién. Van de Velde, et al.
(2014) han estudiado la operacion de lavado-desinfeccion por inmersion de frutillas cortadas con solucién de
APA y desarrollaron modelos predictivos que permitieron encontrar las condiciones de proceso que
maximizan la calidad microbiol6gica y minimizan la pérdida de compuestos bioactivos y calidad nutricional,
evaluadas a través del contenido de acido ascorbico. Segln este estudio, la calidad sensorial y el contenido
de compuestos bioactivos se vieron reducidos entre un 10 y un 37% por el tratamiento, ya que durante esta
operacion por inmersion se pierden pigmentos, vitaminas y otros compuestos por oxidacion, por lixiviacién o
por ambas en simultaneo.

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del lavado-desinfeccion por aspersion con soluciones de acido
peracético en funcion de la concentracion del agente activo y tiempo de exposicion sobre la calidad
microbiolégica y el potencial saludable (contenido de fenoles, antocianinas y capacidad antioxidante) de
frutillas cortadas en cuartos inmediatamente después de realizar la operacién y luego de 7 dias de
almacenamiento a 2°C.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal utilizado

Se utilizaron frutillas (Fragaria x Ananassa Duch), cultivar ‘Camarosa’, oriundas de Arroyo Leyes, Santa
Fe, Argentina, con un 90-100% de superficie de color rojo.

Acondicionamiento del material vegetal

Las frutas fueron inspeccionadas, eliminando aquellas con signos de podredumbre, como asi también los
calices y peddnculos. Se realizé un pre-lavado con agua de red fluyendo por 2 min y un posterior escurrido
por gravedad sobre papel absorbente.

Procesamiento para la obtencion de frutillas frescas cortadas

Las frutillas fueron procesadas en la “zona limpia” de la planta piloto del Instituto de Tecnologia de
Alimentos, FIQ, UNL. Se cortaron manualmente, con cuchillo de acero inoxidable de hoja lisa, realizando
cortes longitudinales en cuartos. Luego se realizé la etapa de lavado-desinfeccion, donde 200 g de frutillas
cortadas fueron lavadas segln lo establecido por el disefio experimental, variando la concentracion de APA 'y
el tiempo de aspersion. Finalmente, la mitad de las frutillas lavadas en cada corrida experimental se
utilizaron para los analisis en el dia de procesamiento y la otra mitad fue almacenada en envases de
tereftalato de polietileno (PET) en camara a 2°C por 7 dias y posteriormente utilizadas para los analisis en
este momento. Paralelamente, frutillas (100 g) enteras sin procesar se analizaron en el dia de procesamiento
(control dia cero). Una cantidad equivalente se conservaron en idénticas condiciones a las muestras lavadas
durante 7 dias y se analizaron en ese momento (control dia 7).

Disefio experimental

Para este estudio se aplicé un Disefio Central Compuesto de 11 corridas experimentales, que incluye valores
de las variables independientes en 5 niveles, utilizando rangos desde 11-138 seg para el tiempo (t) de

/’
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aspersion y de 1-240 ppm para la concentracion (C) del agente activo. Se supuso que existia un modelo
polinomial de segundo orden para representar cada una de las respuestas, cuya ecuacion general es la
siguiente:

Y(C,t)=a + bC + ct+ dCt + eC3+ft?

Las respuestas estudiadas fueron:

Retencion de fenoles totales, FTi (% con respecto al control)

Retencion de antocianinas totales, AT; (% con respecto al control)

Retencidn de capacidad antioxidante, CAi (% con respecto al control)

Reduccion de microorganismos aerobios mesofilos totales, AMT; (-logioN/NCc)

Reduccion de mohos, MH; (-logioN/Nc)

Reduccion de levaduras, LEV; (-logioN/NCc)

Donde N es el recuento de microorganismos viables de las muestras lavadas por aspersién y Nc es el
recuento de las muestras control (sin lavar); i es el dia de analisis, 0 0 7.

Recuento de microorganismos

Cada muestra (10 g) fue colocada en 90 ml de agua de peptona al 0,1%, en una bolsa estéril. Luego, el
contenido fue homogeneizado en stomacher durante 1 minuto. Posteriormente, se realizaron diluciones
decimales, preparadas en agua de peptona estéril para las determinaciones microbioldgicas, por triplicado. El
total de los organismos viables (microorganismos aerobios meséfilos), fueron determinados mediante el
método de recuento en placa PCA (30°C, 48 h). Para mohos y levaduras se realizo un recuento en placa con
medio YGC (25°C, 3-5 dias). De igual manera se procedié con las muestras almacenadas a 2°C durante 7
dias.

Obtencion de los extractos

Cinco gramos de fruta se homogeneizaron con 75ml de acetona/agua (80:20), se sonicaron en un lavador
ultrasénico (Testlab), durante 10 minutos; luego la mezcla se centrifugd a 12.000g durante 20 minutos a 4°C
con una centrifuga refrigerada Heal Force. El sobrenadante fue separado y usado para los analisis
correspondientes.

Técnicas de analisis 163
Fenoles totales: La determinacion de fenoles totales se llevo a cabo usando el reactivo de Folin-Ciocalteu —
(Singleton y Rossi, 1965). A 0,125 mL de extracto se agregaron 0,25 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu. La
mezcla se dejé reaccionar durante 3 minutos. Luego se adiciond 0,5 mL de solucion saturada de carbonato de
sodio y se completé a 5 mL con agua destilada. Se agitdé vigorosamente, se dej6 reaccionar durante 25
minutos y se centrifugd durante 5 minutos a 4000g. Los blancos de reaccion se prepararon reemplazando el
volumen de muestra por solucion de extraccion. Se midi6 la absorbancia a 760 nm en espectrofotometro
(UV-Visible Genesys 10S. Thermo Scientific). Se construyd una curva de calibrado de &cido galico (AG) en
el rango de concentraciones 2-10 mg AG 100 mL. Las determinaciones se realizaron por triplicado en cada
muestra de frutilla y los resultados se expresaron en mg de &cido galico equivalente por 100 g de fruta fresca
(mg AG 100g * FF).

Antocianinas totales: El contenido de antocianinas totales se determind con el método de pH diferencial de
acuerdo a Jin-Heo y Yong-Lee (2005). Alicuotas de extracto se ajustaron a pH 1 con una solucién 0,1 mol L
! de cloruro de potasio y a pH 4,5 usando una solucién buffer 25 mmol L de acido acético/acetato de sodio.
Se midieron las absorbancias a 510 y 700 nm en espectrofotometro (UV-Visible Genesys 10S. Thermo
Scientific), y los resultados se convirtieron en mg pelargonidin-3-glicésido 100 g* de fruta fresca, (mg P3G
100 g FF), usando un coeficiente de extincion molar de 22.400 L (mol cm), una masa molecular de 432,2
g mol™, un camino 6ptico de 1 cm y una absorbancia (A), segin ecuacion (1):

A=[(As10-A700)pH1-(As10-Az00)pH45] (1)

Donde, Asio Y Ao son las medidas de absorbancia a pH 1 y 4,5. Todos los anélisis se realizaron por
triplicado.

Capacidad antioxidante: La capacidad antioxidante de las muestras se midi6 de acuerdo a Sanchez-Moreno
et al., (2003). La actividad antirradicalaria se cuantifico por la medida de la disminucién de la absorbancia de
una solucién metandlica del radical libre DPPH* (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) a 517 nm en presencia de
alicuotas del extracto de la fruta. La concentracion inicial de DPPH* fue de 0,03 g L y las medidas de
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absorbancia se tomaron en espectrofotometro (UV-Visible Genesys 10S. Thermo Scientific). Los céalculos se
realizaron de acuerdo a la ecuacién (2):

%DPPH* remanente= [Amuestra/ Acontrol] x100 ®)

En donde Acontrol €S la absorbancia de 3,9 mL de solucion de DPPH* adicionado de un volumen de metanol
igual al volumen de muestra agregado en el tubo correspondiente y Amuestra €S la absorbancia de 3,9 mL de
DPPH* adicionado con un volumen entre 0,025 y 0,075 mL de extracto. Se calculd el 1Cso (muestra) definido
como la cantidad de muestra en 1 mL de reaccidn necesaria para disminuir al 50% la concentracién inicial de
DPPH*, obtenida de la grafica de porcentaje de DPPH* remanente vs. concentracion (mg de fruta mL? de
reaccion).

Los anélisis se realizaron por triplicado y las lecturas se tomaron luego de dejar reaccionar las muestras
durante 120 minutos.

Los resultados se expresaron como la capacidad antioxidante equivalente al &cido ascorbico (AEAC) (Lim,
et al. 2007), seglin ecuacion (3):

AEAC (mgAA/100g de fruta fresca)=1C50aa)/ IC50(muestra) X10 (3)

Donde: ICso(AA) es la cantidad de acido ascérbico (AA) en 1 mL de reaccion necesaria para disminuir al
50% la concentracion inicial de DPPH*, obtenida de la grafica de % DPPH* remanente vs. concentracién
(mg de AA mL™ reaccién).

Para calcular el I1Cso(AA) se prepard una curva de calibrado de AA (0 - 0,207 mg mL1). La curva se realizd
por triplicado y se calcul6 el valor de 1Cso(AA) = 0,00404 mg mL™2.

Andlisis estadistico

El programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XV 15.02.06 (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton,
VA, EE. UU.) se usé para realizar el ANOVA, y ajustar las ecuaciones de segundo orden a los datos
experimentales y obtener los coeficientes de regresion de los modelos. También se comprobo la idoneidad de
los modelos a través de la falta de ajuste y el coeficiente de determinacion (R?). En el ANOVA, la
significancia de cada término se evalud referida al error puro y se eliminaron los términos del modelo no
significativos. Se usé el programa Microsoft Excel® para calcular los valores de las medias y desviacién
estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados experimentales obtenidos para AMT, MH y LEV bajo las condiciones del disefio
experimental se presentan en la Tabla 1.

Los analisis de los residuos (Y experimenta- Y predicho) para cada respuesta muestran que se cumplen los supuestos
de normalidad, independencia y aleatoriedad. Los coeficientes de determinacién (R?) de los modelos fueron
satisfactorios y no hubo falta de ajuste (p >0,05), por lo tanto los mismos fueron aceptados.

El recuento inicial promedio de microorganismos aerobios meséfilos totales de las frutillas (control dia 0)
fue de 3,3 logUFCg; el de mohos y levaduras fue de 3,65 y 3,60 logUFCg, respectivamente. Luego de 7
dias de almacenamiento, no se observaron cambios en el recuento de las frutillas (control dia 7)
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Tablal. Resultados experimentales de las reducciones microbioldgicas en frutillas lavadas por aspersion con

APAal dia0y?7.

Corrida  Concentracion tiempo i AMT; MH; LEV;i
(ppm) (s) (dia)  (-logioNi/Nci)  (-logioNi/Nci)  (-logioNi/Nci)

1 120,5 74,5 0 1,16 1,91 2,30
7 1,65 2,41 2,48
2 240 74,5 0 1,15 2,48 3,60
7 1,82 2,41 2,57
3 205 119,4 0 1,30 1,84 2,20
7 1,12 3,59 2,70
4 120,5 11 0 0,75 0,59 0,73
7 1,61 1,59 1,56
5 36 29,6 0 0,22 0,52 0,95
7 1,48 1,41 1,50
6 120,5 74,5 0 1,07 2,26 2,30
7 1,78 1,84 1,94
7 36 119,4 0 0,70 0,26 1,36
7 1,33 1,25 0,49
8 205 29,6 0 0,94 1,91 2,43
7 1,95 2,41 2,22
9 120,5 138 0 1,15 2,00 2,18
7 1,58 2,05 2,00
10 120,5 74,5 0 1,20 1,51 1,95
7 1,30 1,26 1,41
11 1 74,5 0 0,43 1,40 1,19
7 0,86 2,19 1,50

AMT;: Reduccion de microorganismos aerobios mesdfilos totales al dia i; MH;: reduccion de mohos al dia i;
LEVi: reduccion de levaduras al dia i. Ni es el recuento de microorganismos viables de las muestras lavadas
por aspersion al dia i; Nci es el recuento de las muestras control (sin lavar) al dia i. i es el dia de analisis, 0 0
7.

El modelo AMT result6 funcién de la concentracion del sanitizante y el tiempo de aspersion a través de los
términos lineales y cuadraticos (p<0,05) en el dia 0. Segin el diagrama de Pareto (no se muestra), la
concentracion tiene mas efecto que los otros términos y afecta positivamente la respuesta (Fig. 1). El modelo
AMT, reducido se muestra en la ecuacion (4); el maximo valor predicho por el modelo es 1,32 logUFCg™ a
183 ppm y 109 seg. Van de Velde (2012) evalu6 el lavado-desinfeccion por inmersion de frutillas frescas
cortadas con &cido peracético a una concentracion de 100 ppm y 120 seg, obteniendo una reduccion de
aerobios mesdfilos totales de 2,1 log UFCg™. En las mismas condiciones, pero con lavado por aspersion, la
reduccion fue menor (1,1 log UFCg?). Las diferencias en el comportamiento en las reducciones de
microrganismos aerobios mesofilos totales frente al sanitizante esti condicionado por varios factores, tales
como las condiciones de lavado, la superficie de la fruta, la presencia de sitios de dificil acceso para el
sanitizante, la formaciéon de biofilms, la internalizacion de las bacterias dentro del producto, entre otros
(Sapers 2001; Yu et al. 2001).

AMTo=-0,29 + 0,01C +0,012t - 2,7 x 105C?- 5,7 x 105t? )
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Fig. 1. Gréfico de superficie respuesta para la reduccién de microorganismos aerobios mesofilos totales
(AMT) en el dia 0.

A los 7 dias de almacenamiento, el ANOVA del modelo predictivo de la reduccién de los microorganismos
aerobios mesofilos totales (AMT- ) indicé que ningln término del mismo fue significativo. En funcién de
ello, se estimé que en el espacio experimental ensayado la reduccién promedio de de microorganismos
aerobios mesdfilos totales todas las corridas experimentales, fue de 1,5 logUFCg™. En la Tabla 1 se puede
observar que, en general, las reducciones son mayores en el dia 7 que en el dia inicial de procesamiento y
dado que la carga microbiana del control no mostrd diferencias con el dia 0 se pude inferir que la carga
microbiana en las frutillas lavadas sigue disminuyendo (posible efecto residual del APA) durante el
almacenamiento refrigerado (2°C).

El modelo MH, resulté funcién de la concentracion del sanitizante (término lineal), mientras que LEV, se
vio afectado tanto por la concentracion de APA (término lineal) como por el tiempo de aspersion (término
cuadratico) (p<0,05). Los modelos reducidos se muestran en las ecuaciones (5) y (6).

MHo= 0,71 + 6,6 x 10°C
LEV,=-0,43 + 8,5 x 103C + 3,8 X 102t — 2,12 x 10"t g,

Los maximos valores predichos de MHo y LEV, usando los modelos reducidos fueron, 2,31 (240 ppm y
74,5seq) y 3,29 (240 ppm y 90 seg) logUFCg?, respectivamente (Fig. 2 y 3). Segun el diagrama de Pareto
(no se muestra) la concentracion del sanitizante (APA) afecta mucho mas la respuesta que el tiempo de
aspersion. Rodgers et al. (2004) evaluaron la reduccién de mohos y levaduras en frutillas enteras con 80 ppm
de APA y 5 minutos de lavado por inmersién y obtuvieron reducciones de alrededor de 1 logUFCg™.

MH dia 0 (log UFC/g)

40 80 120 160 200 949 30 Tiempo (seg)
Concentracién (ppm)

Fig. 2. Gréafico de superficie respuesta para la reduccion de mohos (MH) en el dia 0.
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Fig. 3. Gréafico de superficie respuesta para la reduccién de levaduras (LEV) en el dia 0.

Después de 7 dias de almacenamiento, el ANOVA del modelo MH7 mostré que ningun término del mismo
resulté significativo. Por ello, la mejor estimacion de la reduccién de mohos que puede alcanzarse a los 7 d
luego de la desinfeccion por aspersion con APA, en el rango experimental ensayado, es el promedio de las
reducciones de todas las corridas experimentales, la que resulté igual a 2,04 log UFCg. Para la reduccién de
levaduras, el modelo LEV? resulté funcion de la concentracion de APA (p<0,05), siendo independiente del
tiempo (Fig. 4). A mayor concentracion puede lograrse mayor reduccién de levaduras. EI méaximo valor
predicho con el modelo reducido fue de 2,64 log UFCg™ a 240 ppm y 75 seg, obteniéndose la siguiente
ecuacién (7):

LEV7=1.06 + 6.57 x 10°C,

LEV dia 7 (logUFC/qg)

40 80 120 160 200 949 30 Tiempo (seg)
Concentracion (ppm)

Fig. 4. Gréfico de superficie respuesta para la reduccion de levaduras (LEV) en el dia 7.

En la Tabla 2 se muestran las concentraciones de los compuestos bioactivos de las frutillas sin lavar
(control), observando que el almacenamiento afecta significativamente los fenoles totales y las antocianinas
totales, no asi la capacidad antioxidante. Los ANOVAs de los modelos predictivos de las retenciones de los
compuestos bioactivos (fenoles totales y antocianinas totales) y de la capacidad antioxidante de las frutillas
tratadas con respecto al control mostraron que los factores del tratamiento (concentracion de APA y tiempo
de aspersion), no influyeron significativamente sobre las respuestas, por lo cual, estas respuestas, no
pudieron modelarse con ecuaciones polinomiales de 2° orden. Es por ello que la mejor estimacién de las
mismas en el rango ensayado de las variables, es el valor promedio de todas las corridas experimentales. La
retencion promedio con respecto al control de FT, AT y CA en el dia de procesamiento y luego de 7 dias de
almacenamiento a 2°C se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 2. Compuestos bioactivos de frutillas frescas cortadas sin lavar, tanto en el dia 0 como después de 7
dias de almacenamiento.
Atributo Dia 0 Dia 7
Fenoles totales (mgAG100g™*FF) 299,74+6,70a 267,37+0,83b
Antocianinas totales (mg P3G100g*FF) 52,59+1,72a 47,09+2,01b
Capacidad antioxidante (mg AA100g'FF) 467,83+35,20a  443,13+14,20a
Atributo con diferente letra son significativamente diferentes (p<0,05).

Tabla 3. Retencion (%) de fenoles totales, antocianinas totales y capacidad antioxidante de frutillas
minimamente procesadas lavadas por aspersion.
Tiempo (dias)

Atributo 0 7
Fenoles totales (%) 95,34 97,08
Antocianinas totales (%) 78,82 79,37
Capacidad antioxidante (%) 98,15 97,30

Van de Velde, et al. 2014 estudiaron el lavado-desinfeccion por inmersién de frutillas minimamente
procesadas cortadas en cuartos, y pudieron modelar las retenciones de compuestos bioactivos (FT, AT y CA)
con ecuaciones polinomiales de 2° orden. Por ejemplo, en este caso, optimizando la operacion (20 ppm y 52
seg) para obtener la mayor retencion de compuestos bioactivos y una reduccion de 2 log UFC g? en
microorganismos aerobios mesofilos, las retenciones obtenidas fueron de 87,4% para FT y 81,1% para AT.
En el lavado por aspersion, se obtienen mayores o iguales retenciones en estos compuestos. Por otro lado, la
alta retencién en la capacidad antioxidante de alrededor del 98% es un pardmetro que permite inferir que,
ademas de no perderse los fenoles totales y las antocianinas totales, hay una menor pérdida de vitamina C
cuando las frutillas minimamente procesadas son lavadas con el sistema de aspersion.

CONCLUSIONES

El procedimiento de lavado-desinfeccion por aspersion permite retener los compuestos bioactivos en forma
sustancial y constante y utilizando los modelos desarrollados se puede optimizar el proceso en el rango
experimental ensayado, basado solamente en la calidad microbiolégica. Los modelos microbioldgicos
obtenidos permiten conocer el impacto de esta tecnologia sobre el proceso indicando sus limitaciones y
posibilidades.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio es determinar la contaminacion inicial de la carne faenada en el frigorifico de la
Ciudad de Villa Maria, (Cdrdoba, Argentina) a lo largo de seis meses. Para ello se tomaron 25 muestras de
hisopados de superficies de canales bovinas, de acuerdo al método de la Comunidad Econémica Europea
(CEE). En cada muestreo (5 en total) se analizaron 5 canales de la misma faena en distintos lugares
(brazuelo (2), falda (2), nalga (1)). Se determinaron: recuento de microorganismos aerobios mesofilos,
enterobacterias, coliformes, Escherichia coli (presencia-ausencia en cm?), recuento de Staphylococcus
coagulasa (+) y Clostridium sulfito reductores. Se utilizaron las técnicas propuestas por la International
Commission of Microbiological Specifications for Food (ICMSF). Los resultados promedio son: recuento de
aerobios de 2,65 logio a 4,14 logio ufc/cm?; para enterobacterias de 0,95 logie ufc/cm? y coliformes de 0,97
logio ufc/cm?. Estos resultados son menores al limite para canales bovinas establecido por la CEE. .Dos
muestras fueron positivas para E.coli en el muestreo de la zona de la nalga. Staphylococcus coagulasa
positiva y Clostridium sulfito reductores, fueron negativos en todos los ensayos. Se concluye que la carne
bovina faenada cumple con los requisitos de higiene establecidos por la CEE.

Palabras Clave: hisopados de canales, contaminacion, monitoreo microbiolégico., carne fresca.

ABSTRACT 170
The objective of this study is to determine the initial contamination of meat slaughtered in the Frigorifico of —
the Villa Maria City, (Cérdoba, Argentina) over six months. To this end, 25 swab samples were taken from

bovine carcass surfaces, according to the European Economic Community (EEC) method. In each sample (5

in total) 5 carcasses of the same work were analyzed in different places (brazuelo (2), Skirt (2), buttock (1)).

The counts of mesophilic aerobic microorganisms, enterobacteria, coliforms, Escherichia coli (presence-
absence in cm?), Staphylococcus coagulase (+) and Clostridium sulfite reductant counts were determined.

The techniques proposed by the International Commission of Microbiological Specifications for Food
(ICMSF) were used. The average results are: aerobic count of 2.65 logio to 4.14 logio cfu / cm?; for
enterobacteria of 0.95 logio cfu /cm? and coliforms of 0.97 logio cfu /cm?. These results are lower than the

limit for bovine carcasses established by the EEC. Two samples were positive for E. coli in the sampling of

the buttock area. Staphylococcus coagulase positive and Clostridium sulfite reductants were negative in all

trials. It is concluded that the slaughtered beef complies with the hygiene requirements established by the

EEC.

Keywords: channel swabs, contamination, microbiological monitoring, fresh meat.

INTRODUCCION

En las operaciones de faena de ganado bovino realizadas en matadero- frigorifico es coman la contaminacion
con microorganismos de origen fecal (Arenas de M, L, et al 2004). Estudios recientes sobre la condicion
microbioldgica de los canales bovinos y de la carne de vacuna indican que el nimero de Escherichia coli

en gran parte de los productos carnicos puede aumentar puede aumentar durante los procesos de desposte y
trozado de las carne (ICMSF 1985) De esta manera, los esfuerzos actuales para mejorar la seguridad
microbioldgica de carne estan enfocados en la reduccion de la contaminacion durante el faenado de las
canales, basado en el supuesto de la poca contaminacion que se produce en etapas posteriores de
procesamiento de la carne en un matadero aparentemente bien limpio, donde existe programa de limpieza y
desinfeccion diarias (Gill et al 1999a; Gill et al 1999b; Gill et al 1998).
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La evaluacion del riesgo microbiol6gico en un proceso de recoleccion carne debe implicar la determinacion
de organismos indicativos de contaminacion fecal, tal como E. coli, en puntos especificos en el proceso. La
investigacion ha demostrado que la contaminacion de las canales, durante las operaciones de matanza,
desposte, se traduce en la presencia de bacterias de potencial importancia para la salud publica (Biss et
Hathaway 1995, Charlebois et al 1991, Doyle 1991, Ingram et Roberts 1976, Nortje et al 1989, Roberts
1980). Por lo tanto, el objetivo del control microbioldgico es reducir la contaminacion al nivel mas bajo
posible (Brown et al 2000).

No hay ningun estudio cientifico que describa la contaminacion bacteriana o la prevalencia determinada de
patgenos en canales de bovino durante las operaciones de faenamiento en el matadero de la ciudad de Villa
Maria Cérdoba (Argentina). En este estudio se evaluaron las caracteristicas higiénicas del proceso de faena
de bovino en el matadero Frigorifico de Villa Maria, mediante la determinacion de microorganismos
aerobicos mesofilos (APC), enterobacterias, coliformes, Escherichia coli, Staphylococcus coagulasa
positivo y Clostridium sulfitorreductores.

La decision de realizar la determinacion de Staphyococcus aureus coagulasa (+) fue porque es productor de
la intoxicacion estafilococica. Es un buen indicador del grado de contacto humano o con alimentos naturales
no tratados de origen animal dentro de una fabrica de alimentos. Con frecuencia se presenta en carnes de
mamiferos y aves cocinadas, el queso, productos de pasteleria rellenos de crema, leche y ensaladas a base de
papas 0 huevo. El control de los brotes de enterotoxinas estafilocdcicas depende en gran medida del
mantenimiento de los alimentos a una temperatura adecuada. Los estafilococos pueden multiplicarse
exponencialmente entre 6 y 45°C. (AA Brizzio, et al 2011). Durante la manipulacién en los cortes de carne
al menudeo no hay un riesgo especial de estafilococos; debido que las temperaturas normales de
manipulacién son demasiado bajas para el crecimiento (inferior a los 10°C) y para la produccion de toxina
(por debajo de los 20°C la producen lentamente). Ademas su desarrollo y produccién de toxina puede
inhibirse al crecer juntamente con bacterias el grupo Pseudomonas-Acinetobacter-Moraxella (ICMSF 1985
Collins-Thompson et al 1973)

En relacion al andlisis de Clostridium sulfito reductores se realizd porque es un grupo asociado a los
Clostridium spp y como tal se caracterizan por ser organismos Gram positivos, anaerébicos, formadores de
esporas, que estdn normalmente en las heces, aunque en nimero mucho mas reducido que E. coli. Su
representante mas caracteristico es Clostridium perfringens. (OMS 1995) se presenta a veces en el interior de
la masa céarnica de la canal en forma vegetativa y en pequefio nimero, generalmente menos de 1 bacteria
cada 10 gramos. Tales células bacterianas se destruyen durante la coccion y no crean problemas especiales.
Las esporas de C. perfringens que son las responsables indirectas de las toxiinfecciones alimentarias tienen
un origen variado no hay pruebas que demuestren que las formas vegetativas esporulen en la carne. Por lo
tanto, no parece necesario establecer en la carne criterios numéricos para C. perfringens; estas bacterias s6lo
son peligrosas cuando se descuidan las temperaturas de almacenamiento de los alimentos y la mejor forma
de controlarla es prestando atencion a la temperatura (ICMSF 1985).

MATERIALES Y METODOS
Se tomaron 25 muestras de hisopados en superficies de canales bovinas recién faenadas de acuerdo a las
especificaciones de la Decision de la Comunidad Econémica Europea (julio del 2001.- Directiva
64/433/CEE). En cada muestreo (5 en total) se analizaron 5 canales de la misma faena en distintos lugares
(brazuelo (2), falda (2), nalga (1) en el periodo de diciembre de 2015 a junio de 2016.
Cada hisopado se homogeneiz6 en una solucién de 0,1% (peso / vol)) a pH 7,0 de 100 ml. de agua de
peptona. Una porcion de 1 ml se utilizé para preparar diluciones de 10 decimales hasta 10 en 0,1% de agua
de peptona. Se determind: recuento microorganismos aerobios mesofilos, enterobacterias, coliformes,
Escherichia. coli (presencia-ausencia en cm? ), recuento de Staphylococcus coagulasa (+) y Clostridium
sulfito reductores. Las técnicas analiticas aplicadas son las especificadas por International Commission of
Microbiological Specifications for Food (ICMSF). (ICMSF 2000).
Los medios de cultivo utilizados fueron:

Recuento de microorganismos aerobios mesdfilos totales (Agar de recuento en placa (PCA).

Enterobacterias (Agar violeta —rojo neutro- bilis glucosa (VRBG)

Coliformes (Agar violeta- rojo neutro —bilis—Ilactosa (VRBL))

Escherichia. coli, sembrando 1 ml de cada hisopado Caldo BRILA. Identificacion por pruebas
bioquimicas: Fermentacién de glucosa, fermentacion de lactosa, producciéon de gas, produccion de
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sulfhidrico, produccién de indol, movilidad, descarboxilacion de urea, crecimiento en citrato. Todas estas
pruebas corresponden al Enterotest hospitalario basico (Brizuela).

Staphylococcus aureus coagulasa (+) (Agar Baird Parker) .

Clostridium sulfito reductores. Siembra en tubos de 10 ml de Agar TSC (Triptona Sulfioe Cicloserina).

Los datos obtenidos fueron transformados logaritmicamente (logio ufc/cm?) y analizados estadisticamente
utilizando software especifico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido que no hay estudios realizados que implique el monitoreo microbiolégico del proceso de faena de
canales bovinas en el matadero-frigorifico de la ciudad de Villa Maria, se decidié comenzar con un plan de
extraccion de muestras de hisopados de canales bovinas. Cabe sefialar que durante la faena y desposte de los
bovinos se aplican los principios basicos de las Buenas Practicas de Manufactura. En la tabla 1 se detalla la
cantidad de animales y los kilos faenados durante el periodo de muestreo. Con promedio aproximado de 150
animales por dia este matadero-frigorifico puede clasificarse como mediano por su produccion. EI método de
sacrificio utilizado para la faena de los bovinos es el tradicional, por noqueo con martillo neumatico.

Tabla 1. Cantidad de animales faenados y kilos de carne producidos en el Frigorifico de Villa Maria
(Cérdoba) durante el periodo de muestreo realizado.

ANIMALES

MES FAENADOS KILOS
Noviembre 2015 185 37760
Enero 2016 139 28203
Febrero 2016 159 32192
Marzo 2016 156 31050
Abril 2016 137 27633
Mayo 2016 144 29160
Junio 2016 154 31108

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos obtenidos en los andlisis de microorganismos aerobios
meso6filos, Enterobacterias, coliformes y E.coli de los hisopados de las carcasa bovina del Frigorifico-
matadero Villa Maria.

Con respecto a las determinaciones de Staphylococcus coagulasa positiva y Clostridium sulfito reductores
fueron negativos para todas las muestras analizadas. En el caso de la determinacion estafilococo coagulasa
positivo, su ausencia en los andlisis de los hisopados puede deberse a que la carne y los productos lacteos no
pasteurizados, contienen normalmente nimeros reducidos de estafilococos. En los Clostridium sulfito
reductores su ausencia en las muestras analizadas puede deberse a que estan generalmente en bajo nimero en
la masa carnica en forma de células vegetativas (ICMSF 1985).

No pudo realizarse la comparacion de los resultados obtenidos con la normativa del Codigo Alimentario
Argentino debido que en su Capitulo VI (alimentos carneos y afines) no establece parametros de las
determinaciones microbioldgicas efectuadas en hisopados de canales bovina (Codigo Alimentos Argentino.
2016)

Los datos obtenidos durante los cinco muestreos ninguno super6 el limite de condicionalmente aceptable
para la Comunidad Econémica Europea (Moragas Encuentra, M y De Pablo Busto, M2 B 2015); siendo el
promedio total del recuento de aerobios de 2,65 (SD + 1) logio ufc/cm?.; este resultado esta indicando que la
higiene y desinfeccion fue adecuada. (Tabla 2). Se indica que este valor promedio se calcul6 sin los
resultados del muestreo 5, donde se superd las 4,30 logie ufc/cm? En la determinacion de enterobacterias y
coliformes fue de 0,95 (SD + 1.01) logio ufc/cm?, y 0,97 (SD + 0,97) logso ufc/cm?), respectivamente.

Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Gill, C.O. (Gill, C.O.et al. 1999(a) y Arenas y
colaboradores en un pequefio matadero en VVenezuela (Arenas de M, L. et al. 2004) en investigaciones sobre
contaminacion de canales bovinas faenadas.
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Tabla 2 Resultados de los andlisis microbiol6gicos de los hisopados realizados en distintas partes de canales
producidas en el Frigorifico de Villa Maria entre nov 15 a julio 16

Como se detalla en la tabla 2, en la investigacion de la presencia de. E. coli, s6lo dos muestras de la zona de
la nalga fueron positivas. Estos aislamientos realizados en Agar eosina azul de metileno (EMB) de los tubos
positivos de caldo BRILA (lactosa. bilis brillante) se identificaron con el ENTEROTEST hospitalario para la
clasificaciéon de Enterobacterias. Esta presencia de E. coli puede ser atribuida a la cercania de la nalga a la
zona anal, y haberse generado contaminacion de origen intestinal. Cabe destacar que dos hisopados de
brazuelo del segundo muestreo dieron positivas por crecimiento en caldo BRILA a 45°C y se identificaron
posteriormente como Enterobacter sp.

Si exceptuamos el quinto muestreo (Tabla 2), donde las determinaciones microbioldgicas realizadas en los
hisopados indican el lavado y desinfeccion de las carcasas no fue adecuado, se observa que hay influencia de
los resultados obtenidos con respecto a la zona de la carcasa muestreada. Esto ultimo se verifica con la
aplicacion del test de ANOVA (anélisis de varianza) (Tabla 3) donde se establece que hay diferencias
significativas. Para la realizacion del test de ANOVA se dividieron los datos en cuatro grupos (exceptuando
el muestreo 5). En la investigacion realizada por Arenas y et al., en Venezuela también se encontro
diferencias significativas en el los resultados obtenidos con respecto a la region de la canal muestreada
(Arenas de M, L. et al. 2004). En nuestro estudio la zona mas contaminada fue la nalga cuyo promedio en el
recuento de aerobios mesofilos fue de 3,30 logio ufc/cm? y donde de las cinco muestras analizadas, dos
dieron positiva para E.coli. (Tabla 2)

RECUENTO E.coli

MUESTRA MUESTREO | AEROBIOS ENTEIROBACTIZERIAS COLIFORMZES Ausencia/

log ufc/cm? og ufc/cm log ufc/cm 100cm?
1 1 Falda 1,65 0 0 0
2 1 Falda 1,92 0 0 0
3 1 Falda 1,69 0 0 0
4 1 Falda 1,78 0 0 0
5 1 Falda 1,95 0 0 0
PROMEDIO 1,825 0 0 0
1 2 Brazuelo 3,30 1,73 15 0
2 2 Brazuelo 3,11 2,08 15 0
3 2 Brazuelo 3,04 2,30 2,11 0
4 2 Brazuelo 3,35 1,48 1,32 0
5 2 Brazuelo 2,94 1,69 1,60 0
PROMEDIO 3,12 1,856 1,622 0
3 Nalga 2,90 2,04 2,08 0
3 Nalga 3,53 2,20 1,95 +
3 Nalga 3 2,14 2,09 0
3 Nalga 3,50 2,51 1,9 +
3 Nalga 3,38 1,87 1,69 0

PROMEDIO 3,302 2,152 1,948 Pre(szir;c'a
4 Falda 1,39 0 0 0
4 Falda 0,84 0 0 0

4 Falda 4 0 0 0 173

4 Falda 3,38 0,30 0 0
4 Falda 0,30 0 0 0
PROMEDIO 2,034 0,06 0 0
5 Brazuelo 4,14 0 0 0
5 Brazuelo >4,30 0 0 0
5 Brazuelo >4,30 0 0 0
5 Brazuelo >4,30 0 1,48 0
5 Brazuelo >4,30 0 0 0
PROMEDIO 4,274 0 0,296 0
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Tabla 3: Resultados del TEST DE ANOVA de las determinaciones de microorganismos mesofilos aerobios,
enterobacterias y coliformes de hisopados de canales bovinas faenadas en el matadero de Villa Maria.

Recuento de microorganismos mesofilos aerobios.
GL Suma de Media Valor F Valor P
cuadrados cuadrética
Variacion 4 15,525 3,881 9,31826 2,0245E-4
Inter-grupos
Variacion 20 8,3308 0,4165
Intra-grupos

A nivel 0, 5, las variaciones entre grupos son significativamente diferentes
Recuento de enterobacterias.

Variacion 4 0,02717 0,00679 3,36584 0,02921
Inter-grupos

Variacion 20 0,040436 0,00202
Intra-grupos

A nivel 0, 5, las variaciones de poblacion son significativamente diferentes
Recuento de coliformes.

Variacion 4 17,62006 4,405016 40,45976 | 2,56489E-9
Inter-grupos

Variacion 20 2,177480 0,1088740
Intra-grupos

A nivel 0, 5, las variaciones de poblacién son significativamente diferentes

Gl. Grados de libertad

Valor F: estadistico calculado a partir del cociente de las medias inter-grupos e intra-grupos
Valor P: valor critico. Si F es mayor a P, los grupos de datos analizados presentan diferencias
significativas. 174

CONCLUSIONES

En este estudio se observé que hay influencia de la parte canal muestreada, siendo la zona de la nalga la méas
contaminada y dando en dos de las cinco muestras presencia de E.coli. Esto determina una contaminacion de
origen fecal.

En relacion a las determinaciones de Staphylococcus coagulasa positiva y Clostridium sulfitorreductores los
resultados obtenidos fueron negativo, lo cual esta relacionado con el bajo nimero de estos microorganismos
en la carnes fresca, presentes normalmente en su interior.

Se concluye que la carne bovina faenada cumple con los requisitos de higiene establecidos por la Comunidad
Econdmica Europea, debido que los valores obtenidos en las determinaciones microbioldgicas realizadas
estan por debajo al limite condicionalmente aceptable establecido por las normas europeas (Moragas
Encuentra, M y De Pablo Busto, M? B 2015)
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RESUMEN

El interés en el desarrollo de peliculas para la conservacién de alimentos se encuentra en aumento debido a la
gran disponibilidad de recursos y métodos de sintesis para generarlas. Entre los polisacaridos naturales,
quitosano es un biopolimero con amplio uso producido por la desacetilacion de quitina, el cual presenta una
buena capacidad para formar peliculas adecuadas como envoltorios de alimentos. Por su parte, los
antioxidantes naturales tales como acido galico, presentes en muchos alimentos vegetales, actian como
inhibidores de la actividad oxidante de radicales libres, los cuales aceleran la descomposicion de alimentos.
Por ese motivo, en este estudio se planteo la preparacion de peliculas de quitosano al 1% p/p modificadas por
adicion de éacido gélico y sorbitol utilizado este ultimo como plastificante para el posterior andlisis de la
capacidad antioxidante de las mismas cuantificadas por contenido de polifenoles totales (TPC), ensayo
DPPH y ensayo CUPRAC. Con el objetivo de determinar las condiciones dptimas de contenido de sorbitol y
acido galico en la formulacion de las peliculas con la mayor capacidad antioxidante, se aplicé un disefio
experimental Doehlert de dos factores para el cual las condiciones dptimas encontradas fueron 0,88%p/p de
acido galico y 0% de sorbitol.

Palabras clave: quitosano, acido galico, antioxidantes, peliculas, envases activos
176

ABSTRACT

The interest in the development of food preservation films is increasing due to the wide availability of
resources and methods of synthesis to generate them. Among natural polysaccharides, chitosan is a widely
available biopolymer obtained from the deacetylation of chitin, which has a good ability to form suitable
films for food packaging. Meanwhile, natural antioxidants such as gallic acid, available in many vegetable
foods, acts as an inhibitor for the oxidant activity of free radicals, which accelerate the decomposition of
food. For this reason, in this study the preparation of films of chitosan 1% w/w modified by addition of gallic
acid and sorbitol was proposed for the subsequent analysis of the antioxidant capacity of the same quantified
by Total Phenolic Content (TPC), DPPH assay and CUPRAC assay. In order to determine the optimal
content conditions of gallic acid and sorbitol in the formulation of the films with the highest antioxidant
capacity, a two-factor Doehlert experimental design was applied for which the optimum conditions found
were 0.88% wi/w of gallic acid and 0% wi/w of sorbitol.

Keywords: chitosan, gallic acid, antioxidants, films, active packaging

INTRODUCCION

En la actualidad es posible encontrar innumerables trabajos enfocados en el desarrollo de nuevas tecnologias
de envasado, las cuales han surgido a través de diferentes investigaciones e innovaciones como una respuesta
a la demanda de las industrias, especialmente de las alimenticias. Los envases activos tienen por objetivo
mejorar la seguridad alimentaria, preservar la calidad del alimento y alargar su vida atil (Morris 2017).
Existen dos tipos de envases activos: los que actian como barrera frente a sustancias indeseables tales como
0., H,0, CO;, etc. y los que poseen componentes activos que le otorgan diversas propiedades entre las que
podemos mencionar, por ejemplo, la de tener capacidad antioxidante o la de poseer capacidad antimicrobiana
frente a determinados microorganismos (Vermeiren et al. 2000; Day y Potter 2011).
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Por otro lado, el creciente interés por el cuidado del medio ambiente hace que las industrias se vean frente al
desafio de reemplazar sus tradicionales envases por otros que sean de origen natural como los biopolimeros,
biocompuestos, etc. La generacidn de envases biodegradables con el agregado de principios activos es una de
las tecnologias que se encuentran en constante estudio en diferentes campos de investigacion e industrias.
Dentro de todo el universo de alternativas posibles, la utilizacién de biopolimeros como precursores de
envases Yy/o peliculas es la que lleva ventaja, debido a que éstos son naturales y biodegradables. Quitosano
(QS) es un polisacarido lineal, derivado de quitina presente en el caparazén de insectos y crustaceos y esta
compuesto por cadenas de -1,4-D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina aleatoriamente distribuidas (Xie
et al. 2014). Es insoluble en agua y soluble en &cidos organicos tales como acido acético y cido lactico
(Pillai et al. 2009; Rinaudo 2006).

El uso de compuestos fendlicos y extractos en envases activos atrae un particular interés desde que éstos
compuestos han demostrado actividad antimicrobiana y antioxidante. Entre ellos, el &cido gélico (GA) o
acido 3,4,5-trihidroxibenzoico es un metabolito secundario presente en diversas especies vegetales tales
como arandanos, manzanas, lino y té, que se lo conoce por su natural actividad antioxidante ademés de su
actividad antimicrobiana (Aruoma et al. 1993; Chanwitheesuk et al.2007).

El presente trabajo aborda el estudio de la preparacion de peliculas de quitosano modificadas por el agregado
de distintas concentraciones de acido galico, utilizando sorbitol (SB) como plastificante con el objetivo de
evaluar diferentes propiedades, centrandose fundamentalmente en el anélisis de la capacidad antioxidante de
las mismas utilizando el disefio experimental Doehlert de dos factores.

MATERIALES Y METODOS

Los reactivos fueron utilizados sin previa purificacion después de su adquisicion. Quitosano (92%, Parafarm,
Argentina); acido acético glacial (AA) (99,5%, Cicarelli, Argentina); acido galico anhidro (98,0%, Biopack,
Argentina); &cido clorhidrico (HCI) pro-analisis (36,5-38%, Anedra, Argentina); hidréxido de sodio (NaOH)
pro-analisis (97%, Cicarelli, Argentina), sorbitol (70%, Polyglobe, Argentina); 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) (Aldrich Chemistry, EEUU); 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid - Trolox

(97%, Aldrich Chemistry, EEUU). 177
La mezcla de reaccidn se preparo disolviendo 0,10 g de QS en buffer de &cido acético/acetato 0,10 M a pH 4,
a la cual se le incorporé6 GA bajo agitacién hasta alcanzar su disolucién a 25°C. Las mezclas finales
obtenidas presentaron una concentracion final de QS al 1% p/p, mientras que las concentraciones de GA
fueron variadas en (0; 0,25; 0,5; 0,75; 1) % p/p y las de SB en (0; 2,5; 5; 7,5; 10) % p/p. Posteriormente, cada
mezcla de reaccion se vertio en capsulas de Petri donde se logré la formacion de las peliculas a partir de la
evaporacion del solvente a 25°C, en un proceso denominado casting.

Por su parte, las peliculas fueron caracterizadas mediante espectroscopia UV-Visible (Shimadzu UV1800) y
el espesor de las peliculas se determiné mediante un espesimetro (Schwyz, Switzerland) de una precision de
0,001 mm. La opacidad de las peliculas se determin6 como el area bajo la curva de absorbancia (UA) en el
rango del espectro visible (A=400-800 nm), segun el método de Gonzalez (2013). Para poder comparar
resultados, este valor fue normalizado dividiendo por el espesor de cada pelicula.

La cantidad de antioxidante activo se determiné mediante el método de Folin-Ciocalteu descripto por
Siripatrawan et al. (2010) con algunas modificaciones. Este ensayo se utiliza como medida del contenido en
compuestos fendlicos totales (TPC) en productos vegetales y se basa en que los compuestos fendlicos
reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu a pH basico, dando lugar a una coloracién azul susceptible de
ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm. Para poder expresar los resultados, se realizé una curva
de calibracion del ensayo utilizando GA como agente patron, y los resultados se expresaron en mg de GA
por mg de pelicula.

Por otro lado, la capacidad antioxidante se midi6 a través del ensayo de reduccion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) y del ensayo de reduccion del ion cliprico (CUPRAC). El ensayo DPPH se realizd
segun lo expresado por Blois (1958) con algunas modificaciones. En el mismo se determina el grado de
decoloracion que provocan los componentes de un extracto a una solucion metanoica de dicho reactivo a una
longitud de onda de 517 nm, cuantificando de esta manera la capacidad captadora de radicales libres del
extracto. EI método CUPRAC, descripto por Apak et al. (2004), se basa en la medicion de la absorbancia a
450 nm del crom6foro CUPRAC [Cu(l)-Nc quelato] formado como resultado de la reaccion redox de
antioxidantes con el reactivo CUPRAC [Cu(Il)-Nc]. En ambos casos, Trolox (TR) fue utilizado para realizar
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la curva de calibracién y de esta manera obtener los resultados en unidades TEAC (Trolox Equivalent Assay
Capacity) que determinan mg de TR por mg de pelicula.

El disefio experimental para el desarrollo del presente trabajo se llevd a cabo mediante el uso de la
Metodologia de Superficie de Respuesta a partir de un modelo de dos factores (Doehlert, 1970) donde los
mismos fueron el contenido de GA (0 — 1% p/p) y el contenido de SB (0 — 10% p/p) utilizado en la
formulacion de las peliculas. La seleccion y el rango de estas variables se baso en experiencias previas. Para
llevar a cabo el modelo, el contenido de SB fue codificado en cinco niveles (-1; -0,5; 0; 0,5; 1), mientras que
el contenido de GA en tres (-1; 0; 1), tal como se muestra en la Tabla 2. El disefio se basa en el analisis de
las respuestas experimentales de TPC (Y1), TEAC a partir del ensayo de DPPH (Y,) y TEAC a partir del
ensayo de CUPRAC (Y3), las cuales fueron halladas en 6 formulaciones de mezclas reactivas diferentes, y en
tres formulaciones idénticas del punto central.

Tabla 1. Dominio experimental y valores codificados para las variables independientes utilizadas en el
Modelo de Doehlert de dos factores
Acido Galico (X3)

Concentracion (%p/p) 0,5 0,75 1
Valores Codificados -0,866 0 0,866
Sorbitol (X5)
Concentracion (%p/p) 0 2,5 5 75 10
Valores Codificados -1 -0,5 0 0,5 1

RESULTADOS Y DISCUSION
Las peliculas obtenidas presentan una buena apariencia, teniendo en cuenta su homogeneidad, transparencia
y brillo, como se puede observar en la Figura 1 para una formulacién al 1% p/p de GAy QS y 2,5% p/p de

SB.
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Figura 1. Pelicula de quitosano al 1% p/p con GA al 1% p/p y SB al 2,5% p/p.

La caracterizacion UV-Visible permitio obtener las curvas espectrales de una pelicula obtenida a partir de
una mezcla de reaccion al 1% p/p QS, 0,75% p/p GA'y 2,5% p/p de SB y de otra pelicula de igual contenido
en QS y GA con 7,5% p/p de SB. Este analisis se muestra en la Figura 2 y se puede observar que no existen
diferencias importantes entre las dos peliculas frente al agregado de SB utilizado como plastificante. Este
resultado implica que no hay modificaciones en la estructura quimica de la misma frente al agregado del
mismo.
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Figura 2. Curvas espectrales de una pelicula obtenida a partir de una mezcla de reaccién al 1% p/p QS,
0,75% p/p GA'y 2,5% p/p de SB (linea azul) y de 1% p/p QS, 0,75% p/p GA'y 7,5% p/p de SB (linea roja).

La caracterizacion UV-Visible modificando el % p/p de GA y manteniendo constante el % de SB y QS para
una pelicula al 1% p/p QS, 0,75% p/p GA 2,5% p/p de SB y frente a otra de 0,5% p/p GA se puede observar
en la Figura 3. En la misma, se observa una diferencia de absorbancia notable en el rango que va de los 325
a los 375 nm de longitud de onda, lo cual seguramente estd dado por una mayor cantidad de GA y una

conformacion distinta de la pelicula.
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Figura 3. Curvas espectrales de una pelicula obtenida a partir de una mezcla de reaccion 1% p/p QS, 0,75%
p/p GA'y 2,5% p/p de SB (linea azul) y de una mezcla de reaccion al 1% p/p QS, 0,5% p/p GA'y 2,5% p/p de
SB (linea roja).

El espesor promedio de las diferentes peliculas, se realiz6 a partir de 15 mediciones aleatorias sobre la
superficie de las mismas, teniendo en cuenta que fueron preparadas todas siguiendo el mismo procedimiento
y a partir del mismo volumen inicial de mezcla de reacciéon. El promedio de estas mediciones y las
composiciones de las mezclas reactivas de las peliculas analizadas se muestran en Tabla 2.

Tabla 2. Espesores de diferentes peliculas

GA SB Espesor
(%plp) (% p/p) (pm)
0,5 2,5 205 £ 3.2
1 2,5 522 *+ 68
0,75 5 68,1 = 7,2
0,75 10 908 =+ 80
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A partir de los datos mostrados en la Tabla 2, se observa que el aumento de concentracién de alguno de los
dos componentes en la mezcla de reaccion aumenta el espesor promedio de las peliculas. Este
comportamiento se debe al hecho de que la masa seca resultante de la pelicula aumenta. Estos resultados
permiten inferir la existencia de peliculas con distintas porosidades, las cuales son de interés a la hora de
analizar la permeabilidad de la pelicula para diferentes gases.

La opacidad de las peliculas y su influencia con el contenido de GA o SB se muestran en la Tabla 3. Los
valores de opacidad obtenidos para cada pelicula son particularmente bajos, lo cual representa una notable
transparencia de los mismos. Sin embargo, hay que destacar que tanto el aumento de GA como el de SB
aumenta dicha transparencia.

Tabla 3. Valores de opacidad de diferentes peliculas

GA SB Opacidad
(% plp) (% plp) (UA/um)
05 2,5 0,138
1 2,5 0,055
1 7,5 0,026

Con el objetivo de optimizar la formulacion de la mezcla reactiva de las peliculas compuestas de QS con las
mejores propiedades antioxidantes, se realiz6 el disefio experimental para las condiciones que se
mencionaron en la seccion de Materiales y métodos. La Tabla 4, muestra los resultados de las variables
respuesta para cada uno de los ensayos realizados.

Tabla 4. Ensayos y resultados experimentales para los analisis de TPC, DPPH y CUPRAC

Variables Respuestas
X1 Xz Y1 Y2 Y3
Ensayo GA sB TPC TEAC en DPPH TEAC en

(%p/p) (%p/p) (mg gaAlmg (mg :I'R/mg CUPRACI(mg
pelicula) pelicula) TR/mg pelicula)

1 0 0 1,6.10 2,7.10° 1,6.10°

2 0 0 1,6.10° 2,5.10° 2,8.10°

3 0 0 1,5.10° 2,3.10° 1,2.10°

4 0 -10 1,9.10° 3,1.10° 4,8.10°

5 0 10 1,2.10% 2,8.10° 3,8.10°

6 0,866 -0,5 1,7.10° 3,5.10° 3,5.10°

7 -0,866 -0,5 1,4.10° 3,1.10° 7,5.10*

8 0,866 0,5 1,6.10° 2,4.10° 1,0.10°

9 -0,866 0,5 1,1.10° 3,6.10° 3,0.10*

Los resultados experimentales fueron utilizados para obtener los modelos de regresion. El analisis estadistico
fue llevado a cabo utilizando Minitab Statical Software (v 17, USA).

El analisis estadistico, demostré una buena correlacion entre las variables independientes y cada una de las
respuestas, el cual se observa en la Tabla 5.

Tabla 5. Ecuaciones de regresion y coeficientes de correlacion para cada una de las variables respuesta

Respuesta R? Ecuacion de Regresion
Y, 0.9557 0,015667 - 0,003000 X + 0,002667 X - 0,000167 X;*X; -
’ 0,00200 X1*X1 + 0,00133 Xo*X1
Y, 0.9457 0,000002 - 0,000000 X: - 0,000000 X; + 0,000000 X>*X>
’ +0,000001 X;*X; - 0,000001 X,*X;
Y 0.9007 0,001867 - 0,000817 X, + 0,001167 X1 + 0,002433 X*X; -
’ 0,001956 X1*X1 - 0,00140 X2*X:
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Las superficies de respuesta para cada una de las variables en funcion del contenido de GA y SB se muestran
en la Figura 4.
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Figura 4. Superficies de respuestas para a) TPC, b) TEAC a partir del ensayo de DPPH, ¢) TEAC a partir
del ensayo de CUPRAC en funcion del contenido de GA'y SB.

Los valores dptimos de preparacion de la pelicula, fueron obtenidos del analisis de los graficos y de
sucesivas optimizaciones numéricas utilizando el software mencionado anteriormente. Con una deseabilidad
del 98%, se determin6 que la pelicula que maximiza los valores de TPC, TEAC a partir de DPPH y TEAC a
partir de CUPRAC es aquella conformada por de 0,88% p/p de GA y 0% de SB. Para corroborar la
aplicabilidad del modelo, se prepararon tres peliculas en la formulacion dptima, y se le realizaron los ensayos
correspondientes. La Tabla 6 muestra un comparativo entre los valores predichos por el modelo y los valores
determinados experimentalmente junto con el desvio estandar de un total de tres mediciones.

Tabla 6. Valores predichos y experimentales para una pelicula con 0,88% p/p de GA 'y 0% p/p de SB.

X1 X2 Y1 Y2 Y3
Valores [mg GA/mg [mg TR/mg [mg TR/mg
0, 0,
[%op/p] [%op/p] pelicula] pelicula] pelicula]
Predichos 0 0,88 1,9.10° 3,7.10-6 59.10°
Experimentales 0 0,88 1,9.102+0,1.10% 1,7.10°+0,1.10% 5,9.10%+0,6.10°3

A partir de los datos reportados en la Tabla 6, se puede observar un correcto ajuste entre el modelo y los
datos experimentales.

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que una variacion en la concentracion de GA en la mezcla de reaccion conduce a un
efecto directo sobre la actividad antioxidante de la pelicula, encontrando un maximo en la misma cuando este
valor es de 0,88% p/p. Con respecto al agregado de SB, si bien el valor éptimo es en 0% p/p, hay que tener
en cuenta que en el presente trabajo no se puso en investigacion las propiedades mecanicas de las peliculas,
en las cuales el agregado de SB deberia actuar de manera determinante EI modelo Doehler de dos factores
aplicado ajusta significativamente con el desarrollo experimental. Hasta el momento los parametros
estudiados han resultado prometedores para alcanzar peliculas con propiedades deseables para una futura
aplicacion como material para envoltorio de alimentos.
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RESUMEN

En China, se desarrollaron métodos para conservar huevos basados en la aplicacion de mezclas de arcilla,
ceniza, sal y cal viva durante varias semanas a meses. Los cambios quimicos y fisicos de la clara y yema de
huevo imparten un sabor nuevo que muchas personas disfrutan, con el beneficio afiadido de una prolongada
vida util. La evolucion de la gelificacion de la clara de huevo nativa de gallina por alcali en presencia de
cationes monovalentes (K* y Na*) y divalentes (Ca?*, Mg?* y Zn?*) fue monitoreada mediante ensayos
reolégicos. Se utilizo clara de huevo nativa y soluciones de NaOH al 4,2% p/p, con 5% p/p de sales
monovalentes (KCI o NaCl) y 0,2% p/p desales divalentes (CaCl,, MgCl, o ZnCly). Los cationes influyeron
en la gelificacién alcalina de la clara nativa, los geles formados en presencia de NaCl fueron menos elasticos.
Sin embargo, cada uno de los cationes divalentes intervino de manera diferente en la formacion del gel. El
MgCl; o ZnCl; ejercieron un efecto de disminucion de las caracteristicas elasticas en los geles alcalinos de
clara. Todo esto indica que el reemplazo de las sales de curado para elaborar huevos Pidan debe ser evaluado
cuidadosamente y deberia estudiarse la formacidn de lisinoalanina con la combinacion de KCl'y MgCl..

Palabras Clave: Huevo Pidan, gelificacion alcalina de clara de huevo, comportamiento reoldgico.

ABSTRACT

In China, in order to preserve eggs for several weeks and months, methods based on mixtures of clay, ash,
salt and quicklime were developed. In addition to increasing egg’s life, chemical and physical changes on the
egg white and yolk impact on a new flavor that many people enjoy. The dynamic of gelation of native egg
white in alkali in the presence of monovalent cations (K* y Na*) and divalent cations (Ca?*, Mg?* y Zn?*) was
monitored by rheological tests. Solutions of native egg white and NaOH at 4.2% w/w were used, with 5%
w/w of monovalent salts (KCI or NaCl) and 0.2% w/w of divalent salts (CaCl,, MgCl; o ZnCl;). Cations
influenced in the alkali gelation of native egg white, in presence of NaCl gels were less elastic. However,
each of the divalent cations had different effect in gel formation. MgCl, o ZnCl, salts decreased elastic
characteristicsof alkaline gels. This shows that the replacement of curing salts to make Pidan eggs should be
carefully evaluated and the formation of lysinoalanine with KCI y MgCl, should be studied.

Keywords: Pidan egg, egg white alkali gelation, rheological behavior.

INTRODUCCION

En China, se desarrollaron métodos para conservar huevos basados en la aplicacion de mezclas de arcilla,
ceniza, sal y cal viva durante varias semanas a meses. Los cambios quimicos y fisicos de la clara y yema de
huevo imparten un sabor nuevo que muchas personas disfrutan, con el beneficio afiadido de una prolongada
vida util. El producto asi conservado se denomina Pidan, y es conocido en occidente como Huevo
Centenario,Huevo Milenario, Huevo en Conserva, o Huevo de Dragdn. La gelificacion del huevo se debe a
la penetracion del alcali a través de la cascara y las membranas testaceas (WangyFung, 1996). Durante el
tratamiento alcalino, se forma la nefrotoxina lisinoalanina (Chang et al., 1999). Una de las estrategias para
inhibir su formacion es con la incorporacién de cationes metalicos (Chang et al., 1999; Chen et al., 2015).
Los cationes forman complejos con el grupo imidazol de la histidina y reducen la formacién de puentes
disulfuro. Una de las formas para detectar cambios en la formacion de la red de un gel es la reologia
dinamica (Farias y Pilosof, 2016; Martinez et al., 2012). Sin embargo, no hay trabajos que analicen el
aspecto reologico de la clara de huevo en presencia de las sales de curados, sean estas inhibidoras o no de la
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lisinoalanina. Estudiar la gelificacion alcalina de la clara por reologia dindmica es importante para predecir
las caracteristicas de un producto final que lleva meses, ahorrando tiempo, esfuerzo y materiales. En este
trabajo, la clara de huevo se tratd con soluciones alcalinas fuertes a temperatura ambiente. El objetivo del
trabajo fue monitorear la evolucion de la gelificacion alcalina de la clara de huevo nativa a través de reologia
dindmica en presencia de cationes monovalentes (K*y Na*) y cationes divalentes (Ca?*, Mg?* y Zn?").

MATERIALES Y METODOS

Se mezcld la clara de tres huevos de gallina (pH 9,0) con agitador magnético (WiseStir Modelo MSH-20D,
Witeg, Alemania) durante 4 minutos a 300 rpm y temperatura ambiente. La eleccion de los cationes
monovalentes y divalentes se basé en el trabajo realizado por Ganasen Benjakul (2010). Se prepararon
diferentes soluciones salinas segln la Tabla 1.

Tabla N° 1: Composicion porcentual (p/p) de las soluciones salinas.
soluciones Zn** Ca>* Mg* K*' Na" NaOH

KCI 5 4,2
KCI + ZnCl 0,2 5 4,2
KCI + CaCl 0,2 5 4,2
KCI + MgClI 02 5 4.2
NaCl 5 42
NaCl +ZnCl 0,2 5 4.2
NaCl + CaCl 0,2 5 4,2
NaCl + MgCl 0,2 5 4,2

Actividad acuosa

Las mediciones de actividad acuosa de las soluciones se realizaron con un equipo Aqualab (Pullman, WA,
USA) a temperatura ambiente. Se report6 la media de triplicados.

Caracterizacion de los geles por reologia dindmica

Las mediciones se realizaron en un reémetro de esfuerzo de corte controlado Anton Paar Physica (MCR 301)
(Graz, Austria) con temperatura controlada (25°C) por un sistema Peltier. Se utiliz6 un sistema platos
paralelos con una sonda PP25 dejando un gap de 1 mm.Se vertieron 400 [ 11 de clara en el plato del redmetro
e inmediatamente 90 "1L de solucion salina. A continuacidn se procedio con la medicion.

Dinamica de gelificacién

Se registro la evolucion del mddulo elastico (G’), médulo de pérdida (G*) y la tangente del angulo de
pérdida (zan d)durante 15 minutos, tiempo suficiente para permitir que G’ alcance el equilibrioa 25 °C. La
frecuencia fue de 1 Hz y la deformacién 0,01%, condiciones correspondientes a la region de viscoelasticidad
lineal.

Barridos de frecuencia

Las propiedades viscoelasticas del gel formado se midieron en funcién de la frecuencia de oscilacion entre
0,004 y 2 Hz a 25°C con una deformacion del 5%,condicion correspondiente a la region de viscoelasticidad
lineal.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el software GraphPad Prims v6.0 (GraphPad Software; San Diego, CA,
USA), utilizando el test de Tukey.

Tabla 2: Valores medios y desviaciones estandares de la actividad acuosa de las soluciones alcalinas.

NaOH NaCl KCI
0,963 + 0,003 0,929 + 0,001 0,930 + 0,001

NaOH + NaCl + CaCl, NaOH + NaCl + MgCl, NaOH + NaCl + ZnCl,
0,934 + 0,000 0,934 + 0,001 0,933 + 0,002

NaOH + KCI + CaCl, NaOH + KCI + MgCl, NaOH + KCI + ZnCl,
0,938 + 0,000 0,941 + 0,001 0,936 + 0,001
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RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 2 revela que los valores de la actividad acuosa de las soluciones alcalinas utilizadas fue cercana a
0,937. Esto indica que los cationes monovalentes y divalentes no ejercieron ningin efecto particular en la aw
de las soluciones alcalinas.
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Figura 1: Evolucion de G, G’y tan [ en la gelificacion alcalina de clara de huevo en presencia de
diferentes sales: (A) NaCl, (B) KCly (C) sin sales

Puede observarse en la Figura 1 la evolucion de la gelificacion alcalina de clara de huevo. La gelificacion
practicamente fue inmediata (cruce entre G’y G’) y luego del punto de gel, G’ creci6 rapidamente hasta
alcanzar un valor de equilibrio (G 'msx). El valor obtenido para G maxen la gelificacion de clara por alcali y sin
sales (Figura 1 C) fue 666 Pa. Sin embargo en presencia de los cationes monovalentes fue inferior,
obteniéndose un valor de 500 Pa para el sistema clara + NaOH + KCly 280 Pa para el sistema clara + NaOH
+ NaCl.

Los sistemas en presencia de sales (NaCl y KCI) presentaron mayores valores de fan [1 (0,18 y 0,12
respectivamente) que el sistema clara + NaOH (0,08), revelando un ligero incremento de la viscoelasticidad.
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Figura 2: Evoluciéon de G’, G’y tan! len la gelificacion alcalina de clara de huevo en presencia de
diferentes sales: (A) ZnCl,+ NaCl, (B) MgCl, + NaCl y (C) CaCl,+ NaCl
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Figura 3: Evolucion de G’, G’y tan || en la gelificacion alcalina de clara de huevo en presencia de
diferentes sales: (A) ZnCl,+ KClI, (B) MgCl, + KCl y (C) CaCl,+ KCI

La presencia de los cationes divalentes (Zn?* o Mg* o Ca?") en el sistema (Clara + NaOH + NaCl) se
muestran en la Figura 2. Para los sistemas con NaOH + NaCl + ZnCl, y NaOH + NaCl + MgCl.se
obtuvieron valores ligeramente inferiores de G ’max(190-220 Pa) (Figuras 2 A 'y B) que el sistema con NaOH
+ NaCl (Figura 1 A). Por otro lado, el gel que se formdconel sistema NaOH + NaCl + CaCl,mostr6 un valor
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de G’maxlevemente superior de 340 Pa (Figura 2 C). Los valores de tan [ 111 fueron mas bajos (entre 0,10 y
0,14), mostrando que las sales divalentes otorgaron una mayor naturaleza elastica a los geles de clara con
NaCl.
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Figura 4: Barridos de frecuencia de los geles de clara de huevo formados por alcali.
Simbolos cerrados: G’y simbolos abiertos: G .
A) Clara + NaOH (¢ <); Clara + NaOH + KCI (@0O) y Clara + NaOH + NaCl (H[]).
B)Clara + NaOH + NaCl (@O); Clara + NaOH + NaCl + ZnCl, (A A);
Clara + NaOH + NaCl + MgCl, (®0O) y Clara + NaOH + NaCl + CaCl, (HL]).
C)Clara + NaOH + KCI (HLJ); Clara + NaOH + KCI + ZnCl, (A A);
Clara + NaOH + KCI + MgCl, (®0O) y Clara + NaOH + KCI + CaCl, (HL]).

La Figura 3 muestra la evolucion de G’ de los sistemas de clara de huevo y soluciones de NaOH + KCl y las
sales divalentes (ZnCl,, MgClyy CaCl,). La presencia de las sales ZnCl, y MgCl, disminuyeron los valores
de G’msx desde 500 Pa a aproximadamente la mitad (300 y 180 Pa, respectivamente) y no cambiaron en
presencia de CaCl,. Es importante notar, el significativo cambio en 7an "1 (0,01) que mostraron los sistemas
con las sales divalentes ZnCl, y MgCl,. La gelificacion en todos los sistemas con sales divalentes también
fue inmediata (Figuras 2 y 3).
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Los barridos de frecuencia se muestran en la Figura 4 y revelaron la formacion de geles fuertes (G’ mayor a
G’ en el rango de frecuencia estudiado. La Figura 4 A muestra los espectros mecanicos de los sistemas de
clara de huevo y soluciones de NaOH + KCI o NaCl. Los resultados mostraron geles fuertes, sin embargo la
presencia de NaCl disminuy0 las caracteristicas elasticas de los geles.

La presencia de ZnCl; fue en detrimento de las propiedades finales del gel tanto para los sistemas con NaCl
como con KCI. Para los sistemas con NaCl, el MgCl, fue notablemente en detrimento de las caracteristicas
finales del gel.

En las condiciones de pH altamente alcalinas de este trabajo, las moléculas de proteinas tienen una alta carga
negativa por lo que va en detrimento de las interacciones proteina-proteina, por consiguiente es de esperar
gue las interacciones de tipo no covalentes no sean las interacciones principales en la formacion de la red del
gel. Por ello, las interacciones de mayor relevancia son las covalentes, o sea la formacion de puentes
disulfuro (Chen et al., 2015). Una disminucion de las caracteristicas viscoelasticas (menor G” y mayor tan [1)
en presencia de sales puede ser atribuido a una disminucion de las interacciones covalentes.

El Zn?* es reconocido como inhibidor de la formacién de lisinoalanina (Chang et al., 1999), pero la
combinacion de KCI 'y MgCl. deberia estudiarse.

CONCLUSIONES

Los cationes influyeron en la gelificacién alcalina de la clara nativa, los geles formados en presencia de NaCl
fueron menos elasticos. Sin embargo, cada uno de los cationes divalentes intervino de manera diferente en la
formacion del gel.MgCl. o ZnCl; ejercieron un efecto de disminucion de las caracteristicas elasticas en los
geles alca