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RESUMEN

El objetivo general del presente trabajo fue el estudio integral de pulpas de
frutas patagodnicas, los productos con ellas formulados, los procesos aplicados
y la estabilidad frente a distintos métodos de conservacion.

Se trabajoé con seis matrices de origen patagonico: zarzamora, frambuesa,
guinda, arandano, rosa mosqueta y cassis. Las cuatro primeras se utilizaron
como pulpas, analizandose las propiedades fisicoquimicas y funcionales en
estado fresco. Rosa mosqueta y cassis se deshidrataron y se afiadieron en
polvo como ingredientes funcionales.

Como primera instancia (capitulo 1) se probaron diferentes solventes y
temperaturas para la extraccion de compuestos bioactivos, seleccionando la
mejor combinacién entre mayores concentraciones obtenidas y menor toxicidad
del solvente utilizado.

En el capitulo Il se realizé una caracterizacion completa desde el punto de
vista nutricional y funcional de las diferentes matrices a utilizar para la
preparacion de las pulpas y/o productos.

En el capitulo Illl, se analiz6 el efecto de los procesos de pulpado,
escaldado y pasteurizado sobre los compuestos bioactivos (fenoles totales,
flavonoides, antocianinas monoméricas, acido ascorbico), poder antirradicalario
y el color superficial de zarzamora, frambuesa, arandano y guinda.

En el capitulo IV, se estudié el almacenamiento, durante un ano, de las
pulpas en dos condiciones diferentes: envasadas al vacio y conservadas en
condiciones de freezer (-18° C) y envasadas en viales de vidrio, pasteurizadas
y conservadas a temperatura ambiente en condiciones de luz y oscuridad.

En el capitulo V se planted el desarrollo de alimentos funcionales en base
a las pulpas y polvos de frutos patagonicos estudiados, por lo cual se
prepararon pulpas mezclas y mermeladas con o sin el agregado de polvo de
rosa mosqueta o cassis a fin de potenciar sus caracteristicas funcionales.

Las frutas estudiadas se diferencian en general por su atractivo color, bajo
contenido graso y el aporte de fibra alimentaria, principalmente en frambuesa y
zarzamora. En cuanto a compuestos bioactivos y poder antirradicalario se

destacan guinda y arandano con los mayores valores. Zarzamora y arandano



contribuyen ademas con un elevado contenido de antocianinas monomeéricas,
lo que impacta directamente en el color superficial.

Los resultados presentados otorgan herramientas utiles al momento de la
seleccidon de la tecnologia de procesamiento mas adecuada para la obtencion
de pulpas y polvos de frutas finas patagdnicos estables.

Durante la conservacion de pulpas congeladas, en general, las pérdidas de
los compuestos bioactivos estudiados no superaron el 30%, ademas de
mantener un nivel alto de pigmentos y un color atractivo. En pulpas
pasteurizadas almacenadas a temperatura ambiente en condiciones de luz y
oscuridad, las pulpas de arandano presentaron y conservaron los mayores
niveles de compuestos bioactivos, poder antirradicalario (PA) y estabilidad del
color. Frambuesa y guinda fueron las matrices con mayores pérdidas de
compuestos bioactivos y PA.

El agregado de rosa mosqueta deshidratada o cassis para mejorar el
contenido de acido ascoérbico en los productos (pulpas mezcla y mermeladas)
fue satisfactorio ya que se conservd una concentracion importante del
compuesto en los productos finales. A su vez, esta adicién fue favorable para
mantener los compuestos bioactivos y el poder antirradicalario en valores altos.

El estudio y combinacion de pulpas y polvos de frutos patagonicos
permitieron obtener productos de base frutal, de apariencia general agradable,
ricos en antioxidantes y cuyas propiedades bioactivas se mantuvieron estables

durante los procesos térmicos, pretratamientos y el almacenamiento.

Palabras claves: zarzamora, guinda, frambuesa, arandano, rosa mosqueta,
cassis, pulpas, mermeladas, procesos térmicos, conservacion, compuestos

bioactivos, color.
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1. IMPORTANCIA DEL PROBLEMA

Argentina se ha ubicado tradicionalmente como un pais con enorme capacidad
para producir alimentos. Segun Loédola y col. (2010) distintos factores tales como
modificaciones sufridas por los mercados internacionales, evolucion de los precios
de los alimentos, cambios tecnoldgicos y de organizacién a nivel de pais y un
excelente incremento de la produccion y la exportacion han hecho revalorizar el

papel de Argentina como productor y oferente de alimentos a nivel internacional.

Si se analizan las exportaciones argentinas en el rubro agroalimentos surge
claramente que mas de la mitad de las exportaciones corresponden a productos de
primera transformacién, seguidos por los productos sin transformacion y finalmente,
con menos de un 15% de incidencia, por los productos de segunda transformacion.
Esto hace que Argentina tenga una mayor participacion en las exportaciones
mundiales en la categoria de productos no transformados y de primera
transformacion, siendo minima su participacion en productos de segunda

transformacion (Rebizo y Tejada Rodriguez, 2011).

En el Plan Argentina Innovadora 2020 uno de los cuatro sectores especificos
seleccionados para trabajar desde el punto de vista cientifico, tecnolégico e
industrial es el de las Frutas Finas por su alta importancia regional y posibilidades de

expansion.

Al presente, la cadena posee un desarrollo relativamente reducido, pero ha
evolucionado desde el punto de vista econémico en forma dinamica y posee un
fuerte impacto en las regiones geograficas donde se localiza. Resultan escasas las
estadisticas oficiales actualizadas de produccién de estos cultivos, por lo cual las
estimaciones acerca de cada especie en particular conllevan siempre un apreciable
rango de error. En 2007, esta cadena aporté 1% al valor agregado agroalimentario,
exportd por 91,8 millones de US$; de los cuales mas de un 64% correspondio a
arandanos frescos y el resto a jaleas y mermeladas; y generd unos 4000 puestos de
trabajo que equivalen al 2% del total de empleos correspondientes a la totalidad de
las cadenas agroalimentarias (Lédola y col. 2010; Ribizo y Tejada Rodriguez 2011).
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En la Patagonia abundan materias primas de origen vegetal que son alimentos
en si mismas o que serian potenciales precursores de nuevos alimentos. Sumado a
esto, es una region con una cultura ya instalada en la produccion de alimentos
diferenciados, de alto valor agregado, normalmente elaborados por pequefios
emprendimientos comerciales con importante generacion de puestos de trabajo. El
sector de las frutas finas posee la particularidad de englobar dos grupos de cultivos
diferentes: berries (frambuesas, moras, grosellas y arandanos) y cherries (guinda y
cereza), y ademas actividades de recoleccion de frutos silvestres como la rosa
mosqueta. Si bien constituyen producciones intensivas en mano de obra y capital,
que generan alta rentabilidad en pequefas superficies, las caracteristicas de
perecibilidad de estas frutas imponen cuidados y requerimientos especificos, tanto

en la post-cosecha como en el transporte de las mismas.

Mas del 70% de la superficie cultivada de frutas finas, con una superficie de
1359 ha y mas de 300 productores, se concentra en territorio patagonico: la
Comarca Andina del Paralelo 42° que abarca localidades de Rio Negro (El Bolsén) y
de Chubut (ElI Hoyo, Lago Puelo y Epuyén) (ver figura 1); El Valle Inferior del Rio
Chubut; ElI Alto Valle del Rio Negro (Villa Regina, General Roca, Allen y Cipolletti) y
Neuquén (Plottier, Senillosa, San Martin de los Andes) y Santa Cruz (Los Antiguos).
La Comarca Andina del paralelo 42° es la regién que concentra la mayor superficie
cultivada (excepto en arandano), dado que son producciones que se adaptan bien
en areas climaticas con veranos frescos; por esa razén, los valles cordilleranos son
ideales. La excepcion es el Alto Valle del Rio Negro, donde el excesivo calor genera
algunos problemas con los groselleros en general; en la frambuesa decrece algo la

calidad, mientras que la cereza encuentra condiciones superiores (Martinez, 2007).
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Figura 1. Mapa de la Comarca Andina del Paralelo 42 (Fuente: SSD, 2008)

La menor incidencia de este sector en el mercado interno se debe, por un lado,
a la falta de habitos de consumo por parte de la poblacion argentina, y por otro a la
baja capacidad del sector para generar productos frescos y procesados a precios
accesibles. En general se ofrecen productos sin transformacién a los que se les ha
aplicado alguna mejora, como por ejemplo los frutos seleccionados y empacados en
estado fresco y congelado y productos de primera transformacién como conservas,

licores, jaleas y mermeladas (Argentina Innovadora 2020, 2012).

Actualmente, de toda la produccion de la Comarca Andina del Paralelo 42°
(1.500.000 kg en 2015), un 70% se destina a la industria debido a su corto periodo
de conservacion y a los serios problemas de logistica para los frutos frescos que aun
posee nuestro pais, correspondiendo 700.000 kg a frambuesa, 450.000 kg a
zarzamora, 150.000 kg a cereza y guinda, 60.000 kg a frutilla y 140.000 kg al resto
(grosella negra, grosella roja, uva espina, arandano, etc) (INTA AER El Bolson,

2015, comunicacién personal).
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Si bien la experiencia del sector en emprender procesos de agregado de valor al
fruto fresco es buena, con estas materias primas se podrian elaborar una amplia
gama de nuevos productos, con alto valor agregado y propiedades funcionales, tales
como: frutos deshidratados, pulpas pasteurizadas, pulpas concentradas, bebidas
saborizadas, mezclas secas para té, barras de cereal, jugos con bacterias
prébioticas, quesos blandos con frutas finas, etc. Asimismo en los distintos grados
de produccion y procesamiento se aplicarian diversos tipos de tecnologias, ya

desarrolladas pero no optimizadas aun para este grupo.

La positiva evolucion de la produccion de frutas finas asi como el creciente
interés por parte de los actores de esta cadena agroalimentaria en contar con un
foro productivo sectorial impulsé que, a principios del afio 2006, la ex Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos de la Nacion (SAGPyA), convocara a la
primera reunién para fundar el Foro Federal de Frutas Finas, el cual quedd
formalmente constituido por medio de la Resolucion 281/08. El accionar permanente
del Foro, desde su creacidn hasta el presente, ha contribuido a definir el perfil y los

objetivos del sector productor de frutas finas en la Argentina.

A través de este o6rgano, integrado por las entidades publicas y privadas
representativas del sector, se ha logrado generar un ambito de trabajo y discusion
que permite consensuar criterios, prioridades y acciones, tendientes a aumentar la

competitividad de la cadena.

El Foro analizé los factores limitantes para la produccion y transformacion de las
frutas finas en la Comarca del Paralelo 42°, confirmando dentro de las
problematicas: informacion insuficiente; escasa mano de obra para cosecha; baja
capacidad instalada de frio y de empaque; escaso agregado de valor; insuficiente
oferta de frambuesa para la industria local y una baja competitividad de la industria
dulcera (Bruzone, 2009).

2. FRUTAS FINAS
El grupo de "frutas finas" comprende un conjunto de especies caracterizadas por
su reducido tamafo, en comparacion con las frutas pomaceas (manzana, pera) o las

citricas. Esta denominacién se vincula al aspecto comercial y no al botanico.
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Dentro del grupo, se incluyen al menos dos subgrupos:
a) Berries, de sabores agridulces y rapida perecibilidad:
o Frutillas (Fragaria chiloensis e hibridos).
o Frambuesa roja (Rubus idaeus).
o Moras y Zarzamoras (hibridos del género Rubus)
o Arandanos (Vaccinium corymbosum, la de mayor interés comercial).
o Grosellas: Grosella Blanca o Uva Espina (Ribes grossularia), Grosella
Negra o Cassis (Ribes nigrum) y Grosella Roja o Corinto (Ribes rubrum).
b) Cherries, frutos menores de las frutas de carozos: Cereza (Prunus avium) y

Guinda (Prunus cerasus) (Bruzzone, 2004).

El Cdédigo Alimentario Argentino, en su Articulo 888 del capitulo XI (alimentos
vegetales) en la ultima modificatoria del afio 2013, cred el grupo “bayas y otras frutas
pequefas” para incluir a frutos, que si bien son muy diversos, comparten las
caracteristicas de poseer un tamano reducido. Se encuentran incluidas frutas como
la uva, el mistol, la mora, distintas frutas silvestres (sauco, calafate, maqui, murra,
piquillin, rosa mosqueta, zarzaparrilla, frutilla silvestre) y todos los berries (frutilla,
arandano, frambuesa, mora y zarzamora, grosellas), aunque no se encuentran

incluidas las cherries (Cédigo Alimentario Argentino, 2016).

2.1 Arandano

El arandano es un arbusto frutal nativo de América del Norte (Estados Unidos y
Canada), donde ha sido mejorado genéticamente y producido comercialmente para
el consumo en fresco e industrializacion (Kalt y MacDonal, 1996). Pertenecen a la
familia de la Ericaceas, y la especie de mayor interés comercial es la Vaccinium

corymbosum.

Son cultivados en paises del hemisferio norte, principalmente en Europa y
Estados Unidos, pero su consumo se ha expandido notablemente en areas no
tradicionales, (tales como Chile, Argentina y Uruguay) debido a que son
considerados como una fuente natural de longevidad, por los nutrientes que

contiene.
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En la figura 2 se puede observar la planta, el fruto y la flor del arandano.

Figura 2. Planta, fruto y flor del arandano (Fuente: Martinez y De Michelis, 2011)

2.1.1 Caracteristicas botanicas

Son arbustos que, dependiendo de la especie, alcanzan alturas que van desde

unos pocos centimetros hasta varios metros.

Sus hojas son simples y caedizas, su forma varia de ovalada a lanceolada, se
distribuyen en forma alterna a lo largo de la ramilla, los estomas estan ubicados

exclusivamente en el revés de las hojas en densidades de hasta 300 por mm?.

Las flores se producen en inflorescencias (racimos) generalmente axilares,
poseen corola blanca o rosada, las que se diferencian en las yemas terminales de

las ramillas cuando se detiene el crecimiento vegetativo al inicio del otofio.

El fruto es una baya casi esférica tamafio de 0,7 a 1,5 cm de diametro, nace en

racimos, es blanco al principio y a medida que va madurando se torna rojizo-purpura
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para convertirse en azul cuando esta completamente maduro (en algunas
variedades permanece rojizo). La epidermis del fruto esta provista de secreciones
cerosas (pruina), que le dan a éste una terminacion muy atractiva similar a otras

especies frutales como por ejemplo las del género Prunus (Eck y Childers, 1989).

El sistema radicular es superficial, fibroso y de poca extension no cuenta con
pelos radiculares de modo que son las raices jovenes las que efectuan

principalmente la labor de absorcion.

2.1.2 Variedades

La mayoria de los arandanos que se cultivan son especies americanas, esto se
debe a la migracion de las especies europeas hacia el continente americano,
desarrollandose nuevas variedades a partir de cruzas. Las principales son:

= Arandanos Rojos (Vaccinium macrocarpon). también llamados “cranberry” en inglés,
de pulpa blanca, seca, astringente y amarga. Dentro de este grupo encontramos las
variedades: Pilgrim, Stevens, Beckwith, Gregelyski y Ben Lear Bergmann.

= Arandanos azules: generalmente, se agrupan en dos grandes clases: de mata baja o
“arandanos enanos” y de mata alta o “arandanos gigantes”. En la terminologia
norteamericana se les denomina respectivamente, como “lowbush blueberry” y “highbush
blueberry”. A su vez los arandanos highbush se clasifican segun su requerimiento de frio en

alto y bajo.

Las variedades comprendidas dentro de los arandanos azules enanos son:
Northland, Northblue, Tophat, Northsky, Northcountry, entre otras. Mientras que
dentro de los arandanos gigantes hallamos: Bluetta, Earliblue, Duke, Polaris,
Bluecorp, Nui, Reka, Northblue, Draper, Berkeley, Legacy, Jersey, Lateblue, Darrow,
Elliot, Aurora, entre otras. La especie conocida como “rabbiteye” o arandano “ojo de
conejo” también se encuentra dentro de los highbush con variedades como Vernon,
Alapaha, Powderblue, Rahi, Tifblue, Ochlockone, Maru, Centra Blue, Columbus,

entre otras (Palomares, 2010).

2.2 Frambuesa
El frambueso rojo o europeo procede del monte Ida, en Grecia, de donde se

extendio a ltalia, a los Paises Bajos, a Inglaterra y luego a América.
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En la figura 3 se puede observar la planta, el fruto y la flor de la frambuesa.

Figura 3. Planta, fruto y flor de la frambuesa (Fuente: Martinez y De Michelis,
2011)

2.2.1 Caracteristicas botanicas

Es un arbusto perenne con su estructura aérea bienal, ya que la cafia muere al
fructificar al segundo afo. Durante los primeros afios los retofios se desarrollan tanto
de yemas vegetativas de las raices como de la base de los tallos de las cafas; a

medida que la planta envejece la mayoria proviene de la base de las canas.

Las hojas son compuestas, alternas formadas por 5 a 7 foliolos aserrados
soportados por un largo pedunculo. El color de las hojas es verde en su cara
superior y gris plateado en el revés debido a la presencia de vellosidad algodonosa;
la lamina de la hoja esta surcada por nervaduras muy evidentes que hacen su

superficie mas o menos arrugada. Este es un caracter varietal distintivo.

Sus flores son hermafroditas, corolas compuestas por 5 pequefios pétalos
blancos caducos y poco vistosos; caliz grueso formado por cinco sépalos en forma

de estrella que permanece soldado al receptaculo floral.
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A partir del ovario de cada pistilo fecundado se originan pequenas drupas

reunidas y adheridas flojamente en el receptaculo elevado.

Posee la particularidad de adquirir coloracion rojiza aun en las partes

sombreadas de la planta (Martinez y De Michelis, 2011).

2.2.2 Variedades

Las variedades de frambuesa en general responden en forma diferente segun el
ambiente en que se cultiven, pero mantienen ciertas caracteristicas que le son
tipicas. Se dividen en dos grupos:

- Reflorecientes o remontantes. Sus frutos son pequefos, poco perfumados,
poco azucarados y de baja calidad comercial. Dentro de este grupo encontramos
las variedades: Heritage, Ruby y Autumn Bliss.

- No reflorecientes o no remontantes. Sus frutos son mas apreciados por ser
mas gruesos, dulces y perfumados. Con objeto industrial se cultivan solamente las
variedades de fruto rojo. Dentro de este grupo encontramos las variedades:
Schéeneman, Glen Clova, Meecker, Tulameen, Willamette, Himbo Queen, Rucanta y
Ambar (Martinez y De Michelis, 2011).

2.3 Guinda

Las guindas pertenecen a la familia Rosaceae, Su denominacién cientifica es
Prunus cerasus L. El origen ha sido trazado en la region de los mares Negro y
Caspio como también el de la especie relacionada, y tal vez predecesora, P.
fructicosa Pall (Ochoa, 2011).

En la figura 4 se puede observar la planta, el fruto y la flor del guindo.
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A

Figura 4. Planta, fruto y flor del guindo (Fuente: Ochoa, 2011)

2.3.1 Caracteristicas botanicas
El guindo es un arbol de tamafio mediano con una forma redondeada. Sus
hojas son elipticas con extremidades agudas y bordes suavemente aserrados, con

largos peciolos.

Las flores son blancas con largos pedicelos; son autofértiles y la posicion del
ovario es media con un hipanto distintivo, caracteristico de los frutales de carozo.
Los brotes de la inflorescencia de la guinda producen generalmente 2-4 flores. Sin
embargo, muchos nacen lateralmente en la madera del afio. Las guindas son las de

mas tarde floracion entre las frutas de carozo.

El fruto es una drupa de 1,25 a 3 cm de diametro, redondo, con el pedunculo
largo unido. Son generalmente rojo brillante, y estan expuestos a poca variacion de
color. La produccion comienza al 3er o 4to afo y su vida productiva es relativamente
corta, de 20 a 25 anos (Ochoa, 2011).
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2.3.2 Variedades
Las variedades de Guinda se dividen en dos tipos: Amarelle que son las que
presentan jugos claros (Montmorency y Meteor) y Morello que son las que
presentan jugos rojo oscuro (Northstar, Schattenmorelle, English morello y Balaton).
Montmorency es en gran medida la variedad mas cultivada en el mundo y es la

mejor guinda para procesar (Ochoa, 2011).

2.4 Zarzamora
Existen tres tipos principales de zarzamoras de diferentes origenes: los
hexaploides de |la costa oeste de América del Norte, los tetraploides de la costa este

de América del Norte, y los tetraploides de origen europeo.

En la figura 5 se puede observar el fruto, la planta y la flor de la zarzamora.

Figura 5. Planta, fruto y flor de la zarzamora (Fuente: Martinez y De Michelis,
2011)
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2.4.1 Caracteristicas botanicas

Son arbustos perennes con su sistema radicular muy fibroso y superficial.
Presentan el sistema radicular mas potente y profundo de todos los berries. Sus
tallos son erectos o semierectos, bienales (algunos trienales). Las hojas son

trifoliadas (tres I6bulos) y algunas pentafoliadas.

Las flores estan agrupadas en racimos, son autofértiies. Su fruto es una
polidrupa, siempre negro y sin vellosidad, brillante. Posee un rango de maduracion

prolongado.

En general, en todas las variedades probadas en la Comarca Andina del
Paralelo 42 el primer racimo se quema por helada y brota una yema secundaria que

da una cosecha no completa y mas tardia.

Se diferencian de la frambuesa principalmente en que:

a) Son arbustos perennifolios de tallos mas gruesos y presentan espinas mas
grandes y curvas hacia la parte inferior (existen hibridos sin espinas). Las hojas se
presentan iguales pero de hasta tres foliolos y del mismo color en ambas caras.

b) El receptaculo queda inserto al momento de cosechar, obteniendo un fruto
lleno.

c) El fruto es un poco mas grande que la frambuesa, segun el estado de
maduracion se presentan dos colores, estos van desde el morado-rojizo hasta un
color granate muy oscuro que tiende al negro. Estos Ultimos son los que estan listos

para ser cosechados (Martinez y De Michelis, 2011).

2.4.2 Variedades
Dentro de las variedades de zarzamora encontramos: Black Satin, Dirksen

Thornless, Thornfree, Thornless Evergreen y Theodor Reimers (Martinez y De
Michelis, 2011).

2.5 Cassis

Pertenece al género Ribes (Ribes nigrum), es una de las especies de mayor
importancia comercial en la actualidad junto al Corinto (Ribes rubrum) y la Uva
espina (Ribes Uva Crispa). Hay de 140 a 160 especies de Ribes, Todas originarias
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del hemisferio norte de las regiones frias. Se encuentran en Europa, Asia y
Norteamérica, derivando las especies cultivadas de cruzamientos y mejoramientos
(Riadigos y Adrion, 1993).

En la figura 6 se puede observar el fruto, la planta y la flor del cassis.

Figura 6. Planta, fruto y flor del cassis (Fuente: Riadigos y Adrion, 1993)

2.5.1 Caracteristicas botanicas

Pertenecen a la familia de las Saxifragaceas. Son arbustos perennes, muy
longevos. Su sistema radicular es de naturaleza fibrosa, muy ramificado, con un gran
numero de raices delgadas. EI mayor volumen de raices se encuentra en los

primeros 60 cm.

Su forma arbustiva alcanza la mayor altura para las grosellas, pudiendo llegar en

suelos fértiles hasta 1,60 metros. Sus hojas son palmadas, lobuladas de 6 a 8 cm de
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ancho dependiendo de su variedad y la presencia de aceites esenciales le otorga un

aroma inconfundible.

Sus flores estan agrupadas en racimos, son hermafroditas y auto fértiles, salvo
en algunas variedades en que se pueden encontrar flores masculinas y femeninas
sobre una misma planta o flores hermafroditas que no se autofecundan debiendo

intercalarse en las plantaciones variedades polinizadoras.

Fructifican en forma de baya de 0,5 a 1 cm de diametro, globosas, color negro o
morado. Las yemas florales en los cassis siempre se desarrollan sobre los tallos

anuales (de la ultima temporada).

Las flores son muy pequefas, alrededor de 0,5 cm. A pesar del gran porcentaje
de variedades autofértiles, es muy importante la calidad de la polinizaciéon y la
fecundacion cruzada que provocan las abejas. Las lluvias y viento en periodo de
floracién dan racimos de menor calidad (pocos frutos y de distinto tamano dentro del
mismo racimo). Las heladas en dicho periodo provocan un efecto semejante y en
algunos casos por la precocidad con que florecen pueden afectarse severamente la

cosecha (Riadigos y Adrion, 1993).

2.5.2 Variedades

En la regiéon de la Comarca Andina del Paralelo 42° las variedades de cassis
presentes son: Noir de Bourgogne, Gian de Boskoop, Burga, Royal de Naples, Troll,
Titania, Silvergieters, Schwarze y Rosenthals (Riadigos y Adrion, 1993). Los viveros

locales actualmente estan trabajando Silvergieters y Titania.

2.6 Cosecha

Para los berries, el periodo de cosecha en nuestro pais comprende desde fines
de noviembre hasta principios de enero. En las variedades remontantes (frambuesa)
se presenta su segunda cosecha en febrero-marzo y puede prolongarse hasta abril-
mayo, segun las condiciones del clima. El indice de cosecha es el color y la facilidad
de desprendimiento del fruto de su receptaculo (frambuesa), aun cuando esté firme y
brillante. En el caso del cassis, si bien puede haber caida de frutos por
sobremaduracion o pérdida de peso y arrugamiento de frutos mas avanzados, la
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cosecha puede extenderse aproximadamente unos 15 dias, se cosecha por racimo
cortandolo desde la base. Este es el punto de exigencia diferente con frambuesa y
zarzamoras, donde la cosecha es escalonada y se extraen los frutos

individualmente.

La cosecha esta a cargo de trabajadores temporarios, que realizan la labor de
manera manual. Las formas de recoleccion en el campo pueden ser directas o

indirectas.

La directa consiste en el empleo de trabajadores de mayor experiencia capaces
de reconocer los frutos para exportacién (por la variedad de tonos dentro del mismo
color de maduracion, y por ser frutos muy sensibles a la manipulacion durante la
recoleccion). La cosecha indirecta permite volver a filtrar los frutos que seran
exportados (aunque se pierda mayor cantidad de frutos que en la cosecha directa) y
desechar aquellos que estdn en malas condiciones (ya sea por estado de

maduracion o que sufran cualquier alteracién de tipo estética).

En el caso de las frambuesas y cassis se practican ambas tendencias. En los
cultivos de moras y arandanos se realiza mayormente la cosecha directa (directo al
envase final) ya que aparte de la capacitacién que pueda tener el cosechador, la
fruta correcta es muy diferenciable de la que esta inmadura, por el color y porque el

fruto maduro es menos fragil y mas firme al tacto.

Se aconseja limitar la recoleccién a las horas mas frescas de la manana. La
fruta, que debe ser firme, debe mantenerse poco tiempo en la mano; debiéndose
colocar inmediatamente en el envase de comercializacion y no mezclarla con fruta
sobremadura, con mohos o dafiada. Los berries frescos se comercializan en
envases de Tereftalato de polietieno (PET) de aproximadamente 170 g
(“clamshells”) empacados en cajas planas de carton. En el caso del cassis, hay que
evitar cosechar hojas y palillos de la planta para facilitar la posterior limpieza y
despalillado y se utilizan envases de cosecha lo mas plano posible para evitar
acumulacion y pérdidas por aplastamiento. Es frecuente utilizar bandejas de madera
de no mas de 5 cm de altura con fondos y laterales recubiertos con papel o las
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bandejas Wenco y cargadas con uno o dos kg como maximo. En el caso de cosecha

para industria también se utilizan baldes (Riadigos y Adrion, 1993).

El producto congelado se envasa en bolsas de polietileno (80-100 micrones)

contenidas en cajas de carton corrugado de 10 Kg (Masdeu, 2004).

En la figura 7 se puede observar la secuencia de cosecha y clasificacion de la

frambuesa.

Figura 7. Secuencia de cosecha y clasificacion de frambuesa (Fuente: Masdeu,
2004)

Para el caso de la guinda, aquellas destinadas a proceso se sacuden de los
arboles cuando estan maduras. Se requieren dos maquinas: un agitador del tronco,
que toma el tronco y sacude el arbol, y un armazon colector que recoge y concentra
la fruta sacudida sobre una cinta transportadora. Un arbol entero se cosecha en

cuestion de segundos.
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Cerca de dos semanas antes de cosechar se coloca un compuesto que libera
etileno, para reducir la fuerza que se debe ejercer para el desprendimiento de la
fruta, y para aumentar el porcentaje de la fruta cosechada. A menudo los troncos de

los arboles son dafados por el agitador.

Las guindas tienen muy corta vida y deben ser manejadas cuidadosamente para
reducir el moretoneado y el pardeamiento. Las frutas destinadas a proceso son
volcadas inmediatamente en un bafio de agua fria ni bien son cosechadas. Se
transportan a las plantas industriales y son procesadas en pocas horas desde la
cosecha (Ochoa, 2011).

En la figura 8 se puede apreciar el agitador unido al tronco listo para sacudir, la

cinta transportadora y las guindas volcadas en agua fria al final de la recoleccion.

Figura 8. Secuencia de cosecha de guinda (Fuente: Ochoa, 2011)

3. ROSA MOSQUETA

La rosa mosqueta es una especie arbustiva, originaria de Europa Central,
Polonia, Balcanes, Hungria, Rusia, El Caucaso, India y Africa, que fue introducida en
Argentina a través de Chile, pais al que fue llevada por los conquistadores.
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Esta rosacea silvestre, ha invadido grandes extensiones de tierras de las
regiones andino-patagonicas de Argentina, el valle central longitudinal de las
regiones VIII, IX 'y X de Chile y sectores aislados del Peru. En estos paises ha sido
calificada como una maleza arbustiva de vigoroso crecimiento, ya que ocupa

agresivamente terrenos aptos para la actividad agricola y ganadera.

Actualmente gracias a la demanda de productos industriales y artesanales
fabricados a base a la pulpa del fruto o la semilla de esta planta, puede considerarse

como un producto forestal no maderero.

Pertenece a la familia de las Rosaceas con 122 géneros y unas 3400 especies;
abarca la mayoria de los arboles y arbustos frutales de las regiones templadas. El
género Rosa que incluye mas de 100 especies, se encuentra representada en
Argentina fundamentalmente por tres de ellas, las cuales estan englobadas dentro
del nombre comun “rosa mosqueta”, estas son: Rosa rubiginosa, Rosa canina y
Rosa moschata (Caro, 2007).

En la figura 9 se puede observar el fruto, la planta y la flor de la rosa mosqueta.

Figura 9. Planta, fruto y flor de la rosa mosqueta (Fuente: Caro, 2007)
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3.1 Caracteristicas botanicas

En general, la rosa mosqueta se presenta como un arbusto de ramas delgadas y
muy espinosas, de 0,5 a 1,2 m de altura en R. rubiginosa, 1,9 a 3,5 men R. canina 'y
1a2,5men R. moschata. Tiene una raiz pivotante de 1 a 1,5 m de profundidad, con

una masa radical superficial que puede emitir retofios o tallos largos y erectos.

Sus hojas son alternas y compuestas de 3 a 7 foliolos, de borde aserrado. Sus
flores se presentan solitarias o agrupadas R. canina y R. rubiginosa y, agrupadas en
corimbos (7-8) con 10 a 15 flores cada uno en R. moschata. Son rosadas o blancas,
de tres a cinco centimetros de diametro. Ambos sexos se encuentran en la misma
flor. EI numero de flores por rama depende de dos factores: del vigor de la planta y
de la edad del tallo en que se desarrolla. En un tallo de dos afios se desarrolla una
flor central rodeada de tres pedunculos mas largos que poseen de una a tres flores
cada uno. Por debajo de este racimo floral, se presenta una nueva flor solitaria. Los
racimos florales de las ramillas laterales portan inflorescencias cada vez mas
simples hasta emitir una sola flor. Los tallos de tres o cuatro afios dan flores sélo en

las ramillas laterales y en niumero escaso.

Sus frutos vulgarmente se denominan escaramujos, son de color rojo anaranjado
a rojo intenso segun su grado de maduracion, de 12 a 15 mm y presentan un
utriculo suculento (pulpa) con nuculas (semillas) y pelos epidérmicos dentro del
mismo (Caro, 2007).

3.2 Recoleccién
En una plantacion nueva la produccion comienza al tercer aio con un
rendimiento promedio de 800 - 1.500 gramos de fruta por planta, aumentando a 25

Kg por planta en plena produccion.

De acuerdo a la especie, existen dos tipos de colorido de fruto de rosa
mosqueta: rojo y anaranjado. Si se esta cosechando para la exportacion, es
conveniente cosechar separadamente estos dos tipos, para obtener un producto
homogéneo de exportacion. Sin embargo si la recoleccion es para la fabricacion de
mermeladas, jaleas y o té, esta clasificacion y separacion en la cosecha no es

-20-



ANTECEDENTES

necesaria. El fruto posee una maduracion escalonada. Un buen indice de madurez

del fruto es el color, que depende de la variedad que se esté cosechando.

Se debe evitar recolectar los frutos cuando estén sobremaduros pues fermentan
rapidamente. La cosecha se realiza en forma manual o con implementos (ver figura
10). La primera es la que realizan generalmente las personas poco experimentadas,
con rendimientos cercanos a los 50 Kg/dia. La cosecha con implementos (por
ejemplo el rastrillo pequefio que se observa en la fotografia) la realizan personas
mas experimentadas, con la que es posible encontrar rendimientos cercanos los 100
kg/dia. La desventaja de este método de cosecha con implementos es que deteriora
la calidad del fruto, sin embargo esto es compensado por el mayor volumen

cosechado por hora (Caro, 2007).

Figura 10. Recoleccion de rosa mosqueta (Fuente: Caro, 2007)

4. LA IMPORTANCIA DE LAS FRUTAS EN LA DIETA

Existe una creciente tendencia de asociacion de la alimentacion con el estado de
salud de la persona (Aguilera Garca y col., 2010); si bien la funcién principal de la
dieta es aportar los nutrientes para satisfacer las necesidades nutricionales del
organismo, cada vez hay mas pruebas cientificas que apoyan la hipotesis de que
algunos alimentos tienen el efecto de mejorar las condiciones fisicas y mentales, asi
como de reducir el riesgo de contraer ciertas enfermedades (CTEP, 2010). Las
frutas finas de cultivo y las silvestres de la Patagonia argentina forman parte de este
selecto grupo, cuya ingesta permite hacer frente a los cambios producidos por la

presencia, en exceso, de radicales libres y especies reactivas del oxigeno
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generando un desequilibrio entre ellos y la accion de los antioxidantes, que

desencadena un cuadro conocido como estrés oxidativo.

5. RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO
5.1 Definicion y clasificacion

Los radicales libres (RL) son moléculas que en su estructura atomica presentan
un electron no apareado, pueden existir de forma independiente y que, debido a la
inestabilidad de su configuracion electrénica, son generalmente muy reactivos. Esta

reactividad es la base de su toxicidad y de su corta vida media (Boots y col., 2008).

La generacién de RL no se ha de relacionar siempre con su toxicidad debido a
que la funcién que desarrollan presenta dos caras opuestas, por un lado actuan
como mediadores y reguladores a concentraciones fisiolégicas, mientras que a

concentraciones elevadas pueden actuar como potentes oxidantes citotdxicos.

En los sistemas vivos se generan muchos tipos de radicales libres, siendo los
mas conocidos los radicales del oxigeno. Se utiliza el término Especies Reactivas
del Oxigeno (ERO) como nombre colectivo para referirse a las especies derivadas
del oxigeno, incluyendo tanto los derivados radicales como los no radicales, que son
agentes oxidantes y/o facilmente convertibles en radicales (la presencia de un “*” en
una especie reactiva indica que ésta posee un electrén no apareado, es decir, que
es un radical). De forma analoga existen Especies Reactivas del Nitrogeno (ERN),
del Cloro (ERCI) y del Bromo (ERBr) (Halliwell, 1996). En la tabla 1 se presentan las

principales especies reactivas del oxigeno (ERO).

Tabla 1. Nomenclatura de las principales especies reactivas del oxigeno

Radicales No Radicales
Hidroxilo ‘OH Peréxidos organicos ROOH
Alcoxido RO Oxigeno singlete O,
Hidroperoxilo HOO" |Peroxido de hidrégeno H.,0;
Superoéxido Oy Acido hipocloroso HCIO
Peroxilo ROO' |Acido nitroso HNO
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Oxido Nitrico NO' |Cati6n nitrilo NO,"

Diéxido de nitrégeno NOy [Peroxinitrilo ONOO
Acido peroxinitroso ONOOH
Alquil peroxinitritos ROONO
Ozono O3
Acido hipobromoso HBrO

Fuente: Halliwell y Whiteman (2004)

Nuestro organismo esta expuesto a una gran variedad de ERO que pueden
generarse a partir de fuentes enddgenas, relacionadas con el metabolismo del
oxigeno y con las diversas reacciones de defensa de nuestro sistema inmunitario, o
de fuentes exdgenas, como el tabaco, la contaminacion del aire, la radiacién UV, el
ozono Yy ciertos medicamentos. Aunque la exposicion a los ERO procedentes de
fuentes exdgenas sea extremadamente elevada, la exposicidn a fuentes endégenas
es mucho mas importante y extensa, debido a que es un proceso que se produce de
forma continua en las células de nuestro organismo a lo largo de la vida (Kohen,
1999).

5.2 Danos producidos por los Radicales Libres

Cuando el organismo se ve desbordado por un exceso de RL, practicamente
cualquier estructura bioldgica que lo integra (ADN, ARN, proteinas, carbohidratos y
lipidos) puede convertirse en diana de la accion de estas especies reactivas y
resultar dafiada. El dano causado por el ataque de ERO puede originar lesiones en
el ADN, pérdida de funcion de enzimas, incremento de la permeabilidad celular,
disrupcién de la sefalizacion en la célula y, en ocasiones, muerte celular por
necrosis o apoptosis. Por este motivo, es comun relacionar el daio provocado por
las diversas especies reactivas con la fisiopatologia de varias enfermedades como el
cancer, la diabetes y enfermedades pulmonares como la enfermedad pulmonar

obstructiva crénica y la sarcoidosis (Garcia Alonso y col., 2002).

Es importante destacar que no todas las especies reactivas presentan la misma

capacidad de reaccion o son igual de reactivas. Ciertos compuestos como el H20,,
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Oz y NOe, reaccionan de forma relativamente selectiva con so6lo ciertas moléculas
biolégicas in vivo, mientras que el radical *OH es altamente reactivo, ya que
reacciona instantaneamente con cualquier molécula que encuentra. Otra
caracteristica que diferencia a los ERO es el sitio donde actuan; los radicales libres
reaccionan casi al instante en el lugar de su formacion debido a su elevada
reactividad, mientras que los ERO no radicalarios, como el H,O,, pueden atravesar
membranas bioldgicas y extender asi su campo de accion y su posible toxicidad a

zonas alejadas de su lugar de formacion y durante periodos de tiempo mas largos.

A pesar de que los RL son conocidos basicamente por sus efectos dafinos
sobre el organismo, se debe puntualizar que la generacién de RL no se relaciona
siempre con toxicidad y dafo, ya que estas moléculas desarrollan funciones
fisiologicas cruciales para el correcto funcionamiento del cuerpo humano y, aunque
parezca contradictorio, nuestras células necesitan estar rodeadas de un cierto
ambiente oxidativo para poder existir y desarrollarse. Los RL participan activamente
en diversas funciones celulares como la activacion génica, el crecimiento celular, la
modulacién de diversas reacciones quimicas y el control de la homeostasis
(regulando los procesos de fosforilacion de enzimas y factores de trascripcidn); pero
las “buenas acciones” de los RL no acaban aqui; gracias a ellos es posible la
relajacion muscular y la dilatacion de los vasos sanguineos (NOe¢); actuan en el
control de la presion sanguinea y forman parte del mecanismo de defensa llevado a

cabo por las células fagociticas contra agentes infecciosos (Casadevall, 2009).

5.3 Antioxidantes

Hemos visto que inherente al metabolismo aerdbico se produce la generacion
constante de especies reactivas, radicalarias y no radicalarias, que, aunque
contribuyen a funciones basicas del organismo como sefalizacion redox o acciones

defensa, pueden producir danos a nivel del ADN y del funcionamiento celular.

Para prevenir y proteger a los componentes celulares del dafo inducido por los
radicales libres, ERO y otras especies reactivas, los organismos aerobios han
desarrollado un elaborado mecanismo de defensa, el llamado sistema de defensa
antioxidante (Casadevall, 2009).

-24-



ANTECEDENTES

Halliwell y Gutteridge (1995) definieron “antioxidante” como “cualquier sustancia
que, cuando esta presente a bajas concentraciones respecto a las de un sustrato

oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidacion de este sustrato”

5.4 Estrés oxidativo
Un desequilibrio entre la produccion de radicales libres y la accion de los
antioxidantes desencadena un cuadro de cambios fisiolégicos y bioquimicos

conocido como estrés oxidativo.

Este estrés oxidativo puede darse tanto por un exceso de produccion de RL y
ERO como por un problema o alteracién en el sistema de defensa antioxidante.
Podria definirse como “el dafio biomolecular causado por el ataque de especies
reactivas sobre los constituyentes de los organismos vivos”. Este dafo oxidativo
tiene como blanco todo tipo de moléculas bioldgicas, incluyendo lipidos, proteinas,
hidratos de carbono y ADN, hecho que conduce a fendmenos de peroxidacion
lipidica, oxidacion y fragmentacion de proteinas e hidratos de carbono, mutagénesis,

carcinogénesis y lesion de las membranas celulares.

El estrés oxidativo y el dano que produce habitualmente se han relacionado con
el proceso de envejecimiento (asociado a la acumulacion de componentes celulares
oxidados como acidos nucleicos, proteinas y lipidos). Actualmente se consideran un
factor clave en el desarrollo de diversas enfermedades cronicas y desérdenes
neurodegenerativos relacionados con la edad como el Alzheimer o el Parkinson
(Casadevall, 2009).

5.5 Sistemas de defensa antioxidante

Los sistemas antioxidantes o mecanismos de defensa que ha desarrollado el
organismo para protegerse de los diversos “ataques” oxidativos, pueden clasificarse
en funcion de su origen en sistemas antioxidantes enddégenos, enzimaticos y no
enzimaticos, y sistemas antioxidantes exdgenos, que se adquieren a través de la

dieta.
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Los nutrientes basicos que ingerimos a través de la dieta (proteinas, lipidos,
vitaminas y minerales) ayudan a los mecanismos de defensa internos contra todas

las oxidaciones no deseadas, por ejemplo:

e Proteinas: un déficit de proteinas en la dieta provocaria una disminucién en el
aporte de aminoacidos como glutamina, cisteina y arginina, constituyentes de las
enzimas antioxidantes, lo que causaria una sobre produccién de radicales libres por

disminucidon de estas enzimas.

elLipidos: la ingesta de &cidos grasos w-3 disminuye el riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares, ya que parecen actuar como inhibidores de la

produccion de radicales libres aumentando la expresién de genes antioxidantes.

e Vitaminas: ciertas vitaminas inhiben la produccion de NO- y otras actuan como
secuestradoras de ERO y reguladoras de la actividad de las enzimas antioxidantes.
Destacan la vitamina E (a-tocoferol), que inhibe la formacién de ERO inducida por
radicales lipidicos y protege a la célula de la peroxidacién lipidica y la vitamina C

(acido ascorbico), una eficaz secuestradora de ERO.

eMinerales: actuan como cofactores de muchas enzimas que participan en la

eliminacién de radicales libres (Casadevall, 2009).

eAdemas de todos estos nutrientes basicos, a través de la dieta obtenemos
también una de las principales fuentes de antioxidantes exdgenos, las llamadas
sustancias fitoquimicas, que son compuestos procedentes del reino vegetal de
estructura quimica y propiedades muy variadas, que juegan un papel importante en
el mantenimiento del equilibrio redox y en disminuir la incidencia del dafio producido
por los radicales libres, por lo que actualmente se consideran altamente beneficiosos

para la salud.
Gran cantidad de alimentos de origen vegetal contienen extractos con
compuestos con actividad antioxidante, por ejemplo, el té verde, el vino tinto o las

frutas, especialmente los berries.
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5.5.1 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de
metabolitos secundarios de las plantas, donde desempefan diversas funciones
fisiologicas, entre otras, intervienen en su crecimiento y reproduccion y en procesos
defensivos frente a patdgenos, predadores o radiacién ultravioleta. Los compuestos
fendlicos presentan un anillo benceno hidroxilado como elemento comun en sus
estructuras moleculares, las cuales pueden incluir grupos funcionales como ésteres,
metil ésteres, glicésidos, etc. (Martinez-Valverde y col., 2000; Duthie y Crozier,
2000). Aunque existe una gran variedad de compuestos fendlicos en las plantas (se
conocen mas de 8000), la mayor parte de ellos tienen como origen metabdlico
comun la ruta del acido siquimico y el metabolismo de los fenilpropanoides (Robards
y col.,, 1999). Las distintas familias de compuestos fendlicos se caracterizan
principalmente por el numero de atomos de carbono de su esqueleto basico

molecular.

e Acidos cinamicos (Cs-Cs)

 Acidos benzoicos (Cg-C1 0 Cs-Co)

e Flavonoides (Cs-C3-Ce)

e Proantocianidinas o taninos condensados ((Ces-C3-Cé)n)
e Estilbenos (Cs-C2-Cs)

e Cumarinas (Ce-C3)

e Lignanos (Cs-C3-C3-Ce)

e Ligninas ((Cs-Cs3)n)

Asi, los compuestos fendlicos comprenden desde moléculas simples como los
acidos benzoicos hasta polimeros complejos como las ligninas. Los compuestos
fendlicos estan presentes en todo el reino vegetal. Sus cantidades y tipos varian en
funcién de la especie botanica, variedad y parte de la planta considerada (frutos,
semillas, hojas, tallos, etc.). Influyen ademas las horas de exposicion solar, grado
de madurez, condiciones de cultivo, procesado y almacenamiento de los frutos. En
los alimentos, los compuestos fendlicos habitualmente se presentan conjugados con

azucares como la glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, o los acidos
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glucurdnico y galacturonico. También pueden unirse a acidos carboxilicos, acidos

organicos, aminas y lipidos (Duthie y col., 2003).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se atribuye a su facilidad
para ceder atomos de hidrogeno de un grupo hidroxilo aromatico a un radical libre y
a la posibilidad de deslocalizacién de cargas en el sistema de dobles enlaces del

anillo aromatico (Duthie y col., 2003).

Los compuestos fendlicos poseen ademas una estructura quimica ideal para
captar iones metalicos (principalmente hierro y cobre) y por tanto para inhibir la
formacion de radicales libres a través de reacciones de Fenton (Rice-Evans y col.,
1997). Son también inhibidores de enzimas prooxidantes, como cicloxigenasa,
lipooxigenasa y xantina oxidasa. Ademas de las propiedades antioxidantes
anteriormente descriptas, a estos compuestos se les atribuyen actividades biolégicas
beneficiosas para salud. Entre estas destacan sus efectos vasodilatadores,
anticarcinogénicos, antiinflamatorios, bactericidas, estimuladores de la respuesta
inmune, antialérgicos, antivirales y efectos estrogénicos. (Cao y col., 1997). A
continuacién se describen los principales grupos de compuestos fendlicos presentes

en los alimentos vegetales.

5.5.1.1 Acidos fenélicos

Los acidos fendlicos (figura 11) son abundantes en los alimentos. Los mas
frecuentes son el acido cafeico, y en menor medida el acido ferulico, que se
encuentra asociado a la fibra dietética mediante la formacién de enlaces éster con la
hemicelulosa. El acido cafeico también se encuentra esterificado, principalmente con
el acido quinico, dando lugar al acido clorogénico, que esta presente en el café, y en
muchas frutas y verduras (Scalbert y Williamson, 2000). Se pueden diferenciar dos

grupos principales de acidos fendlicos, los acidos benzoicos y los acidos cinamicos.

-28-



ANTECEDENTES

R, R4
R, COOH Rs
\ COOH
R, R, R,
Acidos benzoicos Acidos Cinamicos
Acido R1 R, R; Acido R R, R; R4
Galico OH OH OH Ferulico H H OH OCHs;
Protocatéquico H OH OH b o H H OH H
cumarico
Vanillico H OH OCHs; Cafeico H H OH OH
Siringico OCHs; OH OCH3 Singpico H OCHs; OH OCHgs;

Figura 11. Estructura quimica de los acidos fendlicos (Fuente: Garcia Alonso y col.,
2002)

Los acidos benzoicos o derivados del acido hidroxibenzoico, tienen una
estructura basica Cg-Cq. Los principales son los acidos galico, salicilico, p-
hidroxibenzoico, protocatéquico, vanillico y siringico, estos cuatro ultimos se
consideran universales ya que forman parte de las ligninas. Generalmente se
presentan de forma conjugada en los vegetales, aunque pueden ser detectados en
forma libre en algunas frutas o tras su liberacién como consecuencia del procesado.
El acido galico se puede encontrar conjugado como tal o como sus dimeros (acido
elagico), trimeros (acido tergalico) o tetrameros (acido galagico), los dos ultimos
menos frecuentes. Los acidos galico y elagico son componentes esenciales de los
taninos hidrolizables, como por ejemplo los elagitaninos de frutillas, frambuesas y
zarzamoras. Generalmente los contenidos en estos acidos son bajos a excepcion de

las frutas rojas (Manach y col., 2004).

Los acidos cinamicos o derivados del acido hidroxicinamico, estan ampliamente
distribuidos como conjugados en materias vegetales, incluyendo muchos alimentos y
bebidas. Entre ellas, los berries constituyen una fuente importante de estos
compuestos. Salvo en el caso de alimentos procesados, raramente se encuentran

como acidos libres y de forma predominante aparecen esterificados con acido
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quinico, tartarico o glucosa. Los mas comunes son los acidos cafeico, ferulico,

sinapico y p-cumarico.

El contenido en acidos fendlicos de algunos berries se presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Contenido en mg/Kg de acidos fendlicos totales en frutas rojas.

Fruta Acidos benzoicos Acidos cinamicos
Zarzamora 80-270" 152
Frambuesa 60-100' 3°
Cereza 2,5 180-1150"
Grosella 40-130' 133°
Frutilla 20-90° 19-272
Arandano 15° 2000-2200'

Fuente: '"Manach y col. (2004), “Heinonen y col. (1998b), *Phenol-Explorer (2017)

5.5.1.2 Taninos hidrolizables

Los taninos hidrolizables resultan de la esterificacion de los acidos galico y
elagico. Se distinguen 2 grupos principales; los galotaninos, que son frecuentes en
frutas como el mango, y los elagitaninos, caracteristicos de frutas rojas como las

frutillas, frambuesas y zarzamoras (Clifford y Scalbert, 2000).

5.5.1.3 Estilbenos

Los estilbenos tienen un esqueleto basico de 14 carbonos (Ce-C2-Cs) y su
distribucion en alimentos vegetales no es muy amplia (Scalbert y Williamson, 2000).
Los estilbenos con mayor interés nutricional son el resveratrol (3, 5, 4'-
trinidroxiestilbeno) y el piceido (resveratrol-3-O-b-D-glucésido), presentes en uvas y

vinos.
5.5.1.4 Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo de compuestos fendlicos mas diverso y

ampliamente distribuido en las plantas. Su estructura basica, el flavan, (figura 12)
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consta de dos grupos fenilo (A y B) unidos por un puente de tres carbonos que forma

un anillo heterociclico oxigenado (anillo C) (Manach y col., 2004).

Figura 12. Estructura quimica del flavan

En funcion de los grados de oxidacion e insaturacion del anillo heterociclico se
pueden diferenciar varias clases de flavonoides y dentro de cada clase se pueden
establecer diferencias en base a la naturaleza y numero de los sustituyentes unidos
a los anillos (Robards y col., 1999). La presencia o ausencia de un grupo hidroxilo
unido a la posicion 3 determina la subdivision en las dos clases principales de
flavonoides: los 3-hidroxi flavonoides (flavonoles, flavanoles, flavan-3,4-dioles,
antocianidinas, proantocianidinas o taninos condensados) y los flavonoides no
hidroxilados en posicion 3 (flavonas, isoflavonas, flavanonas). La mayoria de los
tejidos de las plantas (principalmente en hoja y fruto) pueden sintetizar flavonoides,
los cuales se presentan en forma de glicosidos. Las agliconas de los flavonoles y
flavonas no se encuentran en el vegetal fresco pero pueden presentarse como

consecuencia del proceso.

Las antocianidinas tienen la estructura basica del cation flavilio. Seis
antocianidinas son importantes en los alimentos; cianidina, delfinidina, peonidina,
pelargonidina, petunidina y malvidina, contribuyendo a la coloracion de numerosas
frutas. En los vegetales frescos, generalmente se encuentran unidas a azucares
dando lugar a los antocianos o antocianinas, que son responsables de los colores
azules, purpuras, rojos y matices intermedios de estas coloraciones de frutas rojas
como cerezas, ciruelas, frutillas, frambuesas, zarzamoras, uvas y grosellas (Clifford,
2000; Scalbert y Williamson, 2000). Los azucares mas comunes son; glucosa,
galactosa, ramnosa y arabinosa, normalmente unidos a la posicion 3 o a las

posiciones 3 y 5, generando diglicésidos (Clifford, 2000). También se encuentran
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disacaridos de glucosa (sofordsidos), de ramnosa y glucosa (rutinodsidos), de xilosa y

glucosa y trisacaridos (Clifford, 2000).

Las antocianinas mas comunes en las frutas son los 3-monoglucosidos de
cianidina, delfinidina, peonidina, pelargonidina y petunidina, la cianidina-3-

galactosido y la cianidina-3-arabindsido (Robards y col., 1999).

5.5.2 Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se ve determinada por su
estructura quimica, por lo que existen grandes diferencias en la efectividad como
antioxidantes entre los distintos grupos de compuestos. Los compuestos fendlicos
pueden actuar como antioxidantes mediante dos mecanismos principales (Rice-
Evans y col., 1997):

- Como captadores de radicales libres. Los compuestos fendlicos pueden actuar
como donantes de hidrégeno o electrones en reacciones de terminacion que rompen
el ciclo de generacién de nuevos radicales libres, deteniendo las reacciones en

cadena.

» Como quelantes de metales. Esta accidén requiere la presencia de grupos
hidroxilos cercanos en el anillo aromatico. De este modo, los o-dihidroxifenoles son
secuestradores efectivos de iones metalicos e inhiben la generacién de radicales

libres.

El numero y posicion de grupos hidroxilo, el grado de polimerizaciéon o la
presencia de azucares unidos determinaran propiedades de los compuestos
fendlicos tales como la solubilidad y la tendencia a ceder electrones o atomos de

hidrégeno.

El grado de polimerizacion de los compuestos fendlicos tiene un marcado efecto
sobre la actividad antioxidante. Asi, los compuestos poliméricos son mas potentes
como antioxidantes que los monémeros. Por ejemplo, los taninos son mas efectivos
frente a los radicales peroxilo que los fenoles simples. La actividad para captar O»
aumenta con el grado de polimerizacién de los flavanoles y los dimeros de acido
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ferulico inhiben la peroxidacién lipidica en mayor extension que los mondmeros
(Moure y col., 2001).

5.5.3 Las frutas rojas como fuente de compuestos fendlicos

Las frutas, incluidos los berries, constituyen una de las principales fuentes de
compuestos fendlicos en la dieta. En ellas es frecuente encontrar derivados de los
acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, antocianinas, flavonoles, catequinas, y
taninos condensados e hidrolizables (Macheix y col., 1990). La mayoria de estos
compuestos permanecen en productos elaborados a base de frutas y berries
(Heinonen y col., 1998b), como por ejemplo jugos, pulpas, mermeladas, jaleas,

gelatinas, etc. (Hakkinen y col., 2000; Zafrilla y col., 2001).

5.5.4 Carotenoides
Los carotenoides son pigmentos liposolubles responsables de los colores
amarillos, anaranjados y rojos que presentan los alimentos, las plantas (frutos, tallos,

flores y hojas) y algunos animales invertebrados marinos.

Se clasifican en dos grupos: carotenos y xantofilas. Los carotenos solo contienen
carbono e hidrogeno (B-caroteno, licopeno, etc.), mientras que las xantofilas
contienen ademas oxigeno (por ejemplo la luteina). En general, en sus extremos
pueden ser lineales o ciclicos; por lo tanto diferentes combinaciones de estas
caracteristicas estructurales ha llevado a detectar mas 600 carotenoides en plantas
(Britton, 1995).

El caroteno mas comunmente encontrado es el B-caroteno y normalmente
constituye entre el 25 al 30%, del contenido total de carotenoides en las plantas.

Dentro de las xantofilas, la luteina es la mas abundante (40-45 %).

Las frutas y vegetales poseen diferencias cualitativas y cuantitativas en la
composicion de sus carotenoides; dichas diferencias se deben a factores como la
zona de cultivo, la variedad, el estado de madurez, las condiciones de cosecha y de

almacenamiento, entre otras (Rodriguez Amaya y Kimura, 2004).
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Varios estudios epidemiolégicos han demostrado una relacion entre el alto
consumo de las frutas y vegetales, y una disminucion en el riesgo de contraer
enfermedades degenerativas como el cancer, enfermedades cardiovasculares vy
degeneracion macular, debido principalmente a la presencia de compuestos con

actividad antioxidante (Su y col., 2002).

Estos compuestos junto con las antocianinas y clorofilas, son los pigmentos
vegetales de mayor distribucién en la naturaleza. Algunos de los carotenoides
presente en los alimentos son precursores de la vitamina A, como es el caso del 3-
caroteno y otros carotenoides que poseen anillo B no sustituido, dicha vitamina es
importante en el proceso de la visibn, mantenimiento epitelial, secrecion de la

mucosa y reproduccién (Rodriguez Amaya y Kimura, 2004).

5.5.4.1 Actividad antioxidante de los carotenoides

En estudios realizados in vitro, se ha comprobado que los carotenoides son
potentes antioxidantes capaces de secuestrar diversos radicales libres. La actividad
antioxidante de estos pigmentos depende de una serie de factores, como su
estructura quimica (tamafio, numero de sustituyentes, configuracion cis o trans, etc),
su concentracién, la presion parcial de oxigeno o su interacciébn con oftros

antioxidantes, sobre todo las vitaminas C y E (Meléndez-Martinez, 2004).

Los carotenoides tienen la capacidad de inactivar algunas especies de
moléculas en estado de excitacion electronica principalmente las debidas a
reacciones fotosensibles. Como se sabe, la luz puede convertir moléculas a una
forma electrénicamente excitada de vida corta, pero que pueden interactuar con
otras de su misma especie para formar una molécula estable. Esta ultima es la que
puede reaccionar con una gran variedad de moléculas para iniciar las reacciones

fotoquimicas (Rodriguez Amaya, 1999).

Se ha demostrado que los carotenoides son muy efectivos para la inactivacion
del oxigeno singulete, evitando el dafio fotoxidativo iniciado por esta molécula
reactiva capaz de iniciar la peroxidacion de lipidos al reaccionar con acidos grasos

saturados; de inactivar proteinas y enzimas al reaccionar con aminoacidos como
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metionina, histidina, triptéfano o tirosina o bien de oxidar residuos de guanina en el
ADN o ARN. (Sanchez y col., 1999; Young y Lowe, 2001).

6. PREBIOTICOS

El intestino grueso contiene una variedad de especies de bacterias que son
benéficas: Bifidobacterium, Eubacterium y Lactobacillus y perjudiciales: Clostridium,
Shigella y Veillonella. Aunque esta generalizacion da probablemente una vision
demasiado simple de la microbiologia del intestino, es un concepto de trabajo
factible para el desarrollo de ingredientes de alimentos funcionales para que
permitan modular la composicion de las colonias microbianas (Roberfroid, 2001). En
este contexto el concepto prebidtico, se define como un ingrediente activo no
digerible que afecta benéficamente al huésped por la estimulacion selectiva del
crecimiento y/o activacion del metabolismo de una o un numero limitado de bacterias
en el colon mejorando intrinsecamente la salud del huésped (Gibson y Roberfroid,
1995).

Dentro de los ingredientes activos con potencial actividad prebidtica se
encuentran los fructanos. Roberfroid (2005) ha resumido las posibles funciones
fisiolégicas como prebidticos que pueden tener los fructanos; dentro de las cuales se
destacan su efecto benéfico en la disponibilidad de minerales, el fortalecimiento de
los mecanismos de defensa, el mejoramiento del metabolismo de lipidos, asi como

la prevencion de ciertas enfermedades.

La estructura fundamental de los fructanos es un esqueleto de unidades de
fructosa unidas entre si por enlaces glucosidicos 3 (2—1) y/o 3 (2—6). Es frecuente
encontrar, adicionalmente, una molécula de glucosa al inicio de la cadena de cada
fructano (Niness, 1999). Existen diversos tipos de fructanos en la naturaleza, pero
desde un punto de vista nutricional y de uso en la industria alimentaria se reconocen

a los fructooligosacaridos (FOS) y a la inulina como los mas importantes.

La inulina y los FOS no tienen una composicion quimica definida ya que ambos
son, en realidad, una mezcla de fructanos de diferente tamafio. Debido a que las
moléculas de fructosa se unen exclusivamente por enlaces 3 (2—1), estos fructanos

adquieren una conformacién espacial semejante a cadenas lineales. La diferencia
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entre los FOS y la inulina radica en el numero de moléculas de fructosa que tienen
estas cadenas. En la inulina, este numero varia entre 2 y 60, mientras que en los
FOS, que tienen cadenas mas pequefias, el numero varia entre 2 y 10 (Niness,
1999). Esto significa que a los FOS se les puede considerar como un subgrupo de la

inulina.

7. ALIMENTOS FUNCIONALES

Los fitoquimicos estan presentes en forma natural en muchas frutas y verduras.
Por tal razén, se estan desarrollando nuevos alimentos con base frutihorticola
denominados funcionales, considerados como aquellos que se consumen dentro de
una dieta normal y que contienen compuestos bioldogicamente activos con

propiedades benéficas para la salud cientificamente comprobadas (CTEP, 2010).

El concepto de alimento funcional a menudo se cita como una nueva area que
emerge de la ciencia y nutricion de los alimentos; sin embargo, este concepto se
basa en los avances en el conocimiento y la evolucién de la nutricidn que ocurrieron
en el siglo XX (Menrad, 2003). Durante dicho siglo la desnutricion y las deficiencias
en los alimentos procesados era la mayor preocupacion, comenzando a tener gran
auge, el interés en los alimentos modificados para corregir problemas publicos
asociados a la salud. En la mayoria de las situaciones los investigadores se han
preguntado como el alimento se puede modificar o formular para tener efectos
fisioloégicos o nutrimentales especificos que mejoren la salud (Schneeman, 2000).

Los alimentos funcionales son aquéllos que contienen ingrediente(s) activo(s),
los cuales benefician a una o un numero limitado de funciones en el cuerpo
proporcionando bienestar y salud en la reduccion del riesgo de una enfermedad
(Roberfroid, 2000) o aquel alimento que tiene un efecto fisiolégico mas alla de su

efecto tradicional (Clydesdale, 1997).

La documentacion de la existencia de los alimentos funcionales comenzé en el
ano 1000 A.C., en China. En Asia existe una larga tradicion que atribuye
propiedades curativas o terapéuticas a los alimentos y hierbas. No obstante, esto
habia pertenecido hasta hace poco tiempo a la esfera de la “medicina no tradicional”,
no documentada por una solida investigacion cientifica. La creencia de que el

alimento esta intimamente ligado a una salud 6ptima tampoco es un concepto nuevo
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en Occidente, basta con recordar la frase propuesta por Hipdcrates: “que la
alimentacion sea tu unica medicina y que la medicina sea tu alimentacién” (Rossi,
2007).

En 1984, el concepto de alimento funcional fue propuesto por cientificos
japoneses estudiando la relacién entre nutricion, satisfaccion sensorial, fortificacion y
modulacién de sistemas fisioldgicos. En la actualidad se engloban bajo el nombre
de “Alimentos para Uso Dietético Especifico” (Food for Specific Health Use —
FOSHU). EI gobierno japonés construyé alegaciones sanitarias encaminadas a

mejorar con su consumo la salud de la poblacion (Rossi, 2007).

En Estados Unidos, en 1990 se instaurd el Acta de Educacién y Etiquetado
Nutricional (NLEA), pero recién se cumplié totalmente en 1994 cuando se emplearon
ingredientes para los cuales la Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados
Unidos (FDA) tenia evidencia cientifica de la correlacion entre el producto y la
prevencion de ciertas enfermedades, sin embargo los alimentos funcionales son una
nueva categoria indefinida y es definida como un ingrediente activo “X” seguro

(GRAS) o como un aditivo similar a un suplemento alimenticio (Rossi, 2007).

Segun Roberfroid (2002), el término alimento funcional hace referencia a
productos alimenticios que deben consumirse dentro de la dieta habitual para
conseguir efectos beneficiosos que van mas alla de los requerimientos nutricionales
tradicionales, mejorando el estado general de salud y/o reduciendo el riesgo de

enfermedad.

Los componentes de los alimentos funcionales pueden ser probiodticos,

prebidticos o macronutrientes (Bellisle y col., 1998).

De los productos de disefio que se encuentran actualmente en el mercado, el
mayor porcentaje fundamenta su funcionalidad en alguno de los siguientes
componentes activos:

* Los fitoquimicos, los cuales fueron explicados con anterioridad.
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» Los fitoestrogenos, moléculas de origen vegetal con una estructura quimica
similar a los estrégenos. Los mas estudiados son las isoflavonas (presentes en soja
y sus derivados, lentejas y arvejas) y los lignanos (se encuentran fundamentalmente

en semillas de lino).

* Los acidos grasos poliinsaturados tipo w-3, presentes principalmente en aceites
de pescado, semillas y frutos secos parecen jugar un papel relevante como agentes

antiinflamatorios, anti arritmicos y protectores a nivel cardiovascular.

* El &cido oleico (w-9) presente en el aceite de oliva, es el mas importante de los
acidos grasos monoinsaturados. Favorece la reduccion de triglicéridos y del
colesterol total, y es una de las pocas sustancias conocidas con capacidad de

inducir la elevacién del HDL (lipoproteina de alta densidad).

» Las bacterias probidticas (bifidobacterias y lactobacilos), que se encuentran
generalmente en productos lacteos fermentados, modifican favorablemente el
balance de la microflora intestinal, inhiben el crecimiento de bacterias nocivas,
favorecen la digestion, potencian la funciéon inmunolégica y aumentan la resistencia

a las infecciones.

« La fibra dietética que corresponde a aquellas sustancias de origen vegetal, en
su mayor parte hidratos de carbono, no digeridas por las enzimas humanas y que
pueden ser parcialmente fermentadas por bacterias colonicas. Se clasifica en
soluble e insoluble. La fibra insoluble engloba a la celulosa, hemicelulosa y lignina.
Como acciones funcionales se le atribuyen: el incremento del bolo fecal y el estimulo
de la motilidad intestinal; la mayor necesidad de masticado, el aumento de la
excrecion de acidos biliares y propiedades antioxidantes e hipocolesterolemiantes.
La fibra soluble esta representada fundamentalmente por pectinas, gomas,
mucilagos y algunas hemicelulosas; su principal caracteristica es la capacidad para
atrapar agua y formar geles viscosos, lo que determina su poder laxante. En
términos generales, la insoluble predomina en los cereales enteros, y la soluble en
frutas, vegetales y tubérculos. Algunos componentes de la fibra son prebidticos
(Alderete, 2006).
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El aumento de la preocupacion con relacion a la dieta y el mayor conocimiento de
las influencias de los alimentos funcionales sobre la salud, hicieron que las industrias
desarrollaran cada vez mas nuevos productos. El tamafo del mercado global de
este tipo de alimentos ha venido creciendo en forma sostenida. Asi, la industria de la
salud y el bienestar crecio un 2,2% en 2013, llegando a USD 750 mil millones. Con
respecto al tamafo de valor de mercado, Estados Unidos lidera de lejos la lista de
los 20 principales, seguido por China, Japdn y mercados emergentes como Brasil y
México. Pero en crecimiento, los emergentes ganan terreno, con China liderando y
donde Brasil, Rusia y México se encuentran entre los cinco principales paises de
2013. Ademas, al 2019 se espera que los mercados emergentes generen el 86% de
las nuevas ventas, con crecimientos significativos en la venta de alimentos
funcionales y naturales, que formaran el nucleo de la demanda del consumidor
(Prospectiva 2020, 2014). EIl principal factor que contribuye al rapido aumento de
este mercado es la apreciacion de que, por lo menos, cerca de un sexto de las
causas de muerte estan relacionadas con la dieta y que si se la mejora se puede

aumentar la expectativa y la calidad de vida de la poblacion (Bellisle y col., 1998).

Una categoria de los alimentos funcionales que tiene gran interés de la
poblacién, la industria alimentaria y la comunidad cientifica son los ingredientes
probidticos y prebidticos los cuales, pueden modificar positivamente los procesos
fisiologicos y bioldgicos en la nutricion o como auxiliar en el tratamiento de ciertas

patologias humanas (Roberfroid, 2001).

6.1. Disefo de alimentos funcionales
Un alimento puede hacerse funcional siguiendo alguna de las siguientes

estrategias o sus combinaciones (Roberfroid, 2002):

1.Eliminando componentes perjudiciales presentes en el alimento (e.].

alergenos).

2. Incrementando la concentracién de un componente presente de forma natural
en el alimento hasta unos niveles en que pueda inducir los beneficios esperados (e.].
fortificacidon con micronutrientes) o incrementando la concentracion de una sustancia

no nutritiva hasta niveles en que se conoce su efecto beneficioso.
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3. Anadiendo un componente que no esta presente de forma natural en el
alimento, pero cuyos efectos beneficiosos son reconocidos (e.. prebidticos,

antioxidantes no vitaminicos).

4. Sustituyendo un componente, generalmente un macronutriente (e.j. grasas),
cuyo consumo excesivo tenga efectos perjudiciales por un componente de

reconocido efecto beneficioso (e.]. inulina).

5. Incrementando la biodisponibilidad o estabilidad de un componente que se
sepa que es capaz de producir un efecto funcional o reducir un potencial riesgo de

enfermedad del propio alimento.

Una de las areas mas prometedoras para el desarrollo de alimentos funcionales
se fundamenta en la posibilidad de modular los sistemas redox y antioxidantes del
organismo (Roberfroid, 2002). Por esta razén, en la actualidad muchos alimentos
funcionales tienen como finalidad incrementar el aporte de antioxidantes naturales
en la dieta. En este contexto, la adicién de extractos vegetales ricos en compuestos
fendlicos ha sido propuesta como una estrategia factible para el desarrollo de
alimentos funcionales con una actividad antioxidante incrementada (Larrosa y col.,
2002). De hecho, en el campo del desarrollo de nuevos ingredientes se esta
produciendo un aumento en la produccion de este tipo de extractos vegetales en los
cuales los compuestos bioactivos son aislados y concentrados para su uso como
suplementos, alimentos nutracéuticos o como ingredientes en la elaboracion de

alimentos funcionales (Psczcola, 2003).

No obstante, una alternativa natural a la adicion de estos extractos o del propio
compuesto activo previamente aislado, podria ser la seleccion de materias primas
ricas en el principio activo cuyos niveles se desean incrementar. En este sentido se
podria trabajar con frutas finas (de cultivo y silvestres), que proveerian una elevada
actividad antioxidante, colores atractivos (debido a las antocianinas y carotenoides),
elevadas concentraciones de acido ascérbico (por ejemplo en el caso de la rosa

mosqueta y el cassis).
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8. OBJETIVOS
8.1 Objetivo general

Formulacién de productos en base a pulpas de frutos patagonicos, con o sin el
agregado de otros ingredientes que permitan aumentar la funcionalidad y el valor

nutritivo. Evaluacion de la estabilidad frente a distintos métodos de conservacion.

8.2 Objetivos particulares

e Caracterizacion de principios activos y estudio de propiedades que confieran
funcionalidad a los distintos frutos patagoénicos. Estandarizacion de la metodologia a aplicar

en las matrices utilizadas.

e Formulacion y estudio, de las pulpas de frutos patagénicos, con o sin el agregado de

aditivos, a fin de lograr un alimento o ingrediente funcional.

¢ Estudio de la estabilidad de las pulpas durante su conservacion por distintos métodos.

e Formulacion y estudio de nuevos productos elaborados que permitan el agregado de
valor, sobre las materias primas patagonicas, debido a su transformaciéon en alimentos

funcionales.
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I-1. INTRODUCCION

Diversas técnicas de extraccion han sido desarrolladas para obtener fitoquimicos
a partir de matrices vegetales, ante la carencia de una metodologia unica y estandar
(Smith, 2003; Pinelo y col., 2005; Wang y Weller, 2006; Sasidharan y col., 2011).
Este es un paso muy importante para el aislamiento, identificacion y posterior uso de
estos componentes y en la bibliografia se dispone de variada informacion sobre la
extraccion y el andlisis de los compuestos bioactivos de materiales derivados de
plantas, incluyendo frutas, verduras, vinos, café, té, hierbas, cereales y leguminosas
(Balasundram y col., 2006; Luthria y Pastor-Corrales, 2006; Naczk y Shahidi, 2006).

La extraccidén por solvente (Baydar y col., 2004; Buci¢-Koji¢ y col., 2007) y con
fluidos supercriticos (Bleve y col., 2008; Nahar y Sarker, 2005) son las técnicas mas
comunmente utilizadas. El primero, es un procedimiento secuencial y sistematico,
llevado a cabo utilizando un disolvente organico acuoso para extraerlos. Este
meétodo tradicional abarca a su vez dos posibilidades: extraccion liquido-liquido o
sélido-liquido y la literatura menciona diferentes solventes de extraccion para
fitoquimicos a partir de productos frescos, tales como metanol, etanol, acetona,
propanol, acetato de etilo y dimetilformamida, con o sin el agregado de agua y/o
acido (Antolovich y col., 2000; Luthria y col., 2006).

La extraccién sodlido-liquido, o lixiviacion se define como un fendmeno de
transporte de masa en el que los sdlidos contenidos en una matriz s6lida migran a
un disolvente puesto en contacto con ella. Estos fendmenos de transporte se pueden
mejorar mediante cambios en los gradientes de concentracidon, coeficientes de
difusion o aumento de temperatura (Corrales y col., 2009).

La eficiencia de extraccion es habitualmente una funcion de las condiciones del
proceso. Hallazgos previos han informado de la influencia de algunas variables
(temperatura, tiempo de contacto, proporcion soélido-solvente, etc.) sobre los
rendimientos de diversos productos naturales como cascaras de almendra,
subproductos de uva y manzana, hojas de Henna, semillas de mango y cassis
(Rubilar y col., 2003; Pinelo y col, 2004; Uma y col, 2010; Dorta y col., 2013; Cacace
y Mazza, 2003). El papel positivo o negativo de cada factor en la transferencia de
masa del proceso no siempre es obvia; las caracteristicas quimicas del solvente, la

composicidén y estructura diversa de los productos naturales aseguran que cada
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sistema matriz-disolvente muestre un comportamiento diferente, que no se puede
predecir (Naczk y Shahidi, 2006).

Desde el punto de vista de produccion a escala comercial, la técnica de
extraccion seleccionada debe ser versatil, de bajo costo, simple de aplicar, y segura
para el personal de operacion (Wu y Chappell, 2008).

En la primera parte de esta investigacion, se buscé alcanzar las mejores
condiciones para la extraccion de los compuestos bioactivos, para ello se
estandarizaron los factores referidos a la extraccion (temperatura, tamafio de
particula, tiempo y cantidad de extracciones) a excepcion del solvente y luego, una
vez seleccionado el grupo de solventes con mejores aptitudes, se procedio a evaluar
dos temperaturas. La seleccion de los sistemas se hizo sobre la base de su
eficiencia reportada en la extraccion de fenoles totales, flavonoides, poder

antirradicalario y antocianinas de la matriz de la muestra fresca.

I-2. MATERIALES Y METODOS

Las frutas (temporada enero-marzo de 2010) fueron cosechadas por productores
de la zona de la Comarca Andina del Paralelo 42 (El Bolsén, Rio Negro, Argentina)
en su punto de madurez 6ptimo y enviadas inmediatamente a Villa Regina, donde se
conservaron en heladera a 5° C hasta su utilizacion.

Se realizd un muestreo aleatorio simple, se descartaron aquellos frutos que

presentaban sintomas de avanzado estado de madurez.

I-2.1 Determinaciones

e Extraccion. Las frutas frescas (FF) se pulparon mediante batidora de
inmersion. Se pesaron entre 2 y 5 g de pulpa, se afadieron 20 mL de solvente y se
coloco en un bano termostatizado con agitacion (modelo Dubnoff) a 37°C durante 30
minutos. Luego se filtr6 mediante vacio y el residuo se extrajo nuevamente con otros
20 ml de solvente. Esta operacion se repitié dos veces mas. Finalmente los extractos
reunidos se llevaron a 100 mL con agua destilada. Los extractos y todas las
determinaciones se realizaron por triplicado.

Se utilizaron nueve sistemas de extraccion: agua destilada, soluciones acuosas
de metanol, etanol y acetona al 50% y 70%, solucién al 1% de HCI en metanol y en
etanol (AD; ME 50%; ME 70%; ET 50%; ET 70%; AC 50%; AC 70%; MEAC y ETAC

respectivamente).

-50-



CAPITULO |

e Fenoles totales. La concentracion de fenoles totales (FT) se midié por el
método descrito por Swain y Hillis (1959) con algunas modificaciones. Se adiciond a
una alicuota de 50 pL de extracto, 1500 yL de agua destilada y 100 uL del reactivo
Folin-Ciocalteu 1N. Se agité con vortex y a los 3 minutos se adicion6 300 pL de
NaxCOs3 al 20%. Se incubd 30 minutos a 40 °C. Las lecturas de absorbancia fueron
realizadas con un espectrofotometro Metrolab 1700 a 765 nm, contra un estandar
externo de Acido Galico (mg/L). Los resultados finales se expresaron como mg
Acido Galico equivalente/100g producto.

¢ Flavonoides. Se determinaron los flavonoides totales (Fv) por el método de
formacion de complejo con AICIs, contra un estandar externo de catequina (mg/L).
Una alicuota del extracto se mezcléo con 300 yL NaNO; 5%. Luego de 5 min se
afiaden 300 pL AICI3 10% y finalmente, luego de 6 min, 2 mL NaOH 1 N. Se lleva a
10 mL con agua destilada. Las lecturas de absorbancia fueron realizadas con un
espectrofotometro Metrolab 1700 a 510 nm. Los resultados finales se expresaron
como mg catequina equivalente/100g producto (Zhishen y col., 1999).

e Poder antirradical. El poder antirradical (PA) fue analizado empleando el
radical estable 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH) en metanol (Brand-Williams y col.,
1995). El grado de decoloracion de la solucién indico la eficiencia antioxidante de la
sustancia agregada. Se mezclé 3 mL de solucién de DPPH en metanol (40 ppm) con
diferentes alicuotas de muestra, ajustadas de modo de consumir entre 30 a 70 % del
radical, completando el volumen final de 100 yL con agua destilada. Luego de 90
min se midié el cambio de absorbancia a 515 nm en un espectrofotdmetro Metrolab
1700. La cantidad de antioxidante (mg de producto) necesario para disminuir la
concentracion inicial de DPPH al 50% se denominé EC50 y para mayor simplicidad
se definio el poder antirradical como 1/ECso (1/mg de producto): esto significa que a
mayor capacidad antioxidante, mas efectivo es el producto como antioxidante.

e Antocianinas Monoméricas. Se determinaron las antocianinas monoméricas
(ACY) mediante el método de pH diferencial reportado por Wrolstad (2001). La
antocianina experimenta una transformacion reversible en funcion del pH
manifestado por cambio en la absorbancia. La forma oxonium predomina a pH 1y el
hemiacetal a pH 4.5. Una alicuota de 1 ml del extracto se llevdé a pH 1,0 con el
agregado de 4 ml de una solucién buffer cloruro de potasio 0,025 M. Se procedié de
la misma forma con otra alicuota del extracto que se llevé a pH 4,5 utilizando un
buffer acetato de sodio 0,4 M. Se dejaron en reposo a temperatura ambiente al
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resguardo de la luz durante 15 minutos y se procedié a medir la absorbancia a 510
nm (maxima longitud de onda donde absorben los pigmentos antocianicos) y 700 nm
(para eliminar absorbancia dada por turbidez). Se utilizé un espectrofotometro
Metrolab UV 1700. Los resultados finales se expresaron como miligramos de
cianidina-3-glucésido por cada 100 gramos de producto (mg cianidina-3-glu/100 g
FF).

I-2.2 Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico Infostat v. 2012 (Di Rienzo y col., 2012).

1-2.2.1 Efecto del solvente de extraccién

Se analizaron los datos usando una técnica de analisis multivariado: el analisis
de componentes principales (ACP), con el fin de lograr la agrupacion de las
muestras segun los criterios elegidos.

Luego, a fin de confirmar inferencialmente los resultados, se aplicé un disefo
factorial completamente aleatorizado a dos vias, donde los factores analizados
fueron fruta y tipo de solvente. Se chequearon los supuestos de homocedasticidad
de varianza, normalidad y aleatoriedad de los residuales. El analisis se desestimd ya
que la interaccién resultd significativa, para un nivel de significancia a = 0,05, lo que
opaca los efectos principales, invalidando el analisis. Por esta razén se procedié a
aplicar un diseno completamente aleatorizado para cada fruta, siendo las variables
respuesta: contenido de fenoles totales, flavonoides totales, poder antirradical y
antocianinas monomeéricas. Los resultados obtenidos se analizaron mediante un
analisis de varianza para un nivel de significancia a = 0,05 y se empleé la prueba de
DGC (Di Rienzo, Guzman, Casanoves) para la comparacion de medias, ya que la

misma permite crear grupos homogéneos excluyentes.

1-2.2.2 Efecto de la temperatura de extraccion

Nuevamente en primera instancia se analizaron los datos usando el analisis de
componentes principales.

Luego, a fin de confirmar inferencialmente los resultados, se aplicé un disefo
factorial completamente aleatorizado a dos vias, donde los factores analizados
fueron temperatura y tipo de solvente con particion por fruta, siendo las variables
respuesta: contenido de fenoles totales, flavonoides, poder antirradical y
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antocianinas. Se chequearon los supuestos de homocedasticidad de varianza,
normalidad y aleatoriedad de los residuales. Los resultados obtenidos se analizaron
mediante un analisis de varianza para un nivel de significancia a = 0,05 y se empled

la prueba de DGC (Di Rienzo, Guzman, Casanoves).

I-3 RESULTADOS Y DISCUSION
Los datos que se analizaron corresponden a cuatro frutas con tres repeticiones
por fruta y variable. Se ingresaron las muestras asignandoles cédigos para su

identificacion (1, 2 o 3 ya que las determinaciones se realizaron por triplicado).

I-3.1 Solvente de extraccion: analisis de componentes principales

El ACP permite analizar la estructura de los datos proyectandolos en el hiper-
espacio reducido, definido por las primeras componentes principales significativas,
facilitando considerablemente el analisis y reduciendo costos (Rojas y col., 2007).
Cada componente principal se expresa como una combinacion lineal de las variables
originales.

Estas nuevas componentes principales resumen en dos dimensiones la mayor
parte de la variabilidad de un gran numero de variables. Las componentes
principales sucesivas corresponden a porcentajes cada vez menores de la varianza
total.

En las figuras I-1, I-2, I-3 y I-4 se presentan los resultados de las dos primeras
componentes para cada una de las matrices, y se observo que las muestras pueden
agruparse en tres conglomerados diferenciados entre si. Ademas se procedié a

realizar la proyeccidn de las variables en el plano anterior.
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A través de las figuras se puede resumir la estructura de datos descritos por las
variables cuantitativas determinadas. En todos los casos se denota que la primera
componente explico entre el 88 y 94% de la informacion, por lo cual es valido
analizar el sentido y direccion de los vectores solamente en esa componente.

En las cuatro matrices y para todas las variables analizadas el metanol
acidificado fue el solvente que permiti6 una mejor extraccion de los fitoquimicos,
seguido por un grupo que abarcaba etanol acidificado y dos concentraciones de
acetona (50 y 70%). En el caso particular de frambuesa, el solvente etanol 50%
también podria considerarse dentro del grupo anterior, lo que confirma que la
seleccidén del disolvente dependera del tipo de muestra y de la naturaleza de los
compuestos que se desean extraer. En todos los casos el solvente mas ineficiente
para la extraccion resultdé el agua destilada, o que concuerda con lo hallado por
Sulaiman y col. (2011) en la extraccion de fenoles totales y antioxidantes de 37

especies de vegetales crudos.

I-3.1.1 Confirmacioén inferencial a través de un analisis de varianza
1-3.1.1.1 Evaluacién del efecto del solvente

Se realizd un analisis de varianza para confirmar inferencialmente las
conclusiones descriptivas que se desprenden del analisis de componentes
principales.

En la tabla I-1 se muestra el contenido de FT, Fv, PA y ACY en los distintos

extractos para las cuatro frutas.
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Tabla I-1. Valores de los compuestos bioactivos en las frutas analizadas con los distintos solventes a37 °C

Solvente Guinda Zarzamora Arandano Frambuesa

FT Fv PA ACY FT Fv PA ACY FT Fv PA ACY FT Fv PA ACY
Agua Destilada 141+15° 65+4° 0,45+0,04° 5+1" 268+14° 58+5° 0,69+0,02° 92+8° 164+3° 54+2° 031+003° 19£1° 1307 ° 22+1° 0,33+0,01" 101"
Etanol (%)
50 338+11° 17424° 094%001° 1 & 355+20 © 88+3°% 1,04:004° 134£2° 244+13° 84+7° 049£0,02% 52x1° 170£6° 344" 0,62+0,03° 30+2°€
70 333+8° 179+23° 0,81+0,01" 18+1° 327+10° 80+4 ® 097+0,02°% 127+2° 240+23° 81+7° 043+001" 45%5°€ 165+ 15° 33+3° 0,52+0,04° 22+2"
Metanol (%)
50 418+31°% 229+23° 1,24+006° 18+2°F 317+23° 85+4°% 1+001° 13127° 254+12° 80+6° 049+001° 48+4° 159+ 16 ° 27+3°¢ 0,41+0,03° 24+2°
70 288+3° 187+15° 1,31+0,03° 20+1°F 324+6° 66+1° 099+001% 134+4° 226+17¢ 73+6° 044+001"7 45x2° 178 +1° 30+1° 0,47 £0,04° 19+0°
Acetona (%)
50 467 £53°% 237+10° 1,24+0,01° 253" 401+£10°% 87+2°% 137+0,02° 142+10° 305+£29°% 104+5°% 057+0,02° 55+3° 188+3° 36+2° 0,63+0,01° 32+1°
70 463+16° 264+21°% 155+0,08° 29+1° 403+11°% 101+2" 156+0,01° 145+5° 334+13% 116+6° 067+0,02° 56+4° 235+ 15" 35+1° 0,65 +0,02° 34+£1°
Metanol Acidificado |579+31" 312+12* 1,96+0,05" 48+2" 439+£19" 102+5" 2,08+0,01* 165+12" 357+£37" 144+7" 126+0,08" 64:4" 258 + 117 4617 0,84+0,02"° 44+ 47
Etanol Acidificado 538 +29" 299+22" 1,86+0,02° 33+3° 395+3°% 943" 155+007% 136+2° 312+3°% 108+2° 0,71+0,01% 624" 238 +21° 4517 0,65+ 0,00 ® 38+3°

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g Fruta Fresca), Fv: flavonoides (mg CE/100 g Fruta Fresca), PA: poder antirradical (mg™' Fruta Fresca), ACY: antocianinas (mg cianidina-3-glu/100 g Fruta Fresca)

Los valores represetan la media (n = 3) + SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente diferentes(p<= 0,05)
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Como surge de la tabla I-1 guinda es la matriz que presenta mayor contenido de
FT y Fv, mientras que los mayores valores de PA y ACY se obtuvieron para
zarzamora.

A través del andlisis de componentes principales y varianza, se destaca el
metanol acidificado como el mejor solvente de extraccién para todas las frutas y
variables; seguido por un grupo que comprende etanol acidificado y dos
concentraciones de acetona (50 y 70%). Esto podria deberse a que en estos frutos
rojos intensamente coloreados las antocianinas constituyen un importante grupo
dentro de los compuestos bioactivos (Heinonen y Meyer, 2002) que es sabido se
extraen mejor con solventes acidificados. Segun Moore y col. (1982) para una mayor
extraccion y estabilidad de compuestos como las antocianinas y proantocianidinas
se utiliza normalmente metanol acidificado ya que destruye las membranas celulares
permitiendo una mejor extraccion de este tipo de compuestos.

En la bibliografia, los métodos mas comunes de extraccion utilizan metanol y
etanol acidificado como extractantes (Amr y Al-Tamimi, 2007; Awika y col., 2005;
Caridi y col., 2007; Lapornik y col., 2005); y ademas destacan el metanol como el
solvente mas eficiente (Kapasakalidis y col., 2006); de hecho para extraer
antocianinas de la pulpa de uva, se encontré que la extracciéon con metanol fue un
20% mas eficiente que con etanol y un 73% mas efectiva que con agua (Castafieda
Ovando y col., 2009). A estos datos se suma el hecho de la industria alimenticia
prefiere el etanol por sobre el metanol debido a la toxicidad de este ultimo.

Dorta y col. (2013) han observado que los solventes de alta polaridad son mas
efectivos en la recuperacién de compuestos antioxidantes que los solventes no
polares y que condiciones acidas, como pH 3 favorecen la recuperacion de fenoles.
También Oreopoulou (2003) informa que la extraccidon alcohdlica de productos de
uva es mas efectiva en condiciones acidas con pH alrededor de 3-3,5 ya que la
hidrélisis de los enlaces glucosidicos no seria indeseable sino que permitiria
aumentar la actividad antioxidante de algunos compuestos. Vatai y col. (2009)
informa que la utilizacion de etanol acidificado permitio la extraccion de 30 a 40%
mas de fenoles totales de sauco. Por otra parte, también se demostré que acetona-
agua (70:30) es el mejor solvente para extraer proantocianidinas de arandanos
(Prior, 2001). Las mezclas acetona-agua con alto % de acetona han sido muy
efectivas para extraer fenoles de las matrices proteicas ya que degradan los
complejos polifenol-proteinas (Dorta y col., 2013).
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Los solventes como el acetato de etilo, acetona y cloroformo se utilizan para las
formas de compuestos fendlicos menos polares y altamente metoxiladas (muy
comunes en la piel de las frutas) (Gonzalez-Montelongo y col., 2010).

Sulaiman y col. (2011) estudiaron el efecto de los solventes en la extraccion de
fenoles totales y antioxidantes de 37 especies de vegetales crudos y si bien no
utilizaron solventes acidificados, hallaron que acetona-agua 70:30 fue el mejor
solvente para extraer fenoles totales de 24 especies, para extraer flavonoides de 22
especies y que 27 especies mostraron los mayores valores de PA en dicho extracto,
al mismo tiempo informaron que el agua destilada fue el solvente mas ineficiente
para extraer compuestos fendlicos. Se podria inferir que esto se debe a la oxidacion
de los fenoles totales por la polifenol oxidasa, activa en el medio acuoso, mientras
que en los extractos de metanol, etanol y acetona la enzima se encuentra inactiva,
ademas la temperatura de 37° C durante la extraccion favorece la actividad
enzimatica, por ello los extractos acuosos presentaron un amarronamiento que no se
observo en los otros.

Las condiciones de extraccion y la seleccion de los disolventes dependeran del
tipo de muestra y de la naturaleza de los compuestos que se desean extraer. Asi,
Shahidi y col. (1991) y Naczk y col. (1992) encontraron que la extraccion en dos
pasos secuenciales con acetona al 70% era suficiente para la extraccién de taninos.
Deshpande y Cheryan (1985) publicaron que el tiempo 6ptimo de extraccién de
fenoles totales era de 50 a 60 minutos. Otro aspecto a tener en cuenta es la relacion
peso de muestra a volumen de solvente. Comunmente se utiliza 1:1 y 1:10, sin
embargo mayores relaciones como 1:20 a 1:100 han dado mejores resultados (Dorta
y col., 2013). En este trabajo se utilizd una proporcién 1:20 en frambuesa y guinda y
1:50 en arandano y zarzamora, matrices caracterizadas por presentar mayor

concentracion de ACY.

1-3.1.1.2 Contenido de compuestos bioactivos y poder antirradicalario

Resulta dificil hacer una comparacion directa entre la concentracién de
fitoquimicos hallada con la informada por otros autores, ya que ademas de que las
condiciones de cultivo afectan significativamente la sintesis de diversos compuestos,
la cosecha de frutos rojos es a menudo subjetiva pues se suele tener en cuenta solo
el color como atributo principal. Sumado a esto, las condiciones de extraccion

generalmente son diferentes (solventes, tiempo de extraccion, temperatura, etc.).
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Aun asi se pueden observar varios trabajos que reportan el alto contenido en
fenoles totales de guindas (228 a 407 mg GAE/ 100g FF) y su gran capacidad
antioxidante frente a otras frutas (Chaovanalikit y Wrolstad, 2004; Kim y Padilla-
Zakour, 2004; Kirakosyan y col., 2009; Piljac-Zegarac y Samec, 2011; Vinson, 1998).
Los fenoles totales de guinda incluyen flavonoides (antocianinas, flavan-3ol y
flavonoles) y derivados del acido hidroxicinamico (especialmente catequina y
epicatequina) (Heinonen y col., 1998; Gongalves y col., 2004; Veres y col., 2008).
Wang y col. (1999) hallaron compuestos en guindas Montmorency que tienen
capacidad antioxidante comparable a terbutil-hidroquinona (TBHQ) y butil-hidroxi-
tolueno (BHT). En cuanto a los valores de antocianinas, se han reportaron valores
desde 20 a 67 mg/100 g fruta fresca (Savic y col., 1985; Wang y col., 1997; Kim y
Padilla-Zakour, 2004; Ochoa, 2011).

Los berries, grupo dentro del cual se hallan el arandano, la zarzamora y la
frambuesa, constituyen un grupo destacado por su contenido en compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante, intensificado cuando estos presentan un fuerte
color purpura (Kanner y col., 1994; Kalt y col. 1999; Kahkénen y col., 1999; Moyer y
col. 2002; Sellappan y col. 2002; Borowska y Szajdek, 2003; Benvenutti y col. 2004).

En zarzamora se han informado valores para FT de 322 a 644 mg GAE/ 100g FF
(Heinonen y col. 1998; Sellappan y col., 2002; Ali y col., 2011; Guerrero C. y col.,
2010; Jimenez-Garcia y col., 2012; Szajdek y Borowska, 2008) y para Fv de 56 y
276 mg CE/100g FF (Marinova y col., 2005; Jimenez-Garcia y col., 2012). En cuanto
a las antocianinas, los valores reportados oscilan entre 133 y 153 mg cianidina-3-
glu/100 g FF (Wang y Lin, 2000; Pantelidis y col., 2007).

Por otra parte, el arandano ha mostrado ser un muy buen antioxidante debido
en parte a su alto contenido en antocianinas, hidroxicinamatos y proantocianidinas
(Heinonen y Meyer, 2002). Se han informado valores de FT desde 181 a 671 mg
GAE/100g FF (Vinson, 1998; Prior y col. 1998; Sellappan y col., 2002; Marinova y
col. 2005; Guerrero C. y col., 2010; Szajdek y Borowska, 2008), y para Fv 50 y 191
mg CE/100g FF (Jimenez-Garcia y col., 2012; Marinova y col., 2005). Para las
antocianinas, las concentraciones reportadas oscilan entre 63 y 331 mg cianidina-3-
glu/100 g FF (Prior y col., 1998; Ehlenfeldt y Prior, 2001; Connor y col., 2002).

La frambuesa es un fruto que presenta una alta capacidad de captacion de
radicales libres y contiene numerosos compuestos bioactivos con beneficios

potenciales para la salud. Contiene alrededor de tres veces mas acido elagico que
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las nueces y nueces (Daniel y col., 1989; Maas y col., 1991). Ademas del acido
elagico libre se han hallado dos elagitaninos en cantidades significativas, que
pueden contribuir significativamente a la actividad antioxidante y propiedades
vasodilatadoras de las frambuesas (Mullen y col., 2002). Un mayor contenido de
fenoles totales, flavonoides y antocianinas en frambuesas contribuyen a su mayor
actividad antioxidante (Liu y col., 2002; Wang y Lin, 2000). Se han reportado valores
de FT en el rango de 114 a 349 mg GAE/100g FF (De Ancos y col., 2000; Marinova
y col., 2005; Anttonen y Karjalainen, 2005; Proteggente y col., 2002). Para Fv los
valores informados en la bibliografia oscilan entre 26 y 60 mg CE/100g FF (Jimenez-
Garcia y col., 2012; Marinova y col., 2005). Para antocianinas los valores tabulados
se hallan entre 20 y 118 mg cianidina-3-glu/100 g FF (Torre y Barritt, 1977; Haffner y
col., 2002; Anttonen y Karjalainen, 2005).

I-3.2 Temperatura de extraccion: analisis de componentes principales

Respecto a la temperatura se ha observado que la extraccion a temperaturas
elevadas afecta la estabilidad de los compuestos fendlicos, debido a la degradacion
enzimatica y quimica y a las pérdidas causadas por la volatilizacion y la
descomposicion térmica (Gonzalez-Montelongo y col., 2010). Es un importante
parametro a ser optimizado con el fin de minimizar el costo energético del proceso
(Spigno y col., 2007). Muchos autores estan de acuerdo en el hecho de que un
aumento en la temperatura de extraccién aumenta la solubilidad y el coeficiente de
difusion para cualquier compuesto, no sélo bioactivos; sin embargo mas alla de un
cierto valor critico, los fitoquimicos se pueden desnaturalizar (Spigno y De Faveri,
2007; Pinelo y col., 2005; Yilmaz y Toledo, 2006).

Cacace y Mazza (2003) concluyen que en la extraccion con etanol al 95% para
cassis la temperatura critica estaba alrededor de los 35° C y que por encima de los
45° C la disminucion de antocianinas es muy marcada. Uma y col. (2010) establecen
para hoja de Henna la temperatura 6ptima de extraccién de 39,6° C y concluyen que
por encima de los 55° C la degradacion de fenoles totales supera el 41%.

En vista de las referencias bibliograficas que indican el efecto negativo de las
altas temperaturas, con el grupo de solventes que lograron una extraccidon superior a
37° C (MEAC, ETAC, AC 50% y AC 70%) se procedio a repetir la extraccion a
temperatura ambiente (20° C), manteniendo tiempo de extraccion y relacion peso de
muestra a volumen de solvente, para las variables FT, Fv, PAy ACY.
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En las figuras 1-9, 1-10, I-11 y I-12 se puede observar el contenido de FT, Fv, PA
y ACY para las cuatro matrices en estudio. Se aplicé un analisis de componentes
principales como criterio meramente descriptivo, y se denotd la mayor extraccién, en
todos los casos, al aumentar la temperatura. Nuevamente la primera componente
explicd mas del 75% de la informacién, por lo cual es valido analizar el sentido y

direccidn de los vectores solamente en esa componente.
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I-3.2.1 Confirmacion inferencial a través de un analisis de varianza

A continuacién se realizé un analisis de varianza para confirmar inferencialmente
las conclusiones descriptivas que se desprenden del analisis de componentes
principales. En la tabla I-2 se pueden observar los valores medios para las variables

cuantificadas en las condiciones del estudio.
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Tabla I-2. Valores de los compuestos bioactivos en las frutas analizadas considerando solventes y temperaturas

Guinda Zarzamora Arandano Frambuesa

Solvente FT Fv PA ACY FT Fv PA ACY FT Fv PA ACY FT Fv PA ACY
Acetona 50%
20°C 404+6° 226+7¢ 115x006° 20+2° 365+9° 66+3° 1,23+0,03° 125:2% 287+12% 91+2° 050+0,04° 50+1"  198+3°¢ 22+2° 050£0,01° 203"
37°C 467 £53° 237+10"7 124+0,01" 25+3° 401+10° 872" 1,37+0,02" 142+10° 305+29° 104+5" 0,57+0,02" 55+3° 188+3" 36+2° 063+001" 32%1°
Acetona 70%
20°C 414+£5° 244+5°% 1341+006° 23+3° 363+5° 75+4 " 143%0,04° 118%2° 316+2" 101+10° 049+0,05° 462" 218+2°% 23x2° 055+0,04° 223 °
37°C 463+16° 264+21°% 155+0,08° 29+1° 403+11° 101+2° 1,56+£0,01° 145+10° 334+13° 116+6° 067+002° 56+4° 235+15°% 35+1° 065+0,02° 34+1°
Metanol Acidificado
20°C 513+3" 296+8" 1,78+0,04" 45+3" 373+8" 813" 197+001" 132x1" 321+4" 127+7" 1,05+0,08" 502"  234+4" 33x3" 0,72+001" 272"
37°C 579+31° 312+12° 1,96+0,05% 58+2° 439+19°¢ 102+5° 2,08+0,01% 165+12¢ 357+37° 144+7° 126+0,08° 64+4° 258+11° 46+1° 084+0,01° 44+4°
Etanol Acidificado
20°C 493+5" 282+6" 1,64+0,02° 29+4° 366+8° 72+3° 151£0,02° 129+3" 305+4°% 93+5° 0,57+0,03° 48+3" 224+£4° 31x4% 055+0,01° 31+2"
37°C 538+29° 299+22° 1,86+002" 33+3° 395+3° 94+3% 155%007" 136+2" 312+3° 108+2" 0,71£0,00" 62+4°% 238+21% 45+1° 065+0,00° 38+3°

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g Fruta Fresca), Fv: flavonoides (mg CE/100 g Fruta Fresca), PA: poder antirradical (mg™ Fruta Fresca), ACY: antocianinas (mg cianidina-3-glu/100 g Fruta Fresca)

Los valores represetan la media (n = 3)  SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente diferentes(p<= 0,05)




CAPITULO |

A través del analisis de componentes principales y varianza, se evidenciaron
diferencias significativas (p< 0,05) entre ambas temperaturas. El mejor solvente de
extraccion dentro de este grupo fue, en todos los casos, el metanol acidificado; que
incluso a 20° C extrajo aun mejor que otros solventes a 37° C.

La extraccion a 37° C mejoré entre un 5 a un 11% las concentraciones de
compuestos bioactivos y poder antirradical para guinda; un 5 a un 21% para

zarzamora; 10 a 22% para arandano y 9 a 39% para frambuesa.

I-4. CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos se puede concluir que el mejor sistema de
extraccion para los compuestos bioactivos analizados en guinda, zarzamora,
frambuesa y arandano resulté ser el metanol acidificado y en contrapartida el mas
ineficiente el agua destilada. En cuanto a temperatura, a 37° C la concentracion de
los fitoquimicos extraidos en todas las matrices fue superior que a 20° C. La
variacion desigual del resto de los solventes dentro de cada matriz refleja el
importante papel que ésta juega al momento de realizar la extraccion, por lo cual
siempre sera necesario realizar una evaluacion previa del efecto de los solventes y
las condiciones de extraccion antes de abordar el estudio de una nueva fruta si no
se cuenta con bibliografia especifica.

Considerando la toxicidad del metanol y teniendo en cuenta que dentro del
conglomerando siguiente de alta extraccion se encontraban el etanol y la acetona
(en sus dos concentraciones), se decidié para estudios posteriores utilizar solucion

al 1% de HCI en etanol como extractante y como temperatura 37° C.
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CAPITULO Il

I-1.INTRODUCCION

En esta tesis se trabajo con frutas finas obtenidas de productores de la zona de
la Comarca Andina del Paralelo 42 (Rio Negro, Argentina). Las variedades
utilizadas fueron frambuesa var. Tulameen, zarzamoras var. Thornfree, guindas var.
Montmorency y arandanos var. Elliot.

Si bien en la bibliografia disponible pueden hallarse valores de referencia de los
parametros estudiados en esta tesis, factores tales como las condiciones de cultivo,
zona geogrdafica y clima influyen en la composicion final de las materias primas, por
lo cual es necesario realizar una caracterizacién fisicoquimica detallada de las

matrices a utilizar y asi aportar, ademas, datos inexistentes a nivel nacional.

II-2. MATERIALES Y METODOS

Las frutas fueron cosechadas por productores de la zona de la Comarca Andina
del Paralelo 42 en su punto de madurez éptimo y enviadas inmediatamente a Villa
Regina, donde se conservaron en heladera a 5° C hasta su utilizacion.

Se realizé un muestreo aleatorio simple, se descartaron aquellos frutos que
presentaban sintomas de avanzado estado de madurez. Todos los extractos y las

determinaciones se realizaron por triplicado.

1I-2.1 Determinaciones

Se realizaron las siguientes determinaciones:

= Contenido de humedad. Se determin6é en base al método AOAC 920.151.
Frutos frescos se procesaron con un homogeneizador y 5 g de la pulpa resultante se
colocaron en capsulas de porcelana con arena, previamente taradas en balanza
analitica. Dichos recipientes se dispusieron en estufa de vacio a 70° C, hasta
pesada constante, calculandose el residuo por diferencia de peso.

= Solidos solubles refractométricos (SSR). Se determiné segun el método
932.12 de la AOAC, utilizando un refractometro ABBE, marca ATAGO tipo 1. Los
frutos frescos se procesaron con un homogeneizador y la pulpa se colocé sobre un
filtro de tela (voile) a fin de facilitar la separacion de los sodlidos del jugo obtenido,

sobre el cual se realizé la medicion.

» Contenido de cenizas. Se determind en base al método AOAC 940.26. La

muestra previamente deshidratada se colocd en crisoles de porcelana y se
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carbonizé. Dichos recipientes se dispusieron en una mufla a 525° C, hasta pesada
constante, calculandose el residuo de la calcinacién por diferencia de peso.

= Contenido de grasas. Se determin6é a través del método de Soxhlet
(extraccidon directa) AOAC 954.02. La muestra anhidra se extrajo con éter de
petroleo y luego se determind gravimétricamente el extracto seco, después que se
eliminé el solvente.

= Determinacién del contenido de proteinas totales. Se determind en base
al método de Kjeldahl (ORION, 1984). La sustancia a investigar se sometié a un
tratamiento con acido sulfurico concentrado en presencia de una mezcla
catalizadora formada por sulfato de mercurio y sulfato de potasio. Del sulfato
amonico formado se libera el amoniaco por tratamiento con una soluciéon de
hidroxido de sodio, ioduro de sodio y EDTA. La medida del amoniaco se realizé con
electrodo sensible al gas amoniaco, modelo 95-12 marca Orion. Se utilizé el factor
6,25 para la conversién del nitrégeno proteico a proteina.

= pH y acidez titulable. Frutos frescos se procesaron con un homogeneizador
y 5 g de la pulpa resultante se suspendieron en 100 ml de agua destilada hervida.
Se midié el pH del homogenato segun el método 981.12 de la AOAC, utilizando un
analizador de iones marca Orion, modelo EA 940 y un electrodo combinado de pH.
Por otra parte, la acidez se determind segun el método 942.15 de la AOAC, titulando
con NaOH 0,1 M hasta pH 8,1. La acidez se expres6 como gramos de acido citrico
anhidro por cada 100 gramos de fruta fresca (g acido citrico anhidro/100 g producto).

= Contenido de carotenoides totales. Se determiné por el método descripto
por Rodriguez Amaya y Kimura (2004). La muestra se extrajo con acetona a
temperatura ambiente, luego se realizé una particidn con éter de petrdleo, se llevo a
sequedad en rotavapor Buchi RE 111 y el extracto seco se retomd con 4 ml de
etanol absoluto. Los resultados se expresan como microgramos de luteina por cada
100 gramos de fruta fresca (ug luteina/100 g producto).

= Extraccion de azucares. Se tomd 1 g de muestra, se afnadieron 10 ml de
solucion de etanol absoluto y se colocaron en un baio termostatico con agitaciéon
(modelo Dubnoff) a 25 °C durante 30 minutos. Luego se filtr6 mediante vacio y el
residuo se volvio a extraer con otros 10 ml de solvente. Los extractos reunidos se
llevaron a 25 ml con agua destilada. De la solucion anterior se tomé 1 ml y
finalmente se llevd a 50 ml con agua destilada.
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= Azucares reductores (AR). Se determind6 en base al método
microcolorimétrico de Nelson-Somogyi modificado por Castellanos (1995). Se
adicion6 a una alicuota de 0,5 ml de extracto alcohdlico, 0,5 ml de reactivo de cobre.
Se incubd en agua hirviendo durante 40 minutos y luego se enfriaron los tubos en
agua corriente durante 5 minutos. Se afadié 0,5 ml de reactivo de arsenomolibdato,
se mezclo y llevo a 5 ml finales con agua destilada. Las lecturas de absorbancia
fueron realizadas con un espectrofotometro Metrolab 1700 a 610 nm, contra un
estandar externo de Glucosa (mg/l). Los resultados finales se expresaron como
gramos de Glucosa por cada 100 gramos de fruta fresca (g GLU/100g producto).

= Azucares totales (AT). Se determin6 en base al método de Antrona
(Southgate, 1976). Se adicion6 a una alicuota de 200 pl de extracto alcohdlico, 2 ml
de reactivo de antrona. Se incubd6 en agua hirviendo durante 15 minutos y luego se
enfriaron los tubos a temperatura ambiente, en oscuridad, durante 5 minutos. Las
lecturas de absorbancia fueron realizadas con un espectrofotometro Metrolab 1700 a
620 nm, contra un estandar externo de Glucosa (mg/l). Los resultados finales se
expresaron como gramos de Glucosa por cada 100 gramos de fruta fresca (g
GLU/100g producto).

= Extraccion de compuestos bioactivos. Se realizd segun la metodologia
explicada en el Capitulo I, seccion 2.1; utilizando como solvente de extracciéon
solucién al 1 % de HCI en etanol y temperatura de 37 °C.

= Fenoles totales (FT). Se realizd segun la metodologia explicada en el
Capitulo I, seccién 1-2.1.

= Flavonoides (Fv). Se realizé segun la metodologia explicada en el Capitulo I,
seccion |-2.1.

= Poder Reductor (PR). Fue analizado por el método de Benzie y Strain (1996)
para determinar la capacidad del plasma sanguineo para reducir iones férricos
(“Ferric Reducing Ability of Plasma”, FRAP). El ensayo FRAP mide directamente la
capacidad de los antioxidantes para reducir un complejo de Fe (lll) con una
tripiridiltriazina, la 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), al correspondiente complejo
de Fe (II) en medio acido. El color azul resultante puede medirse
espectrofotométricamente a 593 nm y se considera que esta directamente
relacionado con la capacidad reductora total de los antioxidantes dadores de
electrones presentes en la muestra ensayada. Los resultados finales se expresaron

como microgramos de Fe*? por gramo de fruta fresca (ug Fe*¥ g producto).

-84-



CAPITULO Il

= Antocianinas. Se realizé segun la metodologia explicada en el Capitulo I,
seccion |-2.1.

= Extraccion de Fructanos. Frutos frescos se procesaron con un
homogeneizador y 1 g de la pulpa resultante se dispers6 en 80 ml de agua destilada
a 80° C y se agitdé por 15 minutos, manteniendo la temperatura constante a fin de
solubilizar los fructanos de la muestra. Se homogenizo, se dejé enfriar a temperatura
ambiente y finalmente se trasvaso cuantitativamente a un matraz de 100 ml,
ajustando el volumen con agua destilada. Antes de realizar las determinaciones, las
muestras se calentaron nuevamente a 80° C y se filtraron mediante vacio.

= Fructanos Totales. Se determind segun el método 999.03 y 32.32 de la
AOAC, utilizando un kit enzimatico provisto por Megazyme. Los productos se
someten a una extraccion con agua caliente. Alicuotas de ese extracto se tratan con
una sacarasa, para hidrolizar sacarosa a glucosa y fructosa, y con una mezcla de
amilasas, para hidrolizar el almidén a glucosa. Todos los azucares reductores se
reducen a polialcoholes con borohidruro alcalino. Los fructanos se hidrolizan a
fructosa y glucosa con una fructanasa y los azucares se determinan por
colorimetria, mediante una reaccién con hidracina del acido p-hidroxibenzoico,
leyendo absorbancia a 410 nm. Los resultados finales se expresaron como
miligramos de fructanos por cada 100 gramos de fruta fresca (mg FRUC/100 g
producto).

= Poder Antirradical (PA). Se realiz6 segun la metodologia explicada en el
Capitulo I, seccién 1-2.1.

» Acido Ascoérbico Total. Esta determinacion fue realizada por HPLC, segun el
método AOAC Collaborative Protocol, Brause, IFU Analytical Commision (1998). Se
utilizé una columna tipo Cqs en fase reversa. La fase movil fue KH2PO4 (0.5%, m/v),
pH 2.5, con ditiotreitol (DTT) (0.1%, m/v). Se utilizaron 5 estandares de calibracion
de acido ascorbico y se aseguraron tiempos de retencion estables. Se midio la
respuesta maxima a 254 nm utilizando un detector de arreglo de diodos. Los
resultados se informaron como miligramos de acido ascorbico total por cada

kilogramo de producto (mg Ascérbico Total/ Kg producto).

= Fibra Dietaria Total. Se determin6 segun el método 991.43 de la AOAC. La
muestra seca se sometid a digestion enzimatica con a-amilasa termoestable,

proteasa y amiloglucosidasa. La fibra dietética insoluble (IDF) se filtr6, y luego el
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residuo se lavd con agua destilada caliente. La solucion combinada de filtrado y
lavados de agua se precipitd con etanol para la determinacion de fibra dietética
soluble (SDF). Luego el precipitado se filtré y se sec6. Ambos residuos, IDF y SDF,
se corrigieron por proteina, ceniza y blanco, para el célculo final de los valores SDF
e IDF. Para la determinacién de fibra dietética total, la SDF se precipitd con etanol, y
luego se filtro, seco y peso. El valor de fibra dietética total (TDF) se corrigio por el
contenido de proteina y ceniza. Las proteinas y cenizas se realizaron segun los
meétodos descriptos en los apartados anteriores.

= Color superficial. El color se evalué con los parametros triestimulo del
espacio de color CIELAB utilizando un fotocolorimetro Minolta modelo CR 400
(Konica Minolta Sensing Inc, Osaka, Japon), con iluminante C y 2° de angulo de
observador. El instrumento se estandarizé con una placa de ceramica blanca
(L*=95,55; a*= -0,10 y b*=+2,69). En el caso de las frutas frescas, se colocaron
varios frutos en una caja de Petri de 100 mm de diametro y la medicion de color (en
diez puntos diferentes) se realizd6 en el momento en que se verificd la
descongelacion de los mismos. Las pulpas obtenidas en las distintas condiciones, se
dispusieron en viales de 5 ml para la medicion de color. En todos los casos, se
registraron los parametros L*, a*, b* del espacio CIELAB. L* indica luminosidad, que
se representa en una escala que toma valores entre 0 y 100, correspondientes a
negro y blanco respectivamente. El parametro a* indica cromaticidad sobre un eje
que va del verde (-) al rojo (+), mientras que el parametro b* indica cromaticidad
sobre un eje que va del azul (-) al amarillo (+). A partir de estos valores numéricos se
calcularon las funciones de color “Chroma” y “angulo de tono” (hue) usando las

siguientes ecuaciones:

hue = arctan[bgfm]

Chroma = (El*‘: + h*zjlfaz

Se calculé también la funcién “cambio global de color” (AE), utilizando la

ecuacion:

AE = 4/ (AL)? + (Aa%)? + (Ab*)?
Donde,
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AL* = (L — L*)
Aa* = (ag; — a”)
Ab* = (b; — b*)

L. a;, b, , son los valores medios triestimulo de la muestra control.

= Minerales. Se determinaron Sodio, Potasio, Calcio, Cinc y Hierro por
Espectrometria de Masas con fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-
MS).

11-2.2 Analisis estadistico

Los datos se analizaron usando técnicas de analisis multivariado mediante el
analisis de cluster (CL) y de componentes principales (ACP), con el fin de lograr la
agrupacion de las muestras segun los criterios elegidos. Corresponden a cuatro
frutas con tres repeticiones por fruta y variable. Se ingresaron las muestras
asignandoles cédigos para su identificacion (1, 2 o 3 ya que las determinaciones se
realizaron por triplicado). El analisis de cluster se llevd a cabo mediante una
agrupacion de tipo jerarquico, con criterio de encadenamiento UPGMA (Método
aritmético de pares no ponderados) y una distancia euclidea.

El ACP permite representar los datos originales (individuos y variables) en un
espacio de dimension inferior del espacio original, facilitando considerablemente el
analisis y reduciendo costos. Cada componente principal se expresa como una
combinacion lineal de las variables originales

Se utilizé el programa estadistico Infostat v. 2012. (Di Rienzo y col., 2012).

II-3. RESULTADOS Y DISCUSION

En las Tablas lI-1, lI-2, 1I-3 y ll-4 se presentan resultados de la
caracterizacion de la fruta fresca de seis cosechas diferentes (afio 2009 al 2014),
indicando para cada caso maximo, minimo y promedio. Algunas determinaciones,

por razones presupuestarias, no se realizaron todos los afnos.
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Tabla lI-1. Caracterizacion de frutos frescos de frambuesa

DETERMINACION FRAMBUESA
Minimo Promedio Maximo
Humedad (%) 84,72 86,04 87,10
SSR (°Bx) 9,5 11,7 14,5
pH 2,61 2,94 3,22
Cenizas (%) 1,90 2,33 2,90
Acidez Titulable @ 1,62 1,93 2,25
Proteinas Totales (%) 1,11 1,18 1,24
Grasas (%) 0,24 0,28 0,31
Azucares Reductores ® 2,3 2,6 2,9
Azlcares Totales © 10,26 11,44 12,50
Carotenos @ 562 576 594
Fenoles Totales © 134 192 258
Flavonoides 26 37 46
Acido Ascérbico Total © 213 340 467
Antocianinas 30 43 68
Fructanos Totales 13 16 21
Poder Antirradical ¥ 0,47 0,65 1,14
Poder Reductor 19 27 38
Fibra Dietaria Total " 5,45 5,83 7,40
Color superficial: L* 27,33 29,59 32,17
Color superficial: a* 25,37 26,66 28,49
Color superficial: b* 10,99 12,42 14,04
Calcio ™ 183 210 410
Hierro ™ 5,8 6,2 9,0
Cinc ™ 2,3 3,1 3,6
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Sodio ™M 10 12 15

Potasio ™ 1788 1874 2200

(a)g de acido citrico anhidro/100 g de FF, (b) g de GLU/100 g FF, (c) g de GLU/100 g de FF, (d) ug de
luteina/100 gramos de FF, (e) mg GAE/100g de FF, (f) mg CE/100 g de FF, (g) mg ascorbico Total/ Kg FF, (h)
mg cianidina-3-glu/100 g FF, (i) mg FRUC/100 g de FF, (j) mg™ de tejido fresco, (k) ug Fe+2/ g FF, (I) g de

fibra/ 100 g FF, (m) mg/ kg de FF.

Tabla II-2. Caracterizacion de frutos frescos de guinda

DETERMINACION GUINDA
Minimo Promedio Maximo
Humedad (%) 77,50 80,46 86,68
SSR (°Bx) 17,0 19,3 22,5
pH 3,10 3,39 3,57
Cenizas (%) 2,30 2,41 2,46
Acidez Titulable @ 1,52 1,80 1,99
Proteinas Totales (%) 0,76 0,78 0,80
Grasas (%) 0,24 0,25 0,27
Azlcares Reductores ® 7,60 9,04 10,51
Aztcares Totales © 13,50 15,36 16,72
Carotenos @ 463 475 497
Fenoles Totales © 487 558 732
Flavonoides 192 281 335
Acido Ascorbico Total © 94 115 136
Antocianinas 23 36 58
Fructanos Totales ¢ 08 101 106
Poder Antirradical ¥ 0,52 0,99 1,87
Poder Reductor 36 42 47
Fibra Dietaria Total " 1,5 1,8 2,1
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Color superficial: L* 19,92 21,98 22,91
Color superficial: a* 14,79 17,8 19,18
Color superficial: b* 5,22 7,18 8,81
Calcio ™ 160 190 230
Hierro ™ 3,2 3,5 4,0
Cinc ™ 0,5 0,7 1,0
Sodio ™ 10 18 30
Potasio ™ 1730 3200 4149

(a)g de acido citrico anhidro/100 g de FF, (b) g de GLU/100 g FF, (c) g de GLU/100 g de FF, (d) ug de
luteina/100 gramos de FF, (e) mg GAE/100g de FF, (f) mg CE/100 g de FF, (g) mg ascérbico Total/ Kg FF, (h)
mg cianidina-3-glu/100 g FF, (i) mg FRUC/100 g de FF, (j) mg'1 de tejido fresco, (k) ug Fe+2/ g FF, (I) g de
fibra/ 100 g FF, (m) mg/ kg de FF.

Tabla lI-3. Caracterizacion de frutos frescos de arandano

DETERMINACION ARANDANO
Minimo Promedio Maximo
Humedad (%) 77,50 83,27 86,90
SSR (°Bx) 9,5 12,3 14,5
pH 2,8 3,1 3,9
Cenizas (%) 1,32 1,70 1,99
Acidez Titulable @ 0,48 1,27 2,03
Proteinas Totales (%) 0,84 0,87 0,90
Grasas (%) 0,30 0,36 0,41
Azucares Reductores ) 4,90 5,89 6,87
Aztcares Totales © 10,64 11,61 12,5
Carotenos @ 338 356 393
Fenoles Totales © 310 463 782
Flavonoides 90 154 281
Acido Ascérbico Total @ 130 195 260
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Antocianinas 58 153 277
Fructanos Totales ¢ 70 78 98
Poder Antirradical ¢ 0,70 1,25 1,87
Poder Reductor 24 32 37
Fibra Dietaria Total * 3,73 3,99 4,25
Color superficial: L* 17,35 19,18 22,00
Color superficial: a* 6,27 8,26 8,93
Color superficial: b* 1,37 1,86 2,21
Calcio ™ 60 120 210
Hierro ™ 1,7 2,3 5,0
Cinc ™ 1,1 1,4 1,6
Sodio ™ 10 25 42
Potasio ™ 890 960 1128

(a)g de acido citrico anhidro/100 g de FF, (b) g de GLU/100 g FF, (c) g de GLU/100 g de FF, (d) pug de
luteina/100 gramos de FF, (e) mg GAE/100g de FF, (f) mg CE/100 g de FF, (g) mg ascorbico Total/ Kg FF, (h)
mg cianidina-3-glu/100 g FF, (i) mg FRUC/100 g de FF, (j) mg” de tejido fresco, (k) ug Fe+2/ g FF, (I) g de
fibra/ 100 g FF, (m) mg/ kg de FF.

Tabla ll-4. Caracterizacion de frutos frescos de zarzamora

DETERMINACION ZARZAMORA
Minimo Promedio Maximo
Humedad (%) 86,60 87,82 88,61
SSR (°Bx) 6,0 9,6 12,5
pH 2,75 3,40 4,20
Cenizas (%) 2,43 2,58 2,88
Acidez Titulable @ 0,73 1,12 0,92
Proteinas Totales (%) 1,18 1,19 1,21
Grasas (%) 0,43 0,52 0,62
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Azucares Reductores ® 2,10 2,76 3,20
Azucares Totales © 6,19 8,03 9,87
Carotenos @ 445 555 691
Fenoles Totales © 259 319 398
Flavonoides 45 67 97
Acido Ascorbico Total © 148 296 444
Antocianinas 81 141 182
Fructanos Totales 30 33 35
Poder Antirradical ¢ 0,46 1,14 1,70
Poder Reductor ® 14 25 39
Fibra Dietaria Total ¢ 5,43 5,52 5,60
Color superficial: L* 14,76 18,68 21,03
Color superficial: a* 1,31 1,65 2,48
Color superficial: b* 0 0,03 0,16
Calcio ™ 280 301 320
Hierro ™ 9,0 9,2 9,9
Cinc ™ 1,7 3,2 4,3
Sodio ™ 10 13 15
Potasio ™ 1453 1525 1700

(a)g de acido citrico anhidro/100 g de FF, (b) g de GLU/100 g FF, (c) g de GLU/100 g de FF, (d) pug de
luteina/100 gramos de FF, (e) mg GAE/100g de FF, (f) mg CE/100 g de FF, (g) mg ascorbico Total/ Kg FF, (h)
mg cianidina-3-glu/100 g FF, (i) mg FRUC/100 g de FF, (j) mg™ de tejido fresco, (k) ug Fe+2/ g FF, (I) g de
fibra/ 100 g FF, (m) mg/ kg de FF.

A los fines de realizar un analisis detallado de la composicién, se toma la
temporada 2013 de referencia, indicandose los valores de las variables en la Tabla
5. La eleccion de esta temporada por sobre las demas radica en el hecho de que

este ano efectivamente se realizaron todas las determinaciones indicadas.
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Tabla lI-5. Caracterizacion de frutos frescos de frambuesa, zarzamora, guinda y

arandano temporada 2013
DETERMINACION FRAMBUESA | ZARZAMORA GUINDA ARANDANO
Humedad (%) 86,2 +0,1 876+06| 795+0,1 83,2+ 1,2
SSR (°Bx) 11,67 £0,76| 9,83+0,29| 18,97 +0,57| 12,80 +0,26
pH 2,83+0,19| 3,10+0,00| 3,48+0,05| 2,85+0,04
Cenizas (%) 2,71+0,18| 2,70+0,17| 2,39+0,08| 1,44+0,13
Acidez Titulable @ 2,08+0,10| 1,19+0,10 1,98+0,02 1,62+ 0,01
Proteinas Totales (%) 1,14+0,03| 1,20+0,01| 0,77+0,01| 0,88 +0,01
Grasas (%) 0,24 +0,01| 044+001| 0,26+0,01| 0,310,02
Azlcares Reductores ® 2,40+0,10| 3,22+0,04 7,73+0,15| 5,00+0,10
Azticares Totales © 11 + 1 10+0 14 + 0 11+0
Carotenos @ 576 + 16 450 + 6 478 £ 19 358 + 31
Fenoles Totales © 174 £ 16 299 + 8 500 + 13 372 + 26
Flavonoides 38+3 71+5 327 +8 93 +4
Acido Ascérbico Total @ 467 0 444 £ 0 136 £ 0 260 +0
Antocianinas 40 + 1 180 + 2 24 +2 1113
Fructanos Totales ¢ 1340 35+ 0 102 + 4 85+ 15
Poder Antirradical ¢ 0,48+0,03| 0,79+0,03| 0,70+0,01| 0,79+0,05
Poder Reductor 34 +4 14 +0 40 + 4 26 +2
Fibra Dietaria Total " 572+0,28| 5,54+0,10| 1,50+0,20| 3,72%0,10
Color superficial: L* 28,17 +1,14| 18,73+ 1,64| 21,64+ 1,49| 21,26+0,84
Color superficial: a* 26,94 +0,90| 1,65+0,15| 17,30+2,30| 6,61+0,35
Color superficial: b* 12,91+0,76| 0,05+0,01| 7,19+0,84| 1,46+0,09
Calcio ™ 200 + 15 287 +8 202 + 4 208 + 2
Hierro ™ 590,1 9,3+0,3 3,8+0,3 4,9+0,1
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Cinc ™M 23+0,3 1,9+0,2 0,5+0,1 1,1+0,1
Sodio ™M 10+0 10 + 1 10+2 11 +1
Potasio ™ 1892 + 180 1458 + 5 4079 + 76 1129 + 4

Los valores representan la media (n = 3) + SD (a)g de acido citrico anhidro/100 g de FF, (b) g de GLU/100 g
FF, (c) g de GLU/100 g de FF, (d) ug de luteina/100 gramos de FF, (e) mg GAE/100g de FF, (f) mg CE/100 g de
FF, (g) mg ascorbico Total/ Kg FF, (h) mg cianidina-3-glu/100 g FF, (i) mg FRUC/100 g de FF, (j) mg” de tejido
fresco, (k) ug Fe+2/ g FF, (I) g de fibra/ 100 g FF, (m) mg/ kg de FF.

En la composicion quimica general de las frutas, cabe destacar su elevado
contenido acuoso y su casi inapreciable contenido graso, asi como el hecho de ser
buenas fuentes de vitamina C y carotenos y elementos minerales. Su contenido de
proteinas es bajo y dentro de su fraccién hidrocarbonada hay que senalar el aporte
de fibra alimentaria. Todo ello hace que su consumo contribuya para conseguir una
alimentacion sana y equilibrada.

El agua es el componente mayoritario de las frutas frescas y su contenido
depende de la disponibilidad de la misma por parte del tejido vegetal en el momento
de efectuarse la recoleccion, de modo, que su contenido acuoso puede verse
afectado por las oscilaciones diarias de temperatura, condiciones del suelo, etc. En
estas frutas, el contenido oscila entre el 70% y 90% del peso total del fruto, lo que
dificulta la conservacion de estos alimentos durante un largo tiempo, haciéndolos un
sustrato susceptible de contaminacion fungica.

Las proteinas totales en las frutas estudiadas representaron alrededor del 1 % de
su peso fresco, lo cual se condice con lo descripto por Wills y col. (1984),
constituyendo una fuente escasa de proteina y otras sustancias nitrogenadas (Primo
Yufera, 1998). La mayor parte de ellas desempenan papeles funcionales y no de
reserva como ocurre en los cereales y los frutos secos; ademas muchas son
enzimas (Wills y col., 1999).

El contenido de lipidos es bajo, lo cual es esperable para las frutas carnosas
(Olarte, 2007). Una dieta sin exceso de grasa y con predominio de las grasas de
origen vegetal se considera un factor positivo en la lucha contra las enfermedades
coronarias; siendo ésta una de las razones por las que se recomienda incluir las
frutas y hortalizas en la dieta (Wills y col., 1999).

Por otra parte es importante destacar que todas las matrices presentan una
acidez marcada, lo cual influiria favorablemente durante el procesado, ya que

-94-




CAPITULO Il

ayudaria a evitar el pardeamiento enzimatico y durante la conservacion, porque
favoreceria la retencion del color.

Los valores de solidos solubles refractométricos coinciden con los hallados en la
bibliografia para guinda (Ochoa, 2011), arandano (Dinamarca y col., 1986),
frambuesa y zarzamora (Martinez y De Michelis, 2011).

Los frutos con mayor contenido de fenoles totales, flavonoides y poder antirradical
fueron guinda y arandano. Cabe destacar que en el caso de PA, zarzamora iguala el
valor alcanzado por arandano, lo que se atribuye a la elevada concentracion de
antocianinas en estas matrices, ya que, estos compuestos contribuyen al PA.

Los valores encontrados para la concentracion de antocianinas tienen un sentido
l6gico si se analiza que las matrices que presentan los colores mas intensos
(zarzamora y arandano) también presentan los valores mas elevados. Ademas se
asemejan a los reportados por la bibliografia para frambuesa, arandano, zarzamora
(Agnieszka y Borowska, 2008) y guinda (Ochoa, 2011).

Los métodos de evaluacion DPPH' (determinacién del poder antirradical - PA) y
FRAP (determinacion del poder reductor - PR) registran mecanismos distintos de
actividad antioxidante, mientras que el primero esta relacionado con la capacidad de
transferir atomos de hidrogeno fendlicos, el segundo mide la capacidad reductora del
extracto. El poder reductor no sigue exactamente el mismo comportamiento del
poder antirradical, esto se debe a la menor selectividad del método FRAP
(Rodriguez y col., 2009).

Las concentraciones de carotenoides, expresados como luteina, halladas en los
berries superan en un 40 a un 60 % los valores presentados por Marinova y
Ribarova (2006). En el caso de guinda, la concentracion triplica los valores
reportados por Ferretti y col., 2010. La composicion de carotenoides en frutas y
hortalizas es muy compleja y variable, con diferencias, incluso en los carotenoides
mayoritarios. Por lo general, factores como variedad, estado de madurez y sitio
geografico de produccién influyen de manera significativa. En este ultimo caso,
temperaturas elevadas y una mayor exposicion a la luz solar pueden generar un
aumento de la carotenogénesis en las frutas (Rodriguez-Amaya y Kimura, 2004).

En cuanto a la concentracion de fructanos totales, los valores obtenidos se
encuentran por debajo de lo informado por Jovanovic-Malinovska y col. (2014) con
excepcion de la matriz zarzomora, aunque los autores mencionados no discriminan

las variedades utilizadas. Puede haber varias razones para este tipo de discrepancia
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ya que muchos factores afectan los niveles de oligosacaridos en los alimentos ,
incluyendo variedad, madurez, variacion estacional, clima, procedimiento de
extraccion, tiempo y temperatura de almacenamiento, asi como el método de
analisis para la determinacion (Wilson y col., 2004; Kocsis y col., 2007). Madrigal y
Sangronis (2007) reportaron que a pH menores de 4, los enlaces tipo B de las
unidades de fructosa, tanto en la inulina como en la oligofructosa, se hidrolizan con
la consecuente formacion de fructosa. Las frutas finas patagonicas se consideran
alimentos acidos, ya que presentan pHs en el rango 2,8 - 3,5; lo que impacta de
modo negativo en la concentracion de fructanos totales.

Agnieszka y Borowska (2008) reportaron datos de contenido de acido ascoérbico
total en varios berries, informando valores inferiores a los registrados en el presente
trabajo. En cuanto a guinda la concentracién hallada se condice con lo reportado
por Ochoa (2011). El contenido en estas frutas viene determinado por varios
factores, entre ellos, especies, variedad, condiciones climaticas, zona de cosecha y

condiciones de almacenamiento.

11-3.1 Analisis multivariado
11-3.1.1 Analisis de clusters

Los cluster obtenidos en la figura ll-1 permiten evaluar las agrupaciones entre
muestras, conservando la informacion contenida en las veintitrés variables de
entrada (los datos correspondientes a color superficial se evaluaron de forma
separada). En este sentido, un elevado valor de la distancia entre dos individuos nos

indica un alto grado de disimilaridad entre ellos.
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G2
G3
G1 l

Z3

A1
F3
F2
F1

0,00 2,25 4,50 6,75 9,00
Distancia de encadenamiento

’O Frambuesa ‘ Zarzamora ‘ Guinda ' Aréndano

Figura lI-1. Dendrograma por observaciones

Se puede observar en la figura que la primera agrupacion se generd entre
miembros de la misma especie y a continuacion entre grupos similares; uno
constituido por berries: frambuesa, arandano y zarzamora; y con una mayor
distancia de encadenamiento se une la guinda, fruta de carozo que pertenece al
grupo de los cherries.

Ademas, zarzamora y arandano conforman los grupos mas similares, quizas por

sus altos contenidos de antocianinas que se traducen en sus intensos colores.

11-3.1.2 Analisis de componentes principales
En la figura 1l-2 se presentan los resultados de las dos primeras componentes, y

se observa que las muestras estan agrupadas formando cuatro grupos diferenciados
entre si. Estas agrupaciones se realizan teniendo en cuenta la proximidad de los

puntos y coinciden con las encontradas en el analisis de cluster.
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A través de la figura -2 podemos resumir la estructura de datos descritos por
las variables cuantitativas determinadas en las tablas anteriores. La direccion y
sentido de los vectores verifican los datos anteriormente analizados, por ejemplo:

. el vector contenido de antocianinas tiene un sentido légico si se analiza que
sobre el cuadrante positivo de la componente 2 se hallan las matrices que presentan
los colores mas intensos (zarzamora y arandano);

. el poder reductor no sigue exactamente el mismo comportamiento del poder
antirradical, esto se debe a la menor selectividad del método FRAP;

. en la concentracion de fructanos totales, si bien el bajo pH de la frutas
impacta de modo negativo, el vector respeta el mismo sentido y direccién que los
correspondientes a azucares totales y reductores;

. las matrices guinda y arandano presentan el mayor contenido de fenoles
totales, flavonoides y poder antirradical. Notar que la proyeccion de la matriz sobre
el vector se realiza de forma perpendicular, es decir en el caso de estas variables la
concentracion aumenta de izquierda a derecha.

« El contenido de fibra aumenta de izquierda a derecha, destacando al género
Rubus (frambuesa y zarzamora) con los mayores valores, cercanos a 6 g/100 g de
fruta fresca, cantidad que establece el Cédigo Alimentario Argentino (en el capitulo
V) como limite inferior para poder rotular un alimento con la leyenda “Alto Contenido
de fibra”.

. En cuanto a hierro y cinc los valores hallados para todas las matrices son
bajos, comparando con aquellos alimentos que se consideran de referencia por sus
elevadas concentraciones (ver tablas 1I-6 y 1I-7). Ademas, en el caso de los
elementos minerales resulta particularmente dificil concluir respecto de las
recomendaciones sobre la ingesta diaria, debido a que su biodisponibilidad (el
porcentaje de nutriente capaz de ser absorbido y disponible para ser almacenado),
se ve influenciada por diversos factores, como por ejemplo en el caso de hierro y
cinc por el contenido de fenoles totales que tienden a reducir la biodisponibilidad.
Estudios en ratas demostraron que los fenoles totales forman complejos insolubles
con el hierro y el zinc que precipitan y por lo tanto no pueden dializar (Dergal, 2006;
Binaghi y col., 2007).
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Tabla II1-6. Contenido en hierro de algunos alimentos

Alimento Contenido de Fe (mg/100 g)
Higado porcino 15-23
Legumbres 7-8
Cereales 7-18
Moluscos bivalvos 8-24
Pescados 3-7
Frutos secos 2-4
Carne de ternera 2-3
Espinaca-Acelga 3-4

Fuente: Tabla de composicion de alimentos de Centroamérica, 2007.

Tabla lI-7. Contenido en cinc de algunos alimentos

Alimento Contenido de Zn (mg/100 g)

Moluscos bivalvos 180-200

Germen de trigo tostado 17-20

Higado de ternera 12-13

Carne de ternera 10-15

Semillas de calabaza 10-12

Semillas de sandia 8-10

Chocolate negro 9-10

Cacao en polvo 6-7

Mani 6-7

Fuente: Tabla de composicién de alimentos de Centroamérica, 2007.
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. La concentracion de potasio aumenta de derecha a izquierda destacandose
la guinda con los valores mas elevados. Considerando que la Organizacion Mundial
de la Salud recomienda un consumo minimo, por dia en un adulto, de 3510 mg de
potasio provenientes de alimentos, esta matriz presenta una fuente importante de
potasio a través de una fuente no tradicional (Organizaciéon Mundial de la Salud,
2012).

11-3.2 Color Superficial

El color puede ser descripto a través de la luminosidad y la cromaticidad.

La luminosidad es el atributo que permite clasificar a una superficie de color
como equivalente a la sensacién producida por un elemento gris en la escala desde
el blanco al negro.

La cromaticidad involucra dos caracteristicas que son la longitud de onda
dominante y la pureza. La primera corresponde a la sensacién de color llamada
matiz y la ultima a la saturacién (figura II-3).

El matiz o tinte (hue) es el atributo que permite identificar al rojo, verde, amarillo
0 a un intermedio. Un valor de hue= 0° representa un color rojo purpura, 90°
amarillo; 180° verde azulado y 270° azul

La saturaciéon (Chroma) es una propiedad de la superficie coloreada que da la
diferencia de color respecto al gris de igual luminosidad.

AE es la variacion global del color respecto a un patrén o referencia.

En cuanto al andlisis del color superficial, se presentan los resultados como L*,
a* y b* y sus conversiones a Chroma y Hue, ya que las tres primeras, no son

variables independientes (Francis, 1980).
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+L* BLanco

LUMIMANCIA

NEGRO (L=0)

Figura II-3. Parametros analizados en color superficial.

En la tabla II-8 se presentan los valores de color superficial correspondiente a

las frutas frescas.

Tabla lI-8. Color superficial en frutas frescas

L* a* b* hue Chroma
Frambuesa | 28,17 +1,14| 26,94 +0,90| 12,91+0,76| 25,59+0,95| 29,88 + 1,06
Zarzamora | 18,73+1,64| 1,65+0,15| 0,05+ 0,01 1,86+0,23| 1,65+0,15
Guinda 2717 +0,87| 1456 +217 | 4,03+1,04| 1526+1,68| 1511+2,36
Arandano | 3646 +285| 0,28+0,25| -5,99+0,93| 272,89+3,23 | 6,00+0,92

Los valores representan la media (n = 20) + SD. Medias con una letra comun por columna no son

significativamente diferentes (p< 0,05)

Guinda, Frambuesa y Zarzamora presentan un matiz correspondiente al primer

cuadrante. Tanto en frambuesa como guinda esto se traduce en colores rojizos-

anaranjados con mayor luminosidad en el primer caso, lo que impacta en la viveza

del rojo final que presenta la matriz. Los frutos de zarzamora son mas oscuros, con

predominancia de purpuras. En el caso de arandano, presenta un valor de angulo

hue correspondiente al cuarto cuadrante, es decir tonalidades azules.
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ll-4, se puede observar un diagrama de color que se construye en funcién de las
coordenadas cromaticas a* y b*, donde la saturacién (C*) se incrementa desde el
centro (valor 0) hacia la periferia, la luminosidad se indica en la escala a la derecha
y hue (h*) indica el tono del producto. Ejemplo: la letra A en el diagrama se
corresponde con los parametros de color del arandano fresco (a* =0,28+0,25;b =-
5,99 £ 0,93, hue = 272,89 + 3,23 y Chroma = 6,00 + 0,92).
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Figura ll-4. Color superficial en frutas frescas. . Nota: el disco de color central se

corresponde con un valor de L* = 50

lI-4. CONCLUSIONES

Las frutas estudiadas se destacan en general por su atractivo color, elevado
contenido acuoso y bajo contenido graso y proteico. Dentro de su fraccion
hidrocarbonada hay que sefialar el aporte de fibra alimentaria, principalmente en
frambuesa y zarzamora. Toda ellas, exhiben una marcada acidez lo que podria
influir positivamente durante el procesado y la conservacion vy, si bien, el aporte en
cuanto a compuestos biactivos y poder antirradicalario es interesante, se destacan
guinda y arandano con los mayores valores. Zarzamora y arandano contribuyen
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ademas con un elevado contenido de antocianinas monomeéricas, 10 que impacta
directamente en el color superficial.

Estos resultados indican que las matrices serian, desde el punto de vista de su
funcionalidad, una buena alternativa para la prevencion de ciertas enfermedades
asociadas al estrés oxidativo. EI empleo de pulpas de estos frutos como
ingredientes en las proporciones adecuadas, podria favorecer el desarrollo de
alimentos funcionales ricos en compuestos fendlicos y con una elevada actividad
antioxidante. Ademas, el hecho de ser elaborados de forma natural a partir de
frutas de colores atractivos podria favorecer la aceptacion del producto final por

parte del consumidor.
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llI-1. INTRODUCCION

La tendencia actual de los consumidores a adquirir alimentos con alta calidad,
valor nutritivo y funcional esta haciendo que las industrias de procesado desarrollen
tecnologias capaces de combinar estas propiedades con la innegociable seguridad
alimentaria.

Debido al caracter estacional de las frutas finas (de cultivo y silvestres) es
importante determinar cdmo los procesos tecnoldgicos afectan la concentracion de
los compuestos bioactivos, el poder antirradicalario y el color superficial para cada
materia prima. Dentro de la denominacion “compuestos bioactivos” se incluye a los
fenoles totales, flavonoides, antocianinas y acido ascérbico.

En muchos alimentos la esterilizacion, pasteurizacion, deshidratacion, asi como
también el almacenamiento prolongado pueden traducirse en una pérdida importante
de compuestos bioactivos (Jonsson, 1991), aunque no siempre son responsables
de una disminucion en las propiedades antioxidantes de los alimentos sino que en
algunos casos, estos factores pueden inducir la formacion de nuevos compuestos
con estas propiedades, que mantienen o incluso aumentan el potencial antioxidante

de los alimentos en general (Lerici y col., 1997; Nicoli y col., 1997a).

llI-1.1 Tratamientos térmicos

El tratamiento térmico es la tecnologia de proceso, que garantiza la seguridad
microbioldgica de los productos, mas utilizada en la industria alimentaria. Se basa
fundamentalmente en la generacion de calor fuera del producto a calentar, por
diversos métodos, y su transferencia al mismo a través de los mecanismos de
conduccion y conveccion (Pereira y Vicente, 2010).

De los tratamientos térmicos disponibles, se citan los utilizados en este trabajo:

escaldado, pasteurizacion y deshidratacion.

1lI-1.1.1 Escaldado

El escaldado, o sea la exposicidon de las piezas de fruta a altas temperaturas
durante unos pocos minutos, es una operacion de control critica en el procesamiento
de frutas autoestables. En métodos tradicionales de conservacion, la funcién
principal de este tratamiento es pasivar y/o destruir las enzimas que podrian
deteriorar las hortalizas y las frutas. Pero en estas técnicas de procesamiento

minimo, el escaldado tiene también el importante rol de reducir la carga microbiana
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inicial mediante la inactivacion de microorganismos sensibles al calor, remueve
aromas y sabores indeseables, fija el color y ablanda la fruta para facilitar el pelado
y el posterior pulpado de la fruta (Diaz de Tablante y col., 1993; Tapia y col., 1996).
Las temperaturas utilizadas son letales para las levaduras, la mayoria de los hongos
y los microorganismos aerobicos. Asi se ha encontrado que el escaldado reduce la
carga microbiana entre un 60 y un 99 % (Alzamora y col., 1995). Ademas este
tratamiento tiene un efecto sensibilizante sobre los microorganismos sobrevivientes,
los que se vuelven menos resistentes al estrés impuesto por la reduccién de pH y de
actividad del agua, y por la presencia de sorbatos, sulfitos u otros antimicrobianos. El
escaldado puede realizarse en agua caliente, en ebullicibn o en vapor de agua
saturado. Este ultimo método es preferible, ya que permite la retencién de
propiedades nutricionales (principalmente vitaminas solubles en agua) y sensoriales

(principalmente textura) (Vidales y col., 1998; Alzamora y col., 2000).

1I-1.1.2 Deshidratado

La deshidratacion de frutas y hortalizas es uno de los métodos mas antiguos y
mas utilizados para su conservacion, cuyo objetivo es eliminar agua de su
composicion hasta niveles que lo tornen estable en condiciones ambientales
normales. Con el deshidratado se aumenta la vida de anaquel de los alimentos
mediante la reduccion de la actividad de agua, lo que inhibe el crecimiento
microbiano y la actividad de las enzimas. La reduccidon del peso y volumen en el
secado también reduce los costos de transporte y almacenamiento (Cao y col.,
2003).

La calidad del producto puede ser fuertemente afectada por las condiciones de
secado. Una temperatura elevada y un largo tiempo de proceso asociados pueden
generar dano por calor y, si ocurre, afectan negativamente las caracteristicas
organolépticas y el valor nutricional del producto (Vullioud vy col., 2006).

Los cambios de color en los alimentos afectan la apariencia, y pueden ser un
indicador de la pérdida de propiedades nutricionales y funcionales (Wrolstad y col.
2005). Las frutas deshidratadas se consideran altamente estables, sin embargo,
sufren importantes modificaciones en las caracteristicas cromaticas durante los
procesos de secado, humidificacion y almacenamiento (Uddin y col., 2002). En la
tabla IlI-1 se muestran los principales factores que aportan a los cambios de color

durante el secado convectivo: el contenido de pigmentos, las reacciones de Maillard
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y el pardeamiento enzimatico (Marty-Audouin y col., 1999). Ademas, también juegan

un rol importante durante el procesamiento la temperatura de secado y el pH.

Tabla lll-1. Factores que contribuyen a cambios de color durante el secado

Componente Compuestos Efecto de la deshidratacion

. Cambia del color verde al amarillo o
Clorofila .
rojo

Carotenoides | Oxidacion de carotenoides
Pigmentos Naturales

Antocianinas | Estable a bajos valores de pH

Muy sensible al pH, se degradan a

Betalainas .
pigmentos marrones a pH neutro
Reacciones
Azucares - _
Formacion de pigmentos de color
) reductores,
Maillard o marron o negro, melanoidinas y otros
aminoacidos, .
] compuestos aromaticos
proteinas
Transformacion de compuestos
_ o Compuestos
Pardeamiento enzimatico . fendlicos a polimeros de color negro o
fendlicos )
marron

Fuente: Hii y Law, 2010.

1l-1.1.3 Pasteurizado

Consiste en la aplicacion de un tratamiento térmico relativamente suave
(temperaturas generalmente iguales o inferiores a 100 °C), pero suficiente para
eliminar los microorganismos productores de enfermedades, presentes en los
alimentos. La pasteurizacion inactiva la mayor parte de las formas vegetativas de los
microorganismos, pero no sus formas esporuladas, por lo que constituye un proceso
adecuado para la conservacion a corto tiempo. Ademas, ayuda a la inactivacion de
las enzimas que pueden causar deterioro en los alimentos. (Mafarf, 1994; Ordofiez y
col., 1998)
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11I-1.1.4 Tratamientos térmicos y propiedades antioxidantes

Los alimentos pueden ser objeto de algunos cambios quimicos durante el
tratamiento térmico. Uno de ellos es el pardeamiento no enzimatico que incluye los
fendbmenos de caramelizacién, degradacion de acido ascorbico o de polifenoles
oxidados y/o la interaccion de proteinas o aminas con hidratos de carbono; esta
ultima es denominada reaccion de Maillard (Fennema, 2010). Lo que caracteriza a
estas reacciones, es que en todas ellas intervienen grupos carbonilo llamados
“activos” provenientes principalmente de azucares reductores. Son muchos los
factores que afectan a las reacciones de pardeamiento no enzimatico. Un aumento
de la temperatura tiene un efecto acelerador sobre la formacion de color. Esto se
debe a que el calor favorece cada una de las etapas de la reaccion. Un factor
importante a tener en cuenta es que la temperatura ademas tiene efecto sobre otras
reacciones paralelas a las de pardeamiento, en las que se pueden generar grupos
reactivos que participan en las reacciones de formacién de color.

El desarrollo de la reaccion de Maillard en condiciones de acidez y/o altas
temperaturas conduce a la degradacion de los azucares y luego a la formacion de
productos intermedios como furfural y HMF (5-hidroximetil-furfural) (Pérez-Locas y
Yaylayan, 2010). El furfural se condensa facilmente con las antocianinas, formando
compuestos poliméricos pardos. Esta reaccibn es muy dependiente de la
temperatura y se acelera por la presencia de oxigeno (Fennema, 2010; Es-Safi y
col., 2003). Se cree que los productos de la reaccion de Maillard (PRM) actuan
como antioxidantes. Por lo tanto, las pérdidas de los antioxidantes naturales durante
el calentamiento podrian ser minimizadas o compensadas por la formacién de los
PRM (Manzocco y col., 2001; Nicoli y col., 1997b).

Las propiedades antioxidantes de los PRM son fuertemente afectadas por las
caracteristicas fisico-quimicas de los sistemas y por las condiciones de
procesamiento. Sustancias como fenoles, acido ascorbico, otros compuestos
carbonilos, (aunque se formen en las reacciones oxidativas) también pueden tomar
parte en la reaccién de Maillard (Manzocco y col., 2001).

El pardeamiento no enzimatico prevalece en las etapas posteriores de la
elaboracion de alimentos, en el almacenamiento y envejecimiento de los productos
derivados de frutas (Es-Safi y col., 2003).

El objetivo de este capitulo fue el estudio del efecto de los procesos
tecnologicos sobre los compuestos bioactivos (fenoles totales, flavonoides,
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antocianinas, acido ascorbico), el poder antirradicalario y el color superficial
de las materias primas relacionadas con la estabilidad funcional de las frutas

finas.

lll-2. MATERIALES Y METODOS

Las frutas fueron cosechadas por productores de la zona de la Comarca
Andina del Paralelo 42, en su punto de madurez 6ptimo, y enviadas inmediatamente
a Villa Regina, donde se conservaron en heladera a 5°C hasta su utilizacion.

Se realizd un muestreo aleatorio simple, se descartaron aquellos frutos que
presentaban sintomas de avanzado estado de madurez.

Las variedades utilizadas fueron: frambuesa var. Tulameen, zarzamora var.
Thornfree, guindas var. Montmorency, arandanos var. Elliot, cassis var. Silvergrietten
y Rosa Mosqueta silvestre var. Rosa eglanteria.

Para las determinaciones en fresco los frutos se cortaron con ayuda de un bisturi.

Los extractos y las determinaciones se realizaron por triplicado

111-2.1 Procesos

Los frutos frescos fueron sometidos a las siguientes operaciones y procesos:

11I-2.1.1 Pulpado

Aplicado a frambuesa, zarzamora y arandano. Las frutas se pulparon mediante
batidora de inmersion (fotografias lll-1 y 1lI-2) en condiciones de presion y
temperatura atmosféricas (en presencia de luz y oxigeno) conservandose a -18° C

hasta su utilizacion.

.
e

X

Fotografias IlI-1 y lll-2. Batidora de inmersion utilizada para pulpar las frutas frescas
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En el caso de guinda el pulpado de la matriz fresca no se realizé, ya que se
contaba con informacion previa recopilada por nuestro grupo de investigacion,
respecto al pronto pardeamiento de la pulpa, lo cual genera cambios desfavorables

en el color superficial. Esta matriz solamente se trabajé escaldada (Ochoa, 2011).

11I-2.1.2 Escaldado-pulpado

Se aplicod a guinda y arandano y se siguidé la metodologia reportada por Ochoa
(2011). Antes de realizar la operacién de pulpado, se tomaron 200 gramos de fruta
fresca entera y se sumergieron en 600 ml de agua hirviendo (98°C) por 2 minutos
(fotografias 11l-3 y 1lI-4), cumplido el tiempo se enfriaron sumergiéndolas en agua
helada y se secaron con papel absorbente. El escaldado no se aplicé en todas las
matrices disponibles ya que las pertenecientes al género Rubus (frambuesa y
zarzamora) presentan alta sensibilidad en el manejo en fresco, por lo que la

aplicacion de un proceso de estas caracteristicas produciria un gran deterioro.

Fotografias IlI-3 y lll-4. Proceso de escaldado de guinda y arandano

1l-2.1.3 Pasteurizado

Las pulpas resultantes (frambuesa, zarzamora, arandano sin escaldar y
escaldado, guinda escaldada) se envasaron en viales de vidrio, sellados con
precintos metalicos y se pasteurizaron en bafo termostatizado marca Thermo
Scientific a 98°C durante 10 minutos. Se escogié este par temperatura-tiempo ya
que, la enzima peroxidasa (la cual puede estar presente en las matrices analizadas)
es termorresistente y se la involucra en la degradacién de flavonoides (Schreier y
Miller, 1985). Luego del tratamiento térmico, se dejaron enfriar los viales sobre
mesada a temperatura ambiente (fotografia IlI-5).
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Fotografia Ill-5. Proceso de pasteurizacién de las pulpas

11I-2.1.4 Deshidratado

Aplicado a frutos frescos de rosa mosqueta y cassis. En el caso de la rosa
mosqueta, se realizaron tres punciones ecuatoriales en la superficie de los frutos
(Ohaco Dominguez, 2012) antes de someterlos al secado. Los frutos de rosa
mosqueta y casis se colocaron en un secadero piloto con circulacion de aire caliente
(esquema lll-1) a temperatura constante de 70°C y velocidad de aire de 3 m/s, hasta
una humedad final de 9% para rosa mosqueta y 12% para cassis. Una vez
deshidratados, los frutos fueron pulverizados mediante un molinillo marca
CoolBrand, y se homogeneizé el tamafio del polvo obtenido con un tamiz de 18

mesh.
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Esquema llI-1. Equipo experimental de secado. 1: Ventilador; 2: Regulador de velocidad del aire; 3:
Circuito de humectacion del aire; cdmara de secado; 4: Intercambiador de calor eléctrico; 5: Circuito
eléctrico regulador de la potencia de calefaccion eléctrica; 6: Sensor de temperatura de bulbo seco

del aire; 7: Sensor de temperatura de bulbo seco del aire a la entrada de la bandeja de portamuestra;

8: Anemometro; 9: Higrémetro; 10: Dispositivo porta-bandeja con muestra a secar; 11: Camara de
secado; 12: Controlador automatico de temperatura del aire de secado y 13: Equipo de recepcién de

datos. Fuente: Ohaco Dominguez (2012)

lll-2.2 Determinaciones
= Extraccion de compuestos bioactivos. Se realizd segun la metodologia

explicada en el Capitulo I, secciéon 1-2.1; utilizando como solvente de extraccion
solucién al 1 % de HCI en etanol y temperatura de 37 °C.
= Fenoles totales (FT). Se realizd segun la metodologia explicada en el

Capitulo I, seccién 1-2.1.
= Flavonoides (Fv). Se realizé segun la metodologia explicada en el Capitulo |,

seccion 1-2.1.
= Poder Antirradical (PA). Se realiz6 segun la metodologia explicada en el

Capitulo I, seccién 1-2.1.
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= Antocianinas (ACY). Se realizd segun la metodologia explicada en el
Capitulo I, seccion I-2.1.

= Porcentaje de Color Polimérico (% CP). Se determiné utilizando el método
del bisulfito (Giusti y Wrolstad, 2005). Las muestras blanqueadas con bisulfito se
obtuvieron mediante la adicion de 0,2 ml de una solucion al 20% de metabisulfito de
potasio a 2,8 ml de cada extracto. Las muestras control se obtuvieron mediante la
adicion de agua en lugar de la solucion de metabisulfito de potasio. Las lecturas de
absorbancia de ambas muestras (control y blanqueadas) se realizaron a 420 nm (A
de deteccidén de compuestos pardos) y a 510 nm (A maxima de la antocianina).
También se realizaron lecturas de absorbancia a 700 nm para corregir la turbidez
por lo que dichos valores fueron sustraidos. Se utilizé un espectrofotometro UV/Vis,
modelo 1700. El porcentaje de color polimérico (% CP) es un indicador de la
presencia de pigmentos polimerizados; incluye a los complejos taninos-antocianinas
y los compuestos pardos.

» indice de degradacién de antocianinas (IDA). Se determiné siguiendo el
procedimiento propuesto por Fuleki y Francis (1968). El indice de degradacion es
indicativo de la proporcion de antocianinas degradadas en la muestra. Consiste en
hacer el cociente entre el contenido de antocianinas totales (degradadas y no
degradadas) calculadas por el método de pH simple (absorbancia medida a pH 1) y
el contenido de antocianinas monoméricas (no degradadas) utilizando el método de
pH diferencial.

= Acido Ascérbico Total (AA). Se realizé segin la metodologia explicada en el
Capitulo Il, seccion 11-2.1.

= Color superficial. Se realizé segun la metodologia explicada en el Capitulo I,
seccion |I-2.1.

En el caso puntual de la determinacion de fenoles totales en productos que
contengan alta concentracion de acido ascoérbico (ver anexo), como la rosa
mosqueta y el cassis, se utilizd la sal de diazonio Fast Blue BB, ya que Folin-
Ciocolteau presenta alta respuesta a las concentraciones de acido ascérbico
(antioxidante no fendlico).

* Fenoles Totales por Fast Blue: Se utilizé el método descripto por Medina
(2011) con algunas modificaciones. Se transfirieron 2 ml de extracto a un tubo de
ensayo, y en él se adicionaron: una alicuota de 200 pl de solucion al 1% de reactivo
de Fast Blue BB en metanol, y 200 pl de NaOH al 5%. Luego de 60 minutos de
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incubacion en oscuridad a temperatura ambiente, se procedié a realizar la lectura de
absorbancia a 420 nm con un espectrofotometro Shimadzu UV-1800. Para la curva
de calibrado se utilizé el mismo estandar externo que en la determinacién de fenoles
por Folin Ciocalteu (acido galico p.a. Biopack). Los resultados finales se expresaron

como mg Acido Galico equivalente/100g producto.

11I-2.3 Analisis Estadistico

Para evaluar el efecto del proceso sobre los fenoles totales, flavonoides, acido
ascorbico, antocianinas monomeéricas, poder antirradicalario y color superficial, se
aplicé un disefio completamente aleatorizado. Los resultados se analizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) para un nivel de significancia a = 0,05 y se empleé la
prueba de DGC (Di Rienzo, Guzman, Casanoves) para la comparacion de medias.

Se utilizé el programa estadistico Infostat v. 2012. (Di Rienzo y col., 2012).

l1I-3. RESULTADOS Y DISCUSION
11I-3.1 Efecto de los procesos: pulpado, escaldado y pasteurizado
1I-3.1.1 Fenoles totales, flavonoides y poder antirradicalario

Diversos estudios realizados sobre berries y cherries han demostrado que los
diferentes procesos aplicados pueden afectar la calidad nutricional y funcional en
este tipo de alimentos, lo que se refleja en cambios en las concentraciones de
fitoquimicos especificos (fenoles, flavonoides, antocianinas, etc.). En esta seccion se
analiza la retencion de compuestos bioactivos y del poder antirradicalario luego de
la aplicacion de los diferentes tratamientos. En la tabla lll-2 se puede observar el
efecto de los procesos sobre los FT, Fvy PA de zarzamora.

Tabla lll-2. Efecto de los procesos sobre los FT, Fv y PA de zarzamora

FT Fv PA
Fresco 301+7° 65+1° 1,75+0,01 %
Pulpado 284 +1° 60+2° 1,67 +0,02¢
Pasteurizado 377 +15% 77 £4° 1,84 £0,02 %

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical
(mg™). Los valores representan la media (n = 3) + SD. Medias con una letra comtn por columna

no son significativamente diferentes (p< 0,05)
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Por la aplicacion del proceso de pulpado se registré una disminucion en el PA
del 5%. No se hallaron diferencias significativas (p< 0,05) para FT y Fv. La
aplicacion del proceso de pasteurizado genera un aumento en la concentracién de

los principios activos en la pulpa: 33% FT, 28% Fvy 10% PA.

En la tabla Ill-3 se puede observar el efecto de los procesos sobre los FT, Fvy

PA de frambuesa.

Tabla llI-3. Efecto de los procesos sobre los FT, Fv y PA de frambuesa

FT Fv PA
Fresco 188 +3° 35+1° 1,65 +0,01 %
Pulpado 173+3°¢ 31+2° 1,33+0,01 ¥
Pasteurizado 210+10% 37+1° 1,70 £ 0,04 ¥

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical
(mg'1). Los valores representan la media (n = 3) £ SD. Medias con una letra comun por columna

no son significativamente diferentes (p< 0,05)

Nuevamente se registran diferencias significativas (p< 0,05) por la aplicacion del
proceso pulpado. Las pérdidas para FT fueron del 8%, mientras que flavonoides y
poder antirradical fueron las variables mas afectadas, con un 11 y 19%
respectivamente. Del analisis de los valores para pulpa pasteurizada se desprende
un aumento del 21% para FT, 19% para Fv y 28% para PA, en referencia al pulpado,
pero no se presentan diferencias significativas (p< 0,05) en el contenido de Fvy PA

respecto a la matriz fresca.

En la tabla IlI-4 se puede observar el efecto de la aplicacion de distintos

procesos sobre los FT, Fv y PA de arandano sin escaldar.
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Tabla lll-4. Efecto de los procesos sobre los FT, Fv y PA de arandano sin

escaldar
FT Fv PA
Fresco 506 + 29 * 204+9° 2,59+0,12%
Pulpado 436+9° 179+ 2° 2,00+ 0,06 %
Pasteurizado 465+ 3° 193 +2° 1,99 + 0,09 ¥

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical
(mg™). Los valores representan la media (n = 3) + SD. Medias con una letra comun por columna
no son significativamente diferentes (p< 0,05)

En este caso, por la aplicacién del proceso de pulpado, se registraron las
mayores pérdidas, 14% para FT, 12% en el caso de Fv y finalmente 23% para PA.
El pasteurizado incrementd un 8% la concentracion de Fv en la pulpa, llevando la
concentracion nuevamente a los valores que presentd la matriz fresca, pero no

presenta diferencias significativas (p< 0,05) en el contenido de FT y PA de la pulpa.

Durante el proceso de pulpado, en general, las matrices presentaron una
disminucién en los parametros, debido a la oxidacion por efecto de la incorporacion
de aire en la pulpa, lo que constituye un serio inconveniente en el procesamiento de
frutas (Cheftel y col., 1980; Camacho y Sanabria, 2005).

Kalt y col. (2000) registraron el efecto de la introduccién de oxigeno en muestras
de zumo de arandano sin pasteurizar. Las muestras fueron colocadas en viales,
completamente llenos y hasta la mitad, y luego sacudidas. En los viales que tenian
poco espacio de cabeza que contenia oxigeno, no hubo pérdidas significativas en el
contenido fendlico total y la capacidad antioxidante después de 6 horas, mientras
que en los de mayor espacio de cabeza, se registraron disminuciones del 30% y
46%, respectivamente, durante el mismo periodo. El oxigeno ha sido reportado
como un factor importante en la desestabilizacion de los compuestos bioactivos en
los productos procesados (Francis y Markakis, 1989).

Las tres frutas sin escaldar, frambuesa, zarzamora y arandano, presentaron un
incremento en los FT, Fv y PA frente a la condicién de pasteurizado en respuesta a
un aumento en la extractabilidad debido al factor temperatura y a la inhibicion de las
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enzimas oxidativas nativas de las matrices (Peleg y col., 1991; Nicoli y col., 2004;
Kalt y col. 2000; Dewanto y col., 2002; Jeong y col. 2004).

El incremento del poder antirradicalario podria deberse a la generacion y
acumulacion de antioxidantes del tipo Maillard. Se ha reportado que los compuestos
derivados de la reaccion de Maillard presentan distintos grados de actividad
antioxidante dependiendo de su origen (Kim y col.,, 1986), lo que ha sido
comprobado no solo en sistemas modelo, sino también en alimentos (Wijewickreme
y col., 1999; Anese y col., 1999).

La condensacion de los productos de la oxidacion de los polifenoles determina la
formacion de procianidinas con estructuras aromaticas mas grandes y mayor
capacidad antioxidante (Nicoli y col., 2000). Ademas, el hecho de que los polifenoles
poliméricos sean mas potentes como antioxidantes que los monémericos (Moure y
col., 2001), podria explicar la mayor actividad antiradicalaria de las frutas en estas
condiciones.

En el caso de guinda primero se realiz6 un escaldado de la fruta entera y
posteriormente se aplicaron los procesos de pulpado y pasteurizacion, los valores

hallados se muestran en la tabla llI-5.

Tabla llI-5. Efecto del pulpado y pasteurizado sobre los FT, Fv y PA de guinda

escaldada

FT Fv PA
Fresco 500+13% 342+5° 0,73+0,05%
Esc. + Pulp. 573+21" 353+12% 1,13+0,02%
Esc. + Pulp. + Past. | 554 +33" 356+2?% 1,05+0,06"

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA:
poder  antirradical (mg’1). Esc.: escaldado, Pulp.: pulpado, Past.:
pauteurizado Los valores representan la media (n = 3) £ SD. Medias con
una letra comun por columna no son significativamente diferentes (p<
0,05)

La pulpa de guinda escaldada presentd un incremento del 15% en FT y 55% en

PA frente a la condicion de fresco. La aplicacion del proceso de pasteurizado no

-121-



CAPITULO Il

genero diferencias significativas (p< 0,05) respecto a los valores hallados para FT,
Fv y PA de la pulpa escaldada.
En la tabla lll-6 se presentan los resultados para arandano, pero en este caso

realizando un escaldado de los frutos frescos previo al pulpado.

Tabla llI-6. Efecto del pulpado y pasteurizado sobre los FT, Fvy PA de

arandano escaldado

FT Fv PA
Fresco 506 +298% 204+92 279+0,12%
Esc. + Pulp. 580+18”" 222+3?2 286 +0,03"

Esc. + Pulp. + Past. | 591 +5” 217+8% 2,74+0,08%

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA:
poder antirradical (mg'1). Esc.: escaldado, Pulp.: pulpado, Past.:
pauteurizado Los valores representan la media (n = 3) + SD. Medias con

una letra comun por columna no son significativamente diferentes (p< 0,05)

La pulpa de arandano escaldado, al igual que guinda, presentd un aumento del
15% en la concentracion de FT. No se hallaron diferencias significativas (p< 0,05)
en Fv ni en PA por la aplicacion del proceso de escaldado. La pulpa escaldada
pasteurizada tampoco presentd diferencias significativas (p<0,05) en ninguna de las

variables cuantificadas respecto a la pulpa escaldada.

En el caso del escaldado previo, puedo observarse el efecto beneficioso del
pretratamiento sobre ambas matrices, ya que permitié incrementar los valores de FT,
Fv y PA. Esto se atribuye a la inactivacion de enzimas oxidativas nativas en la fruta
(Skrede y col., 2000) y ademas a que los tratamientos térmicos mejoran la
permeabilidad de las células pigmentadas del pericarpio (Brambilla y col. 2008),
produciendo cambios en la extractabilidad, liberando con mayor facilidad
compuestos polifendlicos y flavonoides en relacion a los de las materias primas
originales (Peleg y col., 1991 y Kalt y col. 2000).

Al haber aplicado previamente un proceso que involucra altas temperaturas, el
efecto del pasteurizado no fue tan marcado en arandano escaldado como en aquel

donde no se aplico el pretratamiento.
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El mayor contenido en los parametros evaluados en fresco lo obtuvo el arandano,

seguido por la guinda, la zarzamora y finalmente la frambuesa.

11l-3.1.2 Contenido de pigmentos

En berries y cherries, las antocianinas monoméricas son, en gran medida, los
pigmentos responsables del color observado y dependiendo de las condiciones de
proceso aplicadas, pueden reaccionar con otros compuestos, degradarse, o
polimerizarse, conduciendo a distintas variaciones en las tonalidades e intensidades
del color observado.

En la tabla IlI-7 se muestra el contenido de antocianinas monoméricas,
porcentaje de color polimérico e indice de degradacion de antocianinas (IDA) en
zarzamora.

El IDA propuesto por Fuleki y Francis (1968), indica la proporciéon de
antocianinas degradadas en la muestra, basandose en el principio de que las
mediciones obtenidas a pH 1,0 incluyen la absorcion debida a los productos
degradadados y no degradados, mientras que la diferencia en la absorcion entre el

pH 1,0 y 4,5 se debera unicamente a las antocianinas no degradadas.

Tabla llI-7. Efecto de los procesos sobre la concentracion de antocianinas

monomeéricas y % de color polimérico en zarzamora

ACY % CP IDA
Fresco 182 + 4~ 2+0° 1,05 +0,02¢
Pulpado 162 +6° 5+1° 1,13+0,01%
Pasteurizado 133+4° 16+1° 1,21 £0,01%

ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100 g), %CP: porcentaje de color
polimérico, IDA: indice de degradacién de antocianinas. Los valores representan la media (n = 3)

1+ SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente diferentes(p< 0,05)

Ambos procesos redujeron el contenido de antocianinas monoméricas, 11% en
el caso del pulpado y 27% para la operacion pasteurizado.

El IDA junto al porcentaje de color polimérico %CP son parametros que
representan la degradacion de los pigmentos antocianicos. El %CP indica cuanto

del color percibido se debe a los compuestos derivados de las antocianinas. Las
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antocianinas poliméricas no sufren un cambio reversible de color con el cambio de
pH y no se pueden combinar con el bisulfito para formar un aducto de acido
sulfénico incoloro, debido a que el carbono de la posicidn 4 de la molécula de
antocianina no esta disponible, por encontrarse unido covalentemente a otro
compuesto fendlico (Wrolstad y col., 2005). En este caso, ambos procesos elevaron
el %CP: 2,5 veces en el pulpado y 8 veces en el pasteurizado. El valor del IDA, en
la muestra fresca, fue mayor que 1 lo que hace suponer que ocurrid una
degradacion durante la preparacion de la muestra o en la etapa de extraccion de
pigmentos (quizas debida a la presencia de oxigeno durante la molienda de la fruta).
Se hallaron diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre los valores de IDA
para la condiciones fresco, pulpado y pasteurizado; siendo mayor la degradacion

durante este ultimo proceso.

En el caso de frambuesa, los valores se presentan en la tabla lll-8. La tendencia
para ambas variables respeta el patron marcado para zarzamora (descenso de la

concentracion de ACY y aumento de % CP).

Tabla llI-8. Efecto de los procesos sobre la concentracion de antocianinas

monomeéricas y % de color polimérico en frambuesa

ACY % CP IDA
Fresco 46+ 3% 15+1° 1,20 +0,02 ¢~
Pulpado 40+2° 22+3° 1,27 £0,02 8
Pasteurizado 34+1°¢ 36+2° 1,38 £0,02*

ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100 g), %CP: porcentaje de color
polimérico, IDA: indice de degradacién de antocianinas. Los valores representan la media (n = 3)

1 SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente diferentes(p< 0,05)

Las antocianinas monomeéricas sufrieron una degradacion del 13% y 26% debido
a la aplicacion de los procesos de pulpado y pasteurizado respectivamente. Ademas
se noté un aumento en el %CP de 2,4 veces al final del pasteurizado. EI IDA
nuevamente dio superior a 1 para la frambuesa fresca y se incrementé un 6 y 15%

en el pulpado y pasteurizado respectivamente.
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Para arandano sin escaldado previo, la pérdida de antocianinas monomeéricas
fue aun mayor, reportando un 26% de pérdida en el pulpado y un 35% en el
pasteurizado, valores que se desprenden de los datos que se presentan en la tabla
11-9.

Tabla llI-9. Efecto de los procesos sobre la concentracion de antocianinas

monomeéricas y % de color polimérico en arandano sin escaldar

ACY % CP IDA

Fresco 150 + 4 * 4+1° 1,01 £0,01 ¢°
Pulpado 111+ 38 10+2° 1,12+ 0,01 &’
Pasteurizado 98 +4°C 13+4° 1,16 £ 0,01 *

ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100 g), %CP: porcentaje de color
polimérico, IDA: indice de degradacion de antocianinas. Los valores representan la media (n = 3)

1+ SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente diferentes(p< 0,05)

El porcentaje de color polimérico se incrementé 2,5 veces en el pulpado y 3,2 en
el pasteurizado, aunque no se hallaron diferencias estadisticas entre ambas
condiciones (p< 0,05). El valor del IDA para la fruta fresca indic6 que no habia
pigmentos degradados, pero luego del pulpado y pasteurizado se incrementd un 12
y 15% respectivamente.

En general, las tres matrices presentaron una disminucion en las ACY por efecto
del pulpado. El oxigeno desempefia un papel vital en los procesos de degradacion
de las antocianinas. Su presencia puede acelerar la degradacién ya sea a través de
un mecanismo oxidativo directo y/o a través de la accion de enzimas oxidantes
(Jackman y col., 1987; Fennema, 2010). En presencia de oxigeno, enzimas tales
como polifenoloxidasas catalizan la oxidacion del acido clorogénico en la
correspondiente o-quinona (clorogenoquinona). Esta quinona reacciona con
antocianinas para formar productos de condensacion marrones (Kader y col., 1999).
Estos mismos autores propusieron, al trabajar con soluciones modelo de sustratos
purificados, que la cianidina-3-glucosido (antocianina orto-difendlica mayoritaria en
zarzamora) se degrada por un mecanismo de oxidacién acoplado, involucrando a la
o-quinona generada enzimaticamente con regeneracion parcial del co-sustrato o-

difendlico (el acido clorogénico). Estas observaciones confirman que la PPO juega
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un rol fundamental en la degradacién de las ACY (Kader y col., 1997; Wesche-
Ebeling y Montgomery, 1990; Skrede y col., 2000).

En muestras de jugo de arandano sin pasteurizar analizadas por Kalt y col.
(2000) el efecto de la introduccion de oxigeno generd una disminucion del 76% de
las ACY.

Segun Patras y col. (2010), el calor es un factor que puede acelerar la
destruccion de los pigmentos antocianicos, lo cual ha sido corroborado en el
presente trabajo, donde, durante el proceso térmico de pasteurizacién e
independientemente de la matriz, se han registrado mayores pérdidas de ACY en
comparacién con aquellos procesos que no involucran aumento de temperatura.

Se observo un deterioro de ACY causado por el tratamiento térmico que llevé a
la transformacion de ACY monomeéricas en poliméricas con el consecuente aumento
del % CP. Se evidenciod que la pulpa de arandano sin escaldar es mas sensible al
efecto de la pasteurizacion que la de zarzamora y frambuesa.

La degradacion de las antocianinas por aplicacion de procesos térmicos esta
intimamente relacionada con el numero de azucares unidos a una determinada
aglicona, presentando la mayor estabilidad los tri y diglucésidos de cianidina (Ochoa,
2010).

Rommel y col., (1990) comprobaron que la cianidina-3-glucésido, desaparece
completamente durante la fermentaciéon, por ello, como las antocianinas de
frambuesa contienen di y triglicosidos predominantemente, se cree que esto
contribuye a la mayor estabilidad del color de los vinos de frambuesa comparados
con los de frutilla o zarzamora que contienen predominantemente monoglicésidos.
Esta es, probablemente, la explicacion de la mayor estabilidad de las ACY de

frambuesa frente a las otras matrices.
A continuacién, en la tabla 1lI-10, se muestran los datos correspondientes a

guinda, donde se realiz6 un escaldado del fruto entero, previo a la aplicacién de los

demas procesos.
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Tabla llI-10. Efecto de los procesos sobre la concentracion de antocianinas

monomericas y % de color polimérico en guinda escaldada

ACY %CP IDA
Fresco 24 +3% 36+6°  1,29+0,047%
Esc. + Pulp. 24 +1 4 42+4°  136+0,05"
Esc. + Pulp. + Past. 19+1°8 49+4°2 14740047

ACY: antocianinas monomeéricas (mg cianidina-3-glu/100 g), %CP: porcentaje de
color polimérico, IDA: indice de degradacién de antocianinas. Esc.: escaldado,
Pulp.: pulpado, Past.: pauteurizado Los valores representan la media (n = 3) +
SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente
diferentes(p< 0,05)

El escaldado previo en guinda permitié que el proceso de pulpado no tenga
diferencias significativas (p<0,05) en la concentracion de ACY ni en el % CP e IDA
con respecto a la fruta fresca. En el pasteurizado de pulpa de guinda escaldada se
registré una disminucién del 21% para las ACY y un aumento en el % CP del 36%.
El IDA en el pasteurizado tampoco presenté diferencias significativas (p<0,05) con
los procesos anteriores.

Rubinskiene y col. (2005) demostraron que la cianidina-3-rutinésido exhibié la
mayor estabilidad frente a un tratamiento térmico de 95 °C en cassis. Este es el
pigmento mayoritario en guinda con un 87,6% (Ochoa, 2011; Dekasos, 1970 y
Stinzing y col., 2006).

En arandano escaldado, se registraron menores pérdidas en comparacion con

los valores hallados para la misma matriz sin el pretratamiento. Los valores se

presentan en la tabla lll-11.
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Tabla lll-11. Efecto de los procesos sobre la concentracion de antocianinas

monomericas y % de color polimérico en arandano escaldado

ACY %CP IDA
Fresco 150 + 4 * 4+1° 1,01 £0,01 8
Esc. + Pulp. 145+ 74 11+1° 1,10 £ 0,01 "
Esc. + Pulp. + Past. 147 + 4 A 11+4°2 1,12 +0,00*

ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100 g), %CP: porcentaje de
color polimérico, IDA: indice de degradacién de antocianinas. Esc.: escaldado, Pulp.:
pulpado, Past.: pauteurizado Los valores representan la media (n = 3) £ SD. Medias

con una letra comun por columna no son significativamente diferentes(p< 0,05)

Los valores hallados para la concentracion de ACY no presentaron diferencias
significativas (p< 0,05) con la fruta fresca (p< 0,05). Se favorecio la retencién de
antocianinas (97% con escaldado previo frente a un 74% en la condicion sin
escaldar), lo cual se condice con lo hallado por Rossi y col. (2003) y Lee y col.
(2002) para la misma matriz. El pretratamiento de escaldado previo a la molienda de
berries resultd efectivo para mejorar la estabilidad y la recuperacion de compuestos
fendlicos bioactivos (Rossi y col., 2003). Los IDA en la matriz escaldada fueron
menores que en la que no se aplico el pretratamiento.

Al igual que otros polifenoles, las antocianinas se degradan enzimaticamente en
presencia de polifenoloxidasa. Esta enzima puede ser inactivada por calentamiento
suave Yy, por lo tanto, algunos autores han informado de que la inclusién de una
etapa de escaldado puede tener un efecto positivo sobre la retencion de
antocianinas. Por ejemplo, Skrede y col. (2000) demostraron que la adicion de un
extracto de pulpa de arandano escaldado al jugo de arandano no permite la
degradacion de las antocianinas, mientras que la adicion de un extracto no

escaldado causé una pérdida del 50% de las antocianinas.
A modo de resumen la tabla IlI-12 engloba los resultados obtenidos respecto del

efecto de los procesos sobre los FT, Fv, PA, ACY, %CP e IDA en las diferentes

matrices.
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Tabla lll-12. Resumen del efecto de los procesos sobre los compuestos

bioactivos de zarzamora, frambuesa, arandano y guinda

DETERMINACION
MATRIZ
FT Fv PA ACY % CP IDA
ZARZAMORA
Fresco 3017 65 +1 1.75+0,01 1621 4 210 1.05+ 0,02
Pulpado 284 £1 60 +2 167 +0,02 16216 5+1 1,13 £ 0,01
Pasteurizado 377 £15 7714 184 +0,02 13314 16 £1 1.21 £ 0,01
FRAMBUESA
Fresco 188 £3 35 +1 1.65+0,01 46 £ 3 15 +1 1.20£0,02
Pulpado 17313 3112 1,33 +0,01 40+2 22+3 1.27+0,02
Pasteurizado 210 £10 37 +1 1,70 +0,04 34 £1 36x2 1,36 £ 0,02
ARANDANO
Fresco 506 £ 29 204 +9 2591012 150+ 4 411 1.01 £ 0,01
Pulpado 436 +9 1792 200+0,06 M1x3 10+2 1,12+ 0,01
Pasteurizado 465+ 3 193 +2 1.99+0,09 98 £ 4 13+4 1,16 £ 0,01
Escaldado + Pulpado 580 +18 22213 2,86 £0,03 145+ 7 11 +1 1,10 £ 0,01
Escaldado + Pasteurizado 9915 217 8 2741008 1471 4 1114 1,12+ 0,00
GUINDA
Fresco 500 £13 342 15 0.73+0,05 2413 36 +6 1.29+ 0,04
Escaldado + Pulpado 573+ 21 353 1 1.13+0,02 24 £1 42 14 1,36 £ 0,05
Escaldado + Pasteurizado 554 £33 356 +2 1.05+0,06 19 £1 49+ 4 147 +0,04

FT: fenoles tatales (mg GAEMD0 g), Fv: flavonoides (mag CEM100 g}, PA poder artiradical (mg-1), ACY: antocianinas monomeéncas (ma cianidina-3-glu100g ms), %CP:
porcentaje de color polimérico, IDA: indice de degradaddn de antocianinas. Los valores representan lamedia (n=3) +5SD.

111-3.1.3 Color superficial

Los cambios de color en los productos alimenticios afectan la apariencia, y
pueden ser un indicador de la pérdida de propiedades nutricionales y funcionales y
de la severidad de los procesos aplicados (Wrolstad y col., 2005). Las frutas sufren
importantes modificaciones en las caracteristicas cromaticas durante los procesos y
el almacenamiento (Uddin y col., 2002) y ellas pueden relacionarse con la
concentracion y degradacién de pigmentos en esas condiciones. Los pigmentos
antocianicos son altamente inestables y de facil degradacion durante el
procesamiento y el almacenamiento de las frutas, lo cual puede tener un impacto
muy significativo sobre la calidad del color (Wrolstad y col., 2005).

En la tabla 1lI-13 se presentan las coordenadas cromaticas correspondientes a

la matriz zarzamora.
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Tabla IlI-13. Funciones de color: luminosidad, angulo de tono, saturacion y cambio

global de color en zarzamora

L* hue Chroma AE
Fresco 33,86 +3,49" 35865+0,61° 149+025%
Pulpado 18,68 +226° 151+355° 165+040% 1519+225
Pasteurizado | 20,86 +0,72% 1579+0,25% 10,39+0,69" 1582+0,20

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacion, AE: cambio global de color. Los valores

representan la media (n =

significativamente diferentes (p< 0,05)

6) + SD. Medias con una letra comun por columna no son

Las zarzamoras frescas presentaron un color purpura brillante (figura IlI-1)

debido principalmente a la presencia de antocianinas. Por lo tanto, es esperable que

el color superficial cambie debido a la disminucidén de estos pigmentos causada por

los diferentes procesos aplicados. Se procedié al calculo de AE tomando como

referencia la muestra fresca, lo cual permitié visualizar un gran cambio global del

color en la matriz por aplicacién de los dos procesos.

,,,,,,,,,,,,,,,,

______

180" -a° C - a

____________

*

r 100

- 90

- 80

- 70

- 60

- 50

- 40

- 30

20

- 10

¥ ¥
L)

% A-FRESCO

C - PASTEURIZADO

Figura IlI-1. Diagrama de color para zarzamora fresca y los productos obtenidos de

la aplicacion de procesos. Nota: el disco de color central se corresponde con un valor de L* = 50
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Observando los valores del angulo de tono, se divisé que la matriz fresca y la
pulpada presentaron un color purpura-violaceo, mientras que por aplicacion del
proceso de pasteurizado el color vird hacia tonalidades levemente mas rojizas.
Comparando el color obtenido en el pasteurizado con la zarzamora fresca, se podria
pensar en el fendbmeno de copigmentacién (asociacion de antocianinas
monomeéricas y polifenoles) que disminuye los valores de luminosidad e incrementa
la intensidad, lo cual también repercute en un aumento del % CP en detrimento de la
concentracion de antocianinas monomeéricas (tabla llI-7).

Las coordenadas de color para frambuesa fresca y los productos obtenidos por

su procesamiento se presentan en la tabla lll-14.

Tabla llI-14. Funciones de color: luminosidad, angulo de tono, saturacién y cambio

global de color en frambuesa

L* hue Chroma AE
Fresco 37,67 +153" 2567+274% 37,75+029%
Pulpado 28.06+2,838 2488+250% 29.04+084°% 1202+1,06

Pasteurizado | 31,14+101% 2505+0962 29,81+168% 10,27 +1,95

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacion, AE: cambio global de color. Los valores
representan la media (n = 6) + SD. Medias con una letra comin por columna no son

significativamente diferentes (p< 0,05)

No se hallaron diferencias estadisticas significativas (p<0,05) en el angulo de
tono para las tres condiciones, pero al comparar las coordenadas colorimétricas
correspondientes a fruta fresca y los procesos de pulpado y pasteurizado, surgieron
diferencias en cuanto a luminosidad y saturacion, es decir, si bien estdbamos en
presencia de colores rojos, éste fue mas intenso y brillante en el caso de la fruta
fresca (figura IlI-2). Los valores para el cambio global de color (AE) fueron menores
que los registrados para zarzamora, pero de igual modo importantes, influenciados
principalmente por el gran cambio en la luminosidad de las muestras.

Los valores registrados para la matriz fresca se encuentran dentro del rango
informado por Cekic, y Ozgen (2010) para frambuesa Tulameen. Bononi y col.
(2006), para la misma variedad, registraron valores menores en los tres parametros

colorimétricos (L*, a* y b*), pero factores tales como las condiciones de cultivo, zona
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geografica y clima influyen en la composicion final de las materias primas y por ende

en el color expresado.
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Figura llI-2. Diagrama de color para frambuesa fresca y los productos obtenidos de

la aplicacion de procesos. Nota: el disco de color central se corresponde con un valor de L* = 50

En la tabla llI-15 se presentan los valores de los parametros colorimétricos para

arandano sin escaldar.

Tabla llI-15. Funciones de color: luminosidad, angulo de tono, saturacion y cambio

global de color en arandano sin escaldar

L* hue Chroma AE
Fresco 36,46 +2,85% 272,97+2,88°% 6,00+092%
Pulpado 19,66 +1,14%  133+0,29% 156+0,15% 17,90+ 1,05
Pasteurizado | 20,92+0,58% 10,27+0,39% 8,07+0,31% 18,86 +0,31

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacion, AE: cambio global de color. Los valores
representan la media (n = 6) + SD. Medias con una letra comdn por columna no son

significativamente diferentes (p< 0,05)
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El fruto fresco de arandano presentd un color azul intenso, lo cual se traduce
en un angulo de tono correspondiente al cuarto cuadrante (hue > 270°). El proceso
de pulpado provocd un corrimiento hacia tonalidades purpuras por homogenizacion
de cascara y pulpa (figura 1ll-3), que ademas afecta la saturacion del color. El
posterior pasteurizado modifica aun mas el angulo, llevandolo a zonas con mayor
presencia de rojos (hue > 10°), pero aumentando su intensidad (figura IlI-3).

La presencia de estas tres tonalidades (azul, purpura y roja) en el color
superficial impacta directamente sobre el valor de AE, el cual alcanzé elevados

valores.

A - FRESCO

Nt
-

C - PASTEURIZADO

Figura llI-3. Diagrama de color para arandano sin escaldar fresco y los productos

obtenidos de la aplicacion de procesos. Nota: el disco de color central se corresponde con un
valor de L* = 50

En las tres matrices sin pretratamiento de escaldado (zarzamora, frambuesa y
arandano) se produjo, durante el pulpado, una disminucién importante de la
luminosidad, que vuelve a aumentar en el pasteurizado, sin llegar a reponer su valor

inicial. Nicoli y col. (2000) explican que la condensacién de los productos de la
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oxidacion de los polifenoles determina la formacion de procianidinas con estructuras

aromaticas mas grandes, lo que se traduce en el oscurecimiento de las pulpas.

El escaldado previo de guinda y arandano permitio reducir el grado de

pardeamiento de las frutas por inhibiciéon de la accion enzimatica lo que se evidencid

por valores mas altos de luminosidad (tablas 111-16 y 111-17).

Tabla IlI-16. Funciones de color: luminosidad, angulo de tono, saturacién y cambio

global de color en guinda escaldada

L* hue Chroma AE
Fresco 2717+087° 1530+1,65° 1511+237%
Escaldado 4226 +291" 2240+030° 20,93+425% 16,50 +4,18
Esc. + Pulp. 3369+0,29% 2566+0,55% 29,46+0,26" 16,20+ 0,34
Esc. + Pulp. + Past. | 33,00+1,06% 2514+0,602 26,99+0,67% 13,68+1,10

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacion, AE: cambio global de color. Esc.: escaldado,

Pulp.: pulpado, Past.: pauteurizado Los valores representan la media (n = 6) £ SD. Medias con una letra

comun por columna no son significativamente diferentes (p< 0,05)

El color de la guinda fresca se ubico en la zona de rojo—purpura (hue > 15), el

proceso de escaldado cambid fuertemente el color moviéndolo hacia un rojo mas

puro, Chroma aumentd significativamente, es decir se intensificé el color, lo que por

supuesto se manifiestd en un gran cambio global del color (AE = 16,5). Analizando el

efecto del pulpado y pasteurizado se observé que hue, si bien se modifico en 3°,

continué en la zona correspondiente a la tonalidad rojiza-anaranjada y aumento

Chroma, lo que implica una mayor intensidad del color (figura 1ll-4).
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Figura lll-4. Diagrama de color para guinda fresca y los productos obtenidos de la

aplicacion de procesos. Nota: el disco de color central se corresponde con un valor de L* = 50

Las funciones de color obtenidas por los procesos aplicados sobre arandano

escaldado se muestran en la tabla lll-17.

Tabla lll-17. Funciones de color: luminosidad, angulo de tono, saturacién y cambio

global de color en arandano escaldado

L* hue Chroma AE
Fresco 36,46 +2,85°% 27297+288°% 6,00+092%
Escaldado 38,01+0,26" 16,94+0,40° 451+210% 20,67 +0,81
Esc. + Pulp. 19,19+2,03° 12,50+0,89° 841+1,87" 12,54 +0,56
Esc. + Pulp. + Past. | 19,60+2,81°¢ 10,40+2,35° 8,79+2,02" 20,47 +1,27

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacion, AE: cambio global de color. Esc.: escaldado,
Pulp.: pulpado, Past.: pauteurizado Los valores representan la media (n = 6) + SD. Medias con una letra

comun por columna no son significativamente diferentes (p< 0,05)
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Observando en la tabla los valores de hue, se manifiestdé nuevamente que la
fruta fresca es azul; y el color viré hacia los purpuras-rojizos cuando la misma es
escaldada, (figura IlI-5) es decir con un importante componente rojo, lo que implica
un gran de cambio global del color (AE = 20,67). La pulpa pasteurizada es similar a
la escaldada, de color purpura intenso y no se presentaron diferencias estadisticas

significativas (p< 0,05) para la luminosidad, angulo de tono y saturacion.
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Figura llI-5. Diagrama de color para arandano fresco y los productos obtenidos de la

aplicacidon de procesos. Nota: el disco de color central se corresponde con un valor de L* = 50

11l-3.2 Efecto del proceso de deshidratacion

La rosa mosqueta y el cassis fueron las dos matrices seleccionadas para ser
deshidratadas y luego afiadidas en forma de polvo sobre los distintos productos
formulados a fin de elevar la concentracion de acido ascorbico original.

Se selecciond este proceso ya que los frutos de rosa mosqueta, segun puede
observase en la fotografia Ill-6, son complejos y poseen en su parte externa restos
de la infloracién y pelos epidérmicos cuya separacion manual es muy engorrosa, de

alto costo y que traen gran cantidad de problemas durante la separacién por
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pulpado. Debido a que este proceso involucra altas temperaturas lo cual influye

negativamente sobre la concentracion final de acido ascoérbico.

Semillas y
“pelusas”

Fotografia lll-6. Detalles del fruto de la rosa mosqueta.

Los frutos de cassis se presentan en forma de “racimos” y también poseen en su
parte externa restos de infloracién, lo cual dificulta su manejo en fresco y el proceso
de pulpado (fotografia IlI-7).

Fotografia lll-7. Frutos de cassis.

En el caso de la rosa mosqueta se aplicaron tres punciones ecuatoriales en cada
fruto como pretratamiento fisico, a fin producir un dafo mecanico sobre la piel de los
frutos, lo que produce grietas en la capa impermeable facilitando la llegada de
humedad desde el interior hacia la superficie del fruto y reduciendo el tiempo total de
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secado a 4 horas en las condiciones ya detalladas en la seccién IlI-2.1 (Ohaco

Dominguez, 2012).

11I-3.2.1 Fenoles totales, flavonoides, acido ascérbico y poder antirradicalario
En la tabla 1lI-18 se presentan los valores correspondientes a compuestos

bioactivos y poder antirradicalario de rosa mosqueta fresca y deshidratada.

Tabla llI-18. Efecto de la deshidratacion sobre los fenoles totales, flavonoides, acido

ascorbico y poder antirradical de rosa mosqueta

FT Fv PA AA

Fresco 6450 + 1298 1904 +109° 17,38+0,51% 9845+56"

Deshidratado | 8063 +418”" 2463 +1952 19,86 +0,73" 7184 +93%

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g ms), Fv: flavonoides (mg CE/100 g ms), PA: poder
antirradical (mg'1 ms), AA: acido ascérbico (mg/kg ms). Los valores representan la media (n = 3)

+ SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente diferentes (p< 0,05)

El proceso de deshidratacion aumento el contenido de FT, Fv y PA en un 25%,
29% y 14% respectivamente en comparaciéon con los frutos frescos. En cuanto al
contenido de &cido ascodrbico se registréo una disminucién del 27% en el polvo final
obtenido.

A continuacion, en la tabla 1lI-19, se puede observar el efecto del deshidratado
sobre los valores de fenoles totales, flavonoides, acido ascérbico y poder

antirradical en cassis.

Tabla ll1-19. Efecto de la deshidratacion sobre los fenoles totales, flavonoides, acido

ascorbico y poder antirradical de cassis

FT Fv PA AA

Fresco 2473 +87 B 1874 +42° 805+0,30% 1260+26°

Deshidratado | 2934 + 110" 2197 +642% 9,76 +0,29” 900 +45°

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g ms), Fv: flavonoides (mg CE/100 g ms), PA: poder
antirradical (mg™ ms), AA: acido ascorbico (mg/kg ms). Los valores representan la media (n = 3)

+ SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente diferentes (p< 0,05)
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Nuevamente se nota un aumento de los FT, Fv y PA en el producto deshidratado
del 19%, 17% y 21% respectivamente. El contenido de acido ascoérbico en el
deshidratado disminuy6 un 29% en el polvo final obtenido.

Las frutas obtenidas por secado convectivo presentaron mayor contenido de FT,
Fv y PA. Resultados similares fueron reportados por Franceschinis y col., (2015)
para cerezas Lapins, donde el contenido de fenoles totales se incrementé un 30%.
En concordancia con estos resultados, Que y col., (2008) en su estudio sobre el
contenido fendlico y la actividad antioxidante en zapallo deshidratado, informaron un
contenido de FT 4,6 veces superior en secado por aire caliente. Estos autores
consideran que el incremento de polifenoles se consigue a partir de precursores por
reacciones de interconversién de tipo no enzimatico favorecidas por la aplicacion de
de calor durante el secado. Por otro lado, el incremento del poder antirradicalario
podria deberse, a la generacién y acumulaciéon de productos de la hidrdlisis de
polifenoles y antioxidantes del tipo Maillard (Fennema, 2010; Manzocco y col., 2001;
Tuohy y col., 2006; Torres y col.; 2015).

Espinoza y col., (2015) informaron un aumento considerable (5 veces mas) de
flavonoides en membrillo respecto a la muestra original, cuando se trabaja a
temperaturas entre 55 y 65 °C y tiempos entre 160 y 220 minutos. Resultados
similares, de mayores contenidos de compuestos bioactivos al aumentar las
temperaturas de secado de aire convectivo, también se han reportado en el café
(Nicoli y col., 1997a; Sanchez-Gonzalez y col., 2005) y en polvos de semilla de
mango (Soong y Barlow, 2004). Esto probablemente podria ser debido a la
formacion de sustancias fendlicas durante el proceso de secado a 60 °C en una
estufa de aire convectivo.

Piga y col. (2003) realizaron un estudio sobre la influencia de la temperatura del
aire de secado sobre los compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de las
ciruelas pasas. Sus resultados indicaron que el secado a alta temperatura destruyé
las antocianinas y redujo significativamente los flavonoides y el acido ascorbico. El
analisis es, sin embargo, mas complejo cuando se estudian las propiedades
funcionales de los alimentos secos ya que durante el procesamiento los polifenoles,
en su etapa intermedia de oxidacion, pueden tener una mayor potencia antioxidante
que inicialmente y los tratamientos a alta temperatura pueden causar la formacién de
nuevos compuestos, o degradacion de componentes, que tienen una mayor

actividad antioxidante.
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El acido ascérbico es uno de los nutrientes presente en frutas y hortalizas mas
sensibles a la temperatura, pH y luz. De hecho, operaciones como el cortado, o
pelado, sin aplicacion de calor, implican pérdidas considerables (Peinado Pardo,
2011). La pérdida se debe basicamente a la degradacion quimica que sufre dicho
componente debido a la oxidaciéon promovida por la enzima ascorbato oxidasa
(Zanoni y col., 1999). Por otro lado, la ruptura de la compartamentalizacion acelera
su destruccion, ya que se facilita el acceso del oxigeno a la matriz vegetal. En los
frutos perforados (como los de la rosa mosqueta) se estima que la degradacion del
acido ascorbico se debe fundamentalmente a una reaccion oxidativa ya que se ve
aumentada la superficie de exposicién al oxigeno, fendmeno que se observa al
comienzo de la deshidratacion. Este efecto se contrarresta a medida que evoluciona
el secado pues la presencia de esos canales abiertos mecanicamente permite una
rapida eliminacién del agua y, como consecuencia, se reducen las posibilidades de
una degradacion quimica al disminuir la posibilidad de movimiento de los reactivos
en un medio que posee bajo contenido de agua. Pirone y col., 2007 y Marquez y
col, 2006, han reportado que 70 °C es la temperatura éptima para el secado ya que
permite acortar los tiempos de secado y retener altos contenidos acido ascorbico.

El contenido final de acido ascérbico en ambas matrices, a pesar de la
degradacion sufrida por el proceso de deshidratacidon, es comparativamente alto
frente a otros frutos ricos en dicho nutriente. Por ejemplo, 10 gramos de polvo de
rosa mosqueta, que podria afadirse a productos tales como pulpas, helados,
infusiones o yogures aportaria el 160% de la ingesta recomendada por el Cddigo
Alimentario Argentino (Res. GMC N°46/03, Cap. 5). En el caso del polvo de cassis,

10 gramos se corresponderian con el 20% de la IR para esta vitamina.

11I-3.2.2 Contenido de pigmentos

En frutos de rosa mosqueta el profundo color anaranjado o rojo es sinébnimo de
alto contenido de carotenoides que como se sabe, algunos son precursores de
vitamina A y responsables ademas de gran parte de la actividad nutricional y
biolégica que presenta este fruto silvestre. Segun Diez y col. (2008) en la matriz
fresca, recolectada en la zona de El Bolsén, se han identificado y cuantificado:
carotenoides totales 2570 mg/kg de los cuales alrededor del 77% corresponde a
licopeno y el 12% a B-caroteno.
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En la figura Ill-6 se presentan los valores obtenidos de carotenos totales en

fruto fresco y deshidratado (8,3 % humedad), expresados en base seca.

900+

600+

300+

Carotenos Totales (mg/Kg ms)

Fresco Deshidratado
Ii CarotenosTotaIes|

Figura llI-6. Contenido de carotenos totales en frutos frescos y deshidratados

de rosa mosqueta. Nota: la altura de la barra indica el valor medio. Las barras de error

expresan el error estandar.

En la cuantificacion de carotenos totales se obtuvo un valor de 754,2 mg/kg en
fruto fresco de rosa mosqueta, el cual es comparable con valores encontrados en la
bibliografia (Marquez, 2003; Hornero-Méndez y Minguez- Mosquera, 2000). No se
encontraron diferencias significativas (p< 0,05) entre los valores promedio de
carotenos entre la muestra fresca y las muestras perforadas y deshidratadas a 70 °C
(p= 0,05). Comparando los resultados de fruto fresco y deshidratado, se pudo
observar que los carotenos no son afectados por la aplicacion de aire caliente en la
temperatura bajo estudio, ya que el porcentaje de retencién en los frutos
deshidratados es muy elevado (99,7 %). Esto concuerda con lo reportado por
Marquez (2003), quien estudié la evolucion de carotenos durante el secado de
frutos de rosa mosqueta. Se puede inferir que el método de secado bajo las
condiciones de operacion fue satisfactorio para la conservacion de estos nutrientes.
Segun algunos autores la eliminacién de agua hasta un nivel de aproximadamente

12% hace que las sales cuprosas y el acido ascorbico se concentren, estableciendo
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asi un medio reductor, y consecuentemente, un sistema antioxidante que protege a
los carotenos.

En cassis, como en el resto de los berries, nuevamente las antocianinas
monomeéricas son, en gran medida, los pigmentos responsables del color observado.
En la tabla lll-20 se presentan las concentraciones de antocianinas monomeéricas,
%CP e IDA en fruto fresco y deshidratado (12% humedad), expresados en base

seca.

Tabla 111-20. Contenido de antocianinas monoméricas, indice de degradacion de

antocianinas y porcentaje de color polimérico en frutos de cassis.

ACY %CP IDA
Fresco 707 £5° 6+2° 0,93+0,09%
Deshidratado 302+20°8 6+1° 1,11 +0,08

ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100g ms), %CP: porcentaje de color
polimérico, IDA: indice de degradacién de antocianinas. Los valores representan la media
(n = 3) £ SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente
diferentes(p< 0,05)

Luego de la deshidratacion se registra una pérdida del 45% de las antocianinas
monomeéricas. Este resultado era esperable, ya que numerosas investigaciones
(Poei-Langton y Wrolstad, 1981; Garzén, 1998; Garzén y Wrolstad, 2002; De Rosso
y Mercadante, 2007) han demostrado que la interaccion entre las antocianinas vy el
acido ascorbico produciria la destruccion de ambos compuestos, probablemente por
la formacion de peroxido de hidrogeno durante la oxidacion del acido ascérbico
(Fennema, 2010). Las pérdidas se producen tanto en condiciones aerdbicas como
anaerobicas (Poei-Langton y Wrolstad, 1981).

Resultados similares fueron reportados por Forni y col. (1993) donde el 50% de
antocianinas se perdieron durante el tratamiento térmico de cerezas. Stojanovic y
Silva (2007) indicaron una disminucién del contenido de antocianinas de arandanos
deshidratados por corriente de aire de un 69%, en comparacion con frescos. A altas
temperaturas de secado, aumenta la produccién de furfural y 5-hidroximetil-furfural
(HMF), productos intermediarios de la reaccion de Maillard cuando la misma ocurre
a pH acido (Pérez-Locas y Yaylayan, 2010). Teniendo en cuenta el pH del cassis
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fresco (3,3 = 0,1), estos compuestos intermediarios podrian haberse formado
durante las condiciones de secado convectivo.

Ademas, cabe resaltar que la presencia de furfural puede acelerar y/o inducir la
polimerizacién de los flavonoides y las antocianinas (Es-Safi y col., 2000; Stojanovic
y Silva, 2007).

En cuanto a valores publicados para el indice de degradacién de antocianinas,
Michalczyk y col. (2009) indicaron para distintos berries (frutilla, frambuesa y
arandano) secados a 40 °C, valores superiores a los determinados en este trabajo,
en un intervalo entre 1,3-1,8. El valor de IDA obtenido en la muestra fresca se
encuadra dentro del rango esperado, ya que es menor a 1, es decir, no contiene
pigmentos degradados. No se hallaron diferencias estadisticas significativas (p<0,05)
entre los valores de IDA y %CP para las condiciones fresco y deshidratado, lo cual
nos lleva a inferir que un muy bajo porcentaje de ACY se ha polimerizado, es decir,
durante el secado se degradan por otras rutas alternativas ya sean quimicas o
enzimaticas. Michalczyk y col. (2009) recomiendan establecer un IDA limite a partir

del cual la degradacion sea tan significativa que el producto deba ser descartado.

111-3.2.3 Color superficial

En la deshidratacion es esperable que los colores se intensifiquen debido a la
concentracion de los pigmentos dada por la pérdida de agua. Ademas, el desarrollo
de pardeamiento y la polimerizacion de pigmentos que pueden ocurrir a causa del

proceso también pueden contribuir a los cambios de color observados

En la tabla lll-21 se presentan los valores de las coordenadas cromaticas para

rosa mosqueta sometida al proceso de deshidratacion.
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Tabla IlI-21. Funciones de color: luminosidad, angulo de tono, saturacién y cambio

global de color en rosa mosqueta

L* hue Chroma AE

Fresco 36,94 +1418% 3934+093° 49,80+200"
Entero Deshidratado | 30,99+098°¢ 2821+0,37° 29,89+118% 2442 +1,34
Polvo 4947 +055° 66,700,237 2744+1,03% 32,83 +0,41

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacion, AE: cambio global de color. Los valores
representan la media (n = 6) + SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente
diferentes (p< 0,05)

Los frutos frescos presentaron un color rojo-anaranjado (figura IlI-7) muy
intenso. Por efecto de la deshidratacién, disminuyo el parametro a* (a*fresco = 38,52 *
2,07; a@*geshidratado = 26,34 + 0,96) y el parametro b* (b*esco = 31,55 + 0,63; b*geshidratado
= 14,13 + 0,71), que representan (en valores positivos) los rojos y amarillos
respectivamente, lo cual impactd sobre el angulo de tono que se desplazé hacia
menores valores y apreciandose visualmente como una tendencia hacia los
marrones. La mayor diferencia entre ambas condiciones radica en la saturacién del
color observado, donde la muestra deshidratada presenta el menor valor (figura lllI-
7).

Estos frutos experimentaron cambios macroestructurales hacia una contraccién
volumétrica que no es acompafnada por su cuticula cerosa y se traduce en una
superficie rugosa que posee diferente capacidad de reflejar la luz, lo cual impacta
sobre L* (figura llI-7). Diferentes autores han informado que las disminuciones en
los valores de L* se correlacionaron bien con los aumentos en el pardeamiento de

los alimentos (Jiménez y col., 1994; Negi y Roy, 2000).
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Figura lll-7. Diagrama de color para rosa mosqueta fresca y los productos

obtenidos de la deshidratacidn. Nota: el disco de color central se corresponde con un valor de
* =50

En cuanto al polvo obtenido de la molienda del fruto deshidratado, se observo
valores significativamente mayores (p<0,05) de luminosidad, indicando un aspecto
mas palido. Resultados similares para polvo de paprika fueron reportados por Topuz
y col.,, 2009. EI angulo de tono aumentd significativamente (p<0,05) hacia
tonalidades amarillentas-anaranjadas (figura IlI-7).

El mayor cambio global del color, en relacion a la muestra fresca, lo presento el

polvo de rosa mosqueta (tabla IlI-21).

Los frutos de cassis también se sometieron al proceso de deshidratacion y los

resultados obtenidos se muestran en la tabla I11-22.
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Tabla 111-22. Funciones de color: luminosidad, angulo de tono, saturacién y cambio

global de color en cassis

L* hue Chroma AE
Fresco 18,53+0,43" 358,15+091% 3,11+0,83"
Entero Deshidratado | 19,99+0,46" 755+0,17° 2,18+0,08% 212+0,25
Polvo 18,36 + 1,00* 2546+0,22° 1251+0,84% 9,19+0,86

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacion, AE: cambio global de color. Los valores

representan la media (n = 6) + SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente

diferentes (p< 0,05)

Los frutos frescos de cassis presentaron un color purpura-violaceo intenso
debido a la alta concentracion de antocianinas de la matriz (Moyer y col., 2002). Si
bien durante el proceso de deshidratacidon, se registré una pérdida importante de
antocianinas monoméricas (tabla 111-20), este factor no impactdé severamente sobre
el cambio global de color (AE = 2,12 £+ 0,25), como asi tampoco sobre el parametro
a* (@%resco = 3,10 £ 0,83; @*geshidratado = 2,16 + 0,08). EI proceso de deshidratacion
provocé un corrimiento en hue de aproximadamente 10°, pero aun manteniendo la
baja saturacion, lo cual situ6 a la matriz en la zona de las tonalidades purpuras
(figura 111-8).

La molienda del fruto deshidratado elevo el valor del parametro a* (a* geshidratado =
2,16 £ 0,08, a*povo = 11,30 £ 0,74), repercutiendo de manera significativa (p<0,05)
sobre el angulo de tono y la saturacidn y nos permite obtener un polvo purpura-

rojizo (figura 111-8).
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Figura llI-8. Diagrama de color para cassis fresco y los productos obtenidos de la

deshidrataciodn. Nota: el disco de color central se corresponde con un valor de L* = 50

lll-4. CONCLUSIONES

En cuanto a fenoles totales, flavonoides y poder antirradicalario:

e EI proceso de pulpado disminuy6é significativamente (p< 0,05) las
concentraciones de todos los compuestos bioactivos y el PA en zarzamora,
frambuesa y arandano sin escaldar, debido a la incorporacién de aire en la pulpa.

e El proceso de pasteurizado aumenté significativamente (p< 0,05) los valores
en zarzamora, frambuesa y arandano sin escaldar, en relacién al pulpado, producto
de un aumento de la extractabilidad por efecto de temperatura e inhibicién de
enzimas oxidativas nativas.

e El proceso de escaldado de arandano y guinda aumentd significativamente
(p= 0,05) la concentracién de FT, Fv y PA de la pulpa respecto a fruta fresca;
denotando el efecto beneficioso de la aplicacion del pretratamiento.

e El pasteurizado, en matrices escaldadas, no gener6é cambios significativos en

ninguna de las variables cuantificadas respecto al pulpado.
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e La deshidratacion de rosa mosqueta y cassis, aumento significativamente (p<
0,05) la concentracién de FT, Fv y PA e impacta de modo negativo (p< 0,05), sobre
la concentracion de acido ascorbico.

e El elevado contenido de fenoles totales, flavonoides, acido ascorbico y poder
antirradicalario que presentan los polvos los convierten en excelentes aditivos para

aumentar la funcionalidad de diversos alimentos.

En cuanto a evaluacién de color y contenido de pigmentos:

e Durante el pulpado y pasteurizacion de zarzamora, frambuesa y arandano sin
escaldar, se observdé una disminucién significativa (p< 0,05) e importante de las
antocianinas mondmericas que se polimerizaron con el consiguiente aumento de %
CP e IDA.

e La concentracién de ACY en guinda fue la menos afectada por los procesos
aplicados.

e El escaldado previo en arandano, minimizé las pérdidas de antocianinas
monomeéricas en comparacion con la misma matriz sin pretratamiento.

e La concentracién de carotenos de rosa mosqueta no fue significativamente
(p= 0,05) afectada por la aplicacion de aire caliente a 70 °C.

e En cassis, se registr6 una pérdida de ACY muy marcada (45%, p< 0,05),
debido a la interaccion entre las antocianinas y el acido ascorbico.

e |as matrices sometidas a los procesos de pulpado y pasteurizado tuvieron un
significativo (p<0,05) cambio global de color, pero mantuvieron sus tonalidades
dentro de los purpuras-rojizos (el angulo de saturacién varié entre 270 y 25°), es
decir, colores atractivos que facilitan la aceptacién por parte de los consumidores.

e El proceso de deshidratacién afectd significativamente (p< 0,05) el color
superficial en rosa mosqueta, permitiendo obtener un polvo amarrillento-anaranjado.

e El proceso de deshidratacion en cassis permitio obtener un polvo de color
violaceo atractivo sin generar drasticos cambios globales de color.

e La oxidacion de las antocianinas fue mas significativa en la muestra
deshidratada (cassis) en comparacion con las pulpas de otros frutos finos, debido al
elevado contenido de acido ascorbico de esa matriz.

e El polvo de cassis fue el producto que menor cambio global de color presentd

de todas las matrices analizadas.

-148-



CAPITULO Il

Conclusién general

Los resultados presentados otorgan herramientas utiles al momento de la
seleccién de la tecnologia de procesamiento mas adecuada para la obtencion de
pulpas y polvos de frutas finas patagonicos, ya sea para consumo directo o para la
incorporacion a otros alimentos preparados como yogures, mermeladas, infusiones,
postres, etc, a fin de transformarlos en alimentos funcionales, por su alto contenido
en compuestos bioactivos, acido ascorbico, poder antirradical, de muy atractivos

colores.
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IV-1. INTRODUCCION

Debido a su caracter estacional, las frutas finas (de cultivo y silvestres) estan
disponibles por un corto periodo de tiempo para consumo en fresco, por lo que
resulta importante evaluar alternativas de almacenamiento y métodos de
procesamiento que permitan extender su periodo de vida util, preservando al
maximo las caracteristicas de calidad de la fruta fresca original.

Durante las operaciones de acondicionamiento, procesamiento vy
almacenamiento se producen cambios que afectan a las propiedades nutritivas y
funcionales de estos alimentos. Por esta razén, en este trabajo se ha incluido la
evaluacion de los compuestos bioactivos y el color superficial luego de la aplicacion
de los procesos tecnoldgicos (Capitulo Ill) y durante el almacenamiento, periodo en
el cual pueden volverse inestables con el consecuente deterioro de la calidad inicial.

El uso de las pulpas como ingredientes en la elaboracion de distintos productos
(néctares, mermeladas, salsas, helados, yogures, alimentos infantiles, etc) presenta
una serie de ventajas frente al método tradicional de utilizar la fruta fresca como
materia prima, ya que permite la reduccién de costos de almacenamiento por
reduccion de volumen y de transporte, como asi también ampliar el tiempo de

conservacion (Osorio Mora, 2008).

IV-1.1 Conservacion

La conservacion de alimentos puede realizarse por procedimientos quimicos
(modificando la composicién de los productos) o fisicos (por la accion de
determinados factores externos). Los métodos actuales de conservacion permiten
influir adecuadamente sobre la actividad enzimatica y el curso de los procesos
fisicoquimicos que alteran los productos, limitando o anulando por completo la
actividad de los microorganismos (Génzalez, 2011).

Dentro de los métodos de conservacion, una subclasificacién permite distinguir,
de acuerdo a las condiciones de temperatura aplicadas, procesos de preservacion
por calor y frio. Entre los primeros encontramos, principalmente, los estudiados en el
capitulo Ill; mientras que refrigeracion y congelacion se destacan como aquellos

donde la baja temperatura es el factor comun.
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IV-1.1.1 Refrigeracién

Tipicamente las temperaturas de refrigeracion estan comprendidas entre el
punto de congelacién del alimento (-1 °C) y unos 10 °C. Mediante el descenso de la
temperatura se aumenta la vida util del producto fresco o procesado por la
disminucién de la proliferacion de microorganismos, la actividad metabdlica de tejido
y reacciones quimicas o bioquimicas de deterioro. (Mafart, 1994; Ordofiez y col.,
1998)

IV-1.1.2 Congelacién

El poder conservador de este método se debe a la casi total eliminacion del
agua liquida por transformacién en hielo obstaculizando la actividad microbioldgica,
enzimatica, y a la reduccion de la actividad bioldégica por el descenso de la
temperatura que generalmente se lleva hasta un valor entre -10 y -20 °C. Cuando la
congelaciéon y el almacenamiento se realizan adecuadamente, las caracteristicas
organolépticas del alimento y su valor nutritivo se afectan de manera reducida con el
paso del tiempo.

La pérdida de cualidades en alimentos congelados es un proceso gradual, los
cambios son lentos, acumulativos e irreversibles. La mayoria de los productos
congelados tienen una vida media de varios meses. (Mafart, 1994; Ordofiez y col.,
1998).

IV-1.2 Factores que afectan la conservaciéon durante el almacenamiento

El almacenamiento de los alimentos constituye una de las etapas criticas en la
industria de forma general, ya que, durante el mismo hay una pérdida gradual y
acumulativa de la calidad con respecto al tiempo (lIR, 1986).

Las temperaturas de almacenamiento, sus fluctuaciones y los tiempos de
anaquel son los factores principales que afectan la calidad del producto y estos se
conocen como factores TTT (tiempo-temperatura-tolerancia). La vida de anaquel de
casi todos los alimentos congelados, incluyendo los berries, se incrementa al
disminuir las temperaturas al menos entre -18 a -40 °C (Gémez-Sanchez y col.,
2007).

Ademas de los factores temperatura y tiempo, también la presencia de oxigeno y
luz afectan la calidad final del producto almacenado. En el primer caso debido a la
oxidacién por efecto de la incorporacién de aire en la pulpa, lo que constituye un
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serio inconveniente en el procesamiento de frutas (Cheftel y col., 1980; Camacho y
Sanabria, 2005).

El envasado que tiende a excluir el aire desde el tejido de la fruta es uno de los
métodos mas utilizados para matrices vegetales. El reemplazo del oxigeno por
azucares o gas inerte y/o el uso de vacio y peliculas impermeables se utiliza para
prevenir y retardar el oscurecimiento y otros cambios de color (Gradziel, 1988;
Venning y col., 1989, Kallio y col., 1986).

En cuanto a la luz, numerosos autores han reportado el efecto dafino de este
parametro sobre los compuestos bioactivos y el color superficial (Klein y Kurilich,
2000; Chandler y Schwartz, 1987; Jackman y Smith, 1996; Carlsen y Stapelfeldt,
1997; Inami y col., 1996; Kalt y col., 1993).

El objetivo de este capitulo fue estudiar la evolucion de los compuestos
bioactivos, el poder antirradicalario y el color superficial durante el
almacenamiento de las pulpas, por un periodo de un ano, bajo dos
condiciones de conservacion: pasteurizado (en ausencia y presencia de luz a

temperatura ambiente) y congelado (en freezer a -18°C).

IV-2. MATERIALES Y METODOS

Las frutas fueron cosechadas por productores de la zona de la Comarca Andina
del Paralelo 42 en su punto de madurez 6ptimo y enviadas inmediatamente a Villa
Regina, donde se conservaron en heladera a 5°C hasta su utilizacion.

Se realizé un muestreo aleatorio simple, se descartaron aquellos frutos que
presentaban sintomas de avanzado estado de madurez.

Las variedades utilizadas fueron: frambuesa var. Tulameen, zarzamora var.
Thornfree, guindas var. Montmorency y arandanos var. Elliot. Los extractos y las

determinaciones se realizaron por triplicado

IV-2.1 Procesos

Las frutas fueron sometidas a los procesos establecidos en el capitulo Il1-2.1:
pulpado (zarzamora y frambuesa) y escaldado-pulpado (arandano y guinda). El total
de pulpa, por matriz, se dividié en dos fracciones: una se envaso en viales de vidrio,
sellados con precintos metalicos y se pasteurizdé segun lo detallado en capitulo IllI-
2.1; y la segunda se colocé en placas de Petri descartables de 60 mm de diametro,
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las cuales se barrieron con nitrdgeno y se envasaron al vacio con una envasadora

marca Oster Foodsaver V2240 (fotografia IV-1).

Fotografia IV-1. Proceso de envasado al vacio de pulpa de arandano escaldado

IV-2.2 Condiciones de almacenamiento
IV-2.2.1 Almacenamiento Luz/Oscuridad

Las pulpas pasteurizadas envasadas en viales de vidrio se almacenaron a
temperatura ambiente (25°C) en condiciones de anaquel (luz) y en oscuridad
durante 12 meses, tomandose muestras al azar para llevar a cabo el seguimiento en
la concentracién de los compuestos estudiados. Los tiempos establecidos para
extraccion de muestras fueron (en dias): 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300,
360.

IV-2.2.2 Almacenamiento en freezer a -18° C

Las placas con pulpa envasadas al vacio fueron congeladas y almacenadas a -
18°C en freezer durante 12 meses. Se tomaron muestras al azar cada 30 dias para
llevar a cabo el seguimiento en la concentracion de los compuestos estudiados. Los
tiempos establecidos para extraccién de muestras fueron (en dias): 30, 60, 90, 120,
150, 180, 240, 300, 360.

En los esquemas IV-1 y IV-2 se presenta un resumen de los procesos y

condiciones de almacenamiento aplicados.
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ZARZAMORA
FRAMBUESA

J

PULPADO J

.

PASTEURIZADO ENVASADO AL VACIO
EXPOSICION A 252 C FREEZER-182 C

Esquema IV-1. Procesos y condiciones de almacenamiento aplicados a zarzamora y

frambuesa.

ARANDANO
GUINDA

J

ESCALDADO }

J

PULPADO }
J J

PASTEURIZADO ENVASADO AL VACIO

EXPOSICION A 252 C FREEZER -182 C

- v

Esquema IV-2. Procesos y condiciones de almacenamiento aplicados a guinda y

arandano.
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IV-2.3 Determinaciones

= Extraccion de compuestos bioactivos. Se realiz6 segun la metodologia
explicada en el Capitulo I, seccion 1-2.1; utilizando como solvente de extraccion
solucion al 1 % de HCI en etanol y temperatura de 37 °C.

= Fenoles totales (FT). Se realizé segun la metodologia explicada en el
Capitulo I, seccion I-2.1.

= Flavonoides (Fv). Se realiz6 segun la metodologia explicada en el Capitulo |,
seccion |-2.1.

= Poder Antirradical (PA). Se realiz6 segun la metodologia explicada en el
Capitulo I, seccion I-2.1.

= Antocianinas (ACY). Se realizd segun la metodologia explicada en el
Capitulo I, seccion I-2.1.

= Porcentaje de Color Polimérico (% CP). Se realizé segun la metodologia
explicada en el Capitulo lll, seccion [11-2.2.

» indice de degradacion de antocianinas (IDA). Se realizé segin la
metodologia explicada en el Capitulo Ill, seccién I11-2.2.

= Acido Ascérbico Total (AA). Se realizé segin la metodologia explicada en el
Capitulo Il, seccién I1-2.1.

= Color superficial. Se realiz6 segun la metodologia explicada en el Capitulo I,

seccion [1-2.1.

IV-2.4 Andlisis estadistico
IV-2.4.1 Almacenamiento en freezer a -18° C

Para estudiar el efecto del almacenamiento en congelado sobre los compuestos
bioactivos, poder antirradicalario y color superficial, se aplicé un diseno
completamente aleatorizado. Los resultados se evaluaron mediante analisis de
varianza (ANOVA) para un nivel de significancia a = 0,05 y se empleé la prueba de
DGC (Di Rienzo, Guzman, Casanoves) para la comparacion de medias. Se utilizé el

programa estadistico Infostat v. 2012. (Di Rienzo y col., 2012).

IV-2.4.2 Almacenamiento Luz/Oscuridad

En una primera instancia se aplicé un disefio factorial a dos vias (tiempo y
tratamiento luz/oscuridad) completamente aleatorizado donde se encontré que para
la mayoria de las variables hay interaccién, por lo que a los efectos de evaluar el
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tratamiento (luz/oscuridad) se considerd el ultimo punto de medicion con un nivel de
significancia del a = 0,05.

A los efectos de evaluar el tiempo de conservacion y para todos los tratamientos
se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) acompafiado de contraste de tendencias
(lineal y cuadratica) con un nivel de significancia a = 0,05. Se empled la prueba de
DGC (Di Rienzo, Guzman, Casanoves) para la comparacion de medias. Se utilizé el

programa estadistico Infostat v. 2012. (Di Rienzo y col., 2012).

IV-3. RESULTADOS Y DISCUSION

La biodisponibilidad de los fitoquimicos esta influenciada por la matriz y la
microestructura de los alimentos en los que se encuentran, las condiciones de
almacenamiento (luz, oxigeno y temperatura) y el procesamiento térmico al que
estan sometidos (Parada y Aguilera, 2007). Como consecuencia, el conocimiento del
contenido y la estabilidad de éstos en las frutas bajo estudio durante el

almacenamiento es esencial para determinar su funcionalidad.

IV-3.1 Almacenamiento en freezer a -18° C
IV-3.1.1 Fenoles totales, flavonoides y poder antirradicalario
El contenido de fenoles totales, flavonoides y poder antirradicalario en las pulpas

congeladas almacenadas durante un afo se muestra en la tabla IV-1.
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Tabla IV-1.

Efecto del almacenamiento en congelado sobre los FT, Fvy PA de zarzamora, frambuesa, arandano y guinda

Almacenamiento Congelado (meses)
Fruta Control
1 2 3 4 5 6 8 10 12
Fenoles Totales (FT)
Zarzamora 4603 452 +8 % 427 +19° 393 +17°¢ 351+16° 360+14° 334+12° 352+15"° 370 +17° 331+18°
Frambuesa 219+ 124 233+94% 222 +6 4 209 +5° 210+10° 201++8°"° 200+ 108 181 +6° 173+9° 168+7°
Arandano 596+ 10% 616 +3* 526 +18° 463 +14° 466 +19° 473+ 418 °C 475+ 5° 472+20° 47921 ° 465 +20°
Guinda 585 +9 4 593 +12% 58174 485 +21° 437 +9° 446+ £7° 440+10° 426 +18 ¢ 490 + 18 ® 483 +12°
Flavonoides (Fv)
Zarzamora 70+ 4° 63+7° 56+ 3° 68+ 4° 64+3° 64+2° 54+7° 56+2° 58 +5° 67+1°
Frambuesa 42 +3° 342" 32+1° 42" 37+2° 381" 33+3° 35+5° T 41+6°
Arandano 210+ 8 °® 195+ 9 ° 198 + 11 ° 196+ 12° 173+ 15° 181+7° 170+ 5° 160 £ 5° 157 +7° 165 +4°
Guinda 320+7° 313+13° 2014+ 4° 281+3° 268 +8° 265+ 5° 255+ 8° 257+ 3° 250+ 11 ° 267 +17°
Poder Antirradicalario (PA)

Zarzamora 1.75+0,01% 145+000% 147+002% 154+0090% 155+004% 160+005% 186+001% 100+006% 168+003% 1682014%
Frambuesa 1233+001% 068+002% 050+002% 057+002% 054+002% 055+004% 052+002% 052+001% 053+001% 056+003%
Arandano 109+0,05% 158+008% 1492005% 145+0,04% 145+005% 146+0,06% 1442003% 1472002% 1,66x007% 1,580,037
Guinda 080+0,07% 057+001% 053+002% 057+00% 056+002% 064+004% 0532002% 060+£002% 061+003% 0592002%

FT-fenoles totales (mg GAE/100 g). Fv: flavonoides (mg CEA0D g), PA poder antirradical {(mg"). Los valores representan la media (n = 3) + SD_ Medias con una letra comiin por filano son signficativamente
diferentes (p<=0,05)




CAPITULO IV

A los fines de poder realizar un analisis comparativo para estimar
tendencias, se procedié al calculo del porcentaje de retencion de los
compuestos bioactivos y el poder antirradicalario, en el tiempo, considerando

las cuatro matrices bajo estudio (figuras IV-1, IV-2 y IV- 3).

111 1

100
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% Fenoles Totales
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Figura IV-1. Porcentaje de fenoles totales a lo largo del tiempo de

almacenamiento congelado. Nota: la altura del punto indica el valor medio. Las barras de

error expresan el error estandar.

El contenido de fenoles totales disminuy6 a lo largo del almacenamiento
congelado para las cuatro pulpas estudiadas. Las principales diferencias
radicaron en las cinéticas de disminucion ya que, para zarzamora y arandano
se reqgistr6 a partir de los 30 dias de almacenamiento un decaimiento
significativo (pérdida entre 10 y 15%), mientras que en guinda recién luego de
60 dias la concentracion disminuyd un 17%. Los fenoles totales de frambuesa
presentaron la mayor estabilidad en los primeros 6 meses con una retencion
del 95%. Luego del ano de almacenamiento todas las matrices retuvieron entre
un 70 y 87% de los fenoles totales

Bunea y col. (2008) concluyeron en su estudio sobre fenoles totales de
espinaca que, si bien, el almacenamiento puede afectar negativamente la
cantidad total de compuestos fendlicos, algunos de los fenoles simples pueden
aumentar su concentracion como resultado de la descomposicidon de
estructuras supramoleculares que los contienen, lo cual podria explicar la

presencia de oscilaciones en las curvas de las figura IV-1.
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CAPITULO IV

Tarkben y col. (2010) evaluaron el efecto del congelado y almacenamiento,
durante 6 meses, en freezer sobre acido elagico, principal acido fendlico
presente en frambuesa y zarzamora (Rommel y Wrolstad, 1993; Hakkinen vy
col. 1999a, b) y denotaron una pérdida marcada que depende de la variedad
estudiada: 49-50% en frambuesa (var. Aksu y Heritage respectivamente) y 28,
32 y 66 % en zarzamora (var. Jumbo, Chester y Bursa 2 respectivamente).
Concluyen que esa disminucion podria estar relacionada con la liberacion de la
PPO (responsable de la oxidacion de los polifenoles a quinonas) ligada a la
pared celular cuando se produce la disrupcion de la misma por congelacion.

El aumento en la concentracion del sistema enzimatico fue corroborado por
De Ancos y col. (2000), quienes reportaron un incremento de la PPO, luego de
un afo, de 34% y 19% en frambuesas var. Heritage y Rubi. La disminucion del
contenido de fenoles totales (23%) en frambuesas var. Zeva informado por
estos autores para el mismo periodo de tiempo se condice con lo hallado en la
presente investigacion.

Poiana y col. (2010) informaron disminuciones significativas en la
concentracion de FT en berries almacenados a -18 °C durante 10 meses: 28%
en arandano, 42 % en zarzamora y 47% en frambuesa; en todos los casos los
valores fueron superiores a los obtenidos en este trabajo (20% para zarzamora
y arandano y 21% para frambuesa), quizds debido al hecho de que estos
autores trabajan con fruta entera, mientras que en esta seccion se analizé fruta

ya procesada.

En la figura IV-2 se presenta la evolucidén del porcentaje de flavonoides en

las cuatro matrices a lo largo del almacenamiento congelado durante un afio
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Figura IV-2. Porcentaje de flavonoides a lo largo del tiempo de

almacenamiento congelado. Nota: la altura del punto indica el valor medio. Las barras de

error expresan el error estandar.

Para esta variable no se hallaron diferencias significativas (p<0,05) en
zarzamora y frambuesa, y se destaca que ambas matrices, que pertenecen al
género Rubus, presentaron el mismo comportamiento en el tiempo. En
arandano y guinda se observaron disminuciones en la concentracion, a lo largo
del afio de almacenamiento, del 21% y 17% respectivamente.

Hakkinen y col. (2000) realizaron un estudio sobre el procesamiento
doméstico y almacenamiento de berries en el cual cuantificaron flavonoides
individuales (quercetina, kampferol y mirecetina) y destacaron el efecto
protector de la vitamina C sobre estos compuestos en matrices con alto
contenido, como frambuesa y cassis. Ademas reportaron el variado
comportamiento de cada uno de los flavonoides cuantificados; concluyendo
que mirecetina y kaempferol son mas susceptibles al almacenamiento
congelado que quercetina.

Segun Poiana y col. (2010) es probable que la disminucion significativa de
flavonoides se deba al contenido de agua no congelada. La actividad y la
velocidad de las reacciones enzimaticas alcanzan valores maximos en las
capas de agua liquida en frutas congeladas. Tal vez, este fenédmeno contribuya
a la modificacion de compuestos quimicos, incluyendo sustancias
biolégicamente activas. En los productos congelados las reacciones
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CAPITULO IV

enzimaticas son lentas, pero no se encuentran completamente bloqueadas. En
general, la actividad de las enzimas en los berries congelados esta ligada a la
presencia de agua no congelada. A una temperatura de -18 ° C, en las matrices
congeladas, el contenido de agua liquida representa aproximadamente el 11%
del agua total.

Ademas, después de la congelacién, los solutos pueden estar
sobresaturados en la fase no congelada. Con el tiempo, estos solutos pueden
cristalizar o precipitar y cambiar las cantidades relativas y concentraciones
reales. Por lo tanto, la fuerza ionica y el pH pueden cambiar debido a las
proporciones cambiantes de los componentes del buffer. Estos factores
también afectan la estabilidad, provocando cambios en las caracteristicas de
las moléculas en solucion (Kobs, 1997).

La evolucién del poder antirradical en las frutas durante el almacenamiento
congeladas se muestra en la figura IV-3. De las matrices bajo estudio, la
frambuesa fue la que presentd mayores variaciones, con una pérdida del 58%
del poder antirradicalario, seguida por guinda (26%) y arandano (21%). En
zarzamora no se hallaron diferencias significativas (p<0,05) al finalizar el afio

almacenamiento a -18 °C.

174
974
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0 1 2 3 4 5 6 8 10 12
Tiempo (dias)
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Figura IV-3. Porcentaje de poder antirradicalario a lo largo del tiempo de

almacenamiento congelado. Nota: la altura del punto indica el valor medio. Las barras de

error expresan el error estandar.
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CAPITULO IV

Varios autores han reportado la disminucién del poder antirradical durante
el almacenamiento congelado de berries y cherries (De Ancos, 2000; Poiana,
2010; Chaovanalikit y Wrolstad, 2004), concluyendo que el porcentaje de
retencion final dependera de la especie y dentro de ella las distintas variedades
también tienen influencia.

Ademas, se recomienda considerar las condiciones en la cual se realice el
almacenamiento y los extractos. Por ejemplo Zhao, (2007) estudio las
fluctuaciones de temperatura del equipo de frio, y concluy6é que los gradientes
de temperatura dentro de un producto durante el almacenamiento congelado
pueden resultar en la migracion de la humedad con el consecuente cambio en
la concentracién de las sustancias. Scibisz y Mitek (2007) observaron el
impacto del método de descongelacion (temperatura ambiente y refrigeracion)
informando fluctuaciones en la concentracion de pigmentos entre ambas

condiciones.

IV-3.1.2 Contenido de pigmentos

En la tabla IV-2 se presentan los datos para la concentracion de ACY, %
CP e IDA a lo largo de un afo de almacenamiento para las pulpas de
zarzamora, frambuesa, arandano y guinda.

Las antocianinas monomeéricas, presentaron muy buenos porcentajes de
retencion a lo largo de los 12 meses de almacenamiento (figura IV-4) siendo
zarzamora y guinda las frutas mas afectadas con solo un 14% de pérdida. En
frambuesa y arandano no se registraron diferencias significativas (p<0,05) a lo

largo del afio de almacenamiento para la concentracién de ACY.

-171-



-L8lL-

Tabla IV-2. Efecto del almacenamiento congelado sobre ACY, % CP e IDA de zarzamora, frambuesa, arandano y guinda

Almacenamiento Congelado (meses)

Fruta Control
1 2 3 4 5 6 g 10 12
Antocianinas (ACY)
Zarzamora 182 + 34% 168 +7° 157 +6 ° 158 +5° 151 +3° 162 +3° 165+ 3 ° 164 +5 8 163 +5° 157 +6 °
Frambuesa 46+3" AT £1 48 42134 41+3%° 43+2% 42424 44 +1 4 43 +2 4 44+ 24 45+ 2 *
Arandano 172 +10% 172+ 9% 164 +6~ 166 +2~ 186 +3" 164++ 5" 173447 167 +3 7 176 £ 4° 168 +4 %~
Guinda 28 +3* AT 22+1°8 P e 23+1° 23+1°8 23+1°8 22418 23+2°8 24+ 28
Porcentaje de Color Polimérico (% CP)
Zarzamora 20+ 2° 19+2° 19+3° 21 x4 20+0° 27422 19+1° 1§+2° 20+1° 20+ 2 ®
Frambuesa 34:0° 34+5° WB/+1° 3F+2° 32+0° M+3° 32+2° 33+2° 32+2° 33+2°
Arandano 132" 12+1° 12+1° 11+2° A 12 42° PR 13+£1° 1412° 1442°
Guinda 24+3° 23E1° 5% o 26+0° 264+2° 2 TES e 2515 26+1° 2413° 25+3°
indice de Degradacion de Antocianinas (IDA)
Zarzamora 1,16+002% 117+002% 119+001* 120+0,00* 1,18+002% 1,19+001* 121+002* 1,18+001* 120+0,01* 1,19+002%*
Frambuesa 121+002% 124+002% 122+001% 121+£002% 122+001% 121+002% 1212001% 12320007 1252001% 1222002%
Arandano 111+001% 110+002% 109+001% 110+001% 110+000% 109+001% 110+002% 113+001%* 112+000% 1,11+0,02%
Guinda 1,32 +0,06% 127+001% 136+002% 1,37+001" 131+0,00% 1,37+0,02% 1,30+0,03% 132+0,03% 1,30+005% 1,24+0,03%

ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100g ms), %CP: porcentaje de color polimérico, IDA: indice de degradacidn de antocianinas. Los valores representan la media (n =3) £ SD.
Medias con una letra comun por fila no son significativamente diferentes (p<=0.,05
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Figura IV-4. Porcentaje de ACY en las pulpas estudiadas durante el

almacenamiento congelado. Nota: la altura del punto indica el valor medio. Las barras de

error expresan el error estandar.

El porcentaje de color polimérico es otro parametro que representa la
degradacion de los pigmentos antocianicos, e indica cuanto del color percibido
se debe a los compuestos derivados de las antocianinas. La evolucion del %
CP se presenta en la figura IV-5. Ninguna de las matrices presentoé diferencias
significativas (p<0,05) en el tiempo de almacenamiento, lo cual es consistente
con el comportamiento de las ACY. Los mayores valores los presentd
frambuesa, seguido por guinda, zarzamora y finalmente arandano

Los % CP de tiempo cero pueden responder a la formaciéon de complejos
de los pigmentos con otros polifenoles, pudiendo incluir a los compuestos
pardos producidos por via enzimatica debido a la descompartimentalizacion
llevada a cabo durante el procesamiento de la muestra. Varios estudios, sobre
distintos productos (pulpa de frambuesa, cerezas vy frutillas enlatadas,
productos a base de frambuesa negra, productos procesados de arandanos) en
los que se analiz6 el procesado junto al almacenamiento, han demostrado que
a medida que se produce un descenso en el contenido de antocianinas
monomeéricas el porcentaje de color polimérico se ve incrementado (Ochoa y
col. 1999; Chaovanalkit y Wrolstad, 2004; Ngo y col. 2007; Brownmiller y col.,
2008).
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Figura IV-5. Porcentaje de CP en las pulpas estudiadas durante el
almacenamiento congelado. Nota: la altura del punto indica el valor medio. Las barras de
error expresan el error estandar.

El indice de degradacién de antocianinas (IDA) es indicativo de la

proporcion de antocianinas degradadas en la muestra y sus valores a lo largo

del almacenamiento se muestran en la figura IV-6.
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Figura IV-6. indice de degradacion de ACY en las pulpas estudiadas durante el

almacenamiento congelado. Nota: la altura del punto indica el valor medio. Las barras de

error expresan el error estandar.
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Teniendo en cuenta que el indice se basa en el principio de que las
mediciones obtenidas a pH 1,0 incluyen la absorcion total de los pigmentos,
mientras que la diferencia en la absorcién entre el pH 1,0 y 4,5 se debe
unicamente a las antocianinas no degradadas, las muestras que no contienen
pigmento degradado u otros compuestos pardos deberian dar valores de IDA
cercanos a la unidad.

Solamente para zarzamora se registr6 un aumento del 2,5% entre el IDA
correspondiente al valor inicial y luego del almacenamiento congelado por un
afno.

En guinda, si bien no se registraron cambios significativos (p<0,05), los
valores para el indice a tiempo cero fueron los mas elevados, lo cual indicaria
una mayor proporcion de antocianinas degradadas, debido probablemente a la
pérdida de pigmentos durante la preparacion de la muestra o en la etapa de

extraccion para el analisis.

IV-3.1.3 Color superficial

Los datos iniciales y finales de la luminosidad, angulo de tono y saturacién
de las pulpas congeladas se presentan en la tabla IV-3.

Tabla IV-3. Funciones de color en las matrices bajo estudio durante el

almacenamiento congelado

Tiempo
Fruta L* hue Chroma
(meses)
0 2161+1,38% 16,36+1,25° 7,07+0,63%
Zarzamora X
12 19,89+ 135" 1863+0,59% 9,27+0,87"
0 20,97 +0,38°¢ 2511+0,65° 30,54 +0,54%
Frambuesa .
12 2998 +0,438 2599+0,36° 29,81+0,62°
0 20,92 +0,58° 10,27+0,58° 8,07+0,61"°
Arandano .
12 20,52 +0,89° 1234+0,73¢ 9,32+0,26°
0 28,04 +0,68°F 2827+1,09" 2911+1,71°%
Guinda i
12 19,80+1,35F 20,84+0,70¢ 7,37+0,92F

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacion. Los valores representan la media

(n = 6) £ SD. Medias con una letra comun por columna y por fruta no son significativamente

diferentes (p< 0,05)
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A los fines de evaluar el cambio global de color en las muestras se

determin®, a lo largo del almacenamiento, los valores de AE (figura IV-7).

24,22+
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Figura IV-7. Cambio global de color en pulpas congeladas por 12 meses.

Nota: la altura del punto indica el valor medio. Las barras de error expresan el error estandar.

En arandano, la variacion de color superficial, en la pulpa, fue
practicamente imperceptible a lo largo del afio de almacenamiento (AE=1,35),
hallando sélo diferencias significativas (p<0,05) para el angulo hue, que si bien
varid dos grados, se mantuvo dentro de las tonalidades purpuras-rojizas, sin

modificar su intensidad (fotografia IV-2)

Tiempo Tiempo
0 meses 12 meses

Fotografia IV-2. Pulpa de arandano - almacenamiento congelado
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La pulpa de zarzamora present6 una variacion (AE=5,28) de cinco puntos
con respecto al tiempo cero, disminuyendo su luminosidad e incrementando el
angulo hue y la saturacion, es decir, su color se desplazo hacia los rojos pero

sin perder el atractivo (fotografia IV-3)

Tiempo Tiempo
0 meses 12 meses

Fotografia IV-3. Pulpa de zarzamora - almacenamiento congelado

El color final de la pulpa de frambuesa almacenada a -20° C durante un
afno fue un rojo intenso, mas luminoso que el de la muestra original. L* fue el
unico parametro en el cual se hallaron diferencias significativas (p<0,05) lo cual

impacto sobre el cambio global del color (AE=9,05) (fotografia IV-4).

Tiempo Tiempo
0 meses 12 meses

Fotografia IV-4. Pulpa de frambuesa - almacenamiento congelado
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La matriz que mayor AE presentd (AE=23,01) fue la pulpa congelada de
guinda, con cambios visuales muy notorios a partir de los 60 dias. Hubo una
pérdida muy marcada de luminosidad, de rojos (a*control = 25,62 + 1,25; a*anual =
7,24 + 0,50) y amarillos (b*controt = 13,81 £ 1,28; b*anua = 2,62 £ 0,26), que
provocd un corrimiento en hue y Chroma, expresando un color rosa palido
(fotografia IV-5).

Tiempo Tiempo
0 meses 12 meses

Fotografia IV-5. Pulpa de guinda - almacenamiento congelado

IV-3.2 Almacenamiento a temperatura ambiente en condiciones de luz-
oscuridad
IV-3.2.1 Fenoles totales, flavonoides y poder antirradicalario

La utilizacion de las pulpas, como alimentos funcionales o como
ingredientes para nuevos productos, requiere el conocimiento de la estabilidad
en el tiempo, con el fin de adaptarlas a las condiciones de uso durante la
elaboracidn, el envasado y la distribucion. En particular, los compuestos
bioactivos presentan alta susceptibilidad a diversos factores quimicos y fisicos.
Por lo tanto, es necesario evaluar la estabilidad de estas pulpas durante el
almacenamiento a temperatura ambiente en presencia o ausencia de luz.

En la tabla IV-4 se informan las concentraciones en los compuestos
bioactivos analizados en la pulpa de zarzamora control y luego de doce meses
de almacenamiento en condiciones de luz y oscuridad. Solo se observo

disminucion significativa de FT respecto a la pulpa en el tiempo cero.
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Tabla IV-4. Valores de los FT, Fv y PA en pulpa de zarzamora en las

condiciones ensayadas

Meses de
Tratamiento FT Fv PA
almacenamiento
0 Control 378 + 134 50+22 064+0,05"
12 Luz 315+ 1568 55+4° 064003
12 Oscuridad 314+78 54+4° 065+0,01"

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical (mg™).
Los valores representan la media (n = 3) + SD. Medias con una letra comun por columna no son

significativamente diferentes (p< 0,05)

Observando la figura IV-8 (FT, Fv y PA) y del analisis estadistico surge
que luego de los 360 dias de almacenamiento de la pulpa no se encontraron
diferencias significativas (p<0,05) entre condicién de luz y oscuridad para los
tres parametros.

En cuanto a la variable FT (figura IV-8.a), su concentracién a lo largo del
tiempo total de estudio disminuyé en un 17% (oscuridad) y del andlisis de
contraste de las curvas se observa tendencia asintética (contraste lineal y
cuadratico p<0,0001), es decir la concentracion disminuyé hasta
aproximadamente los 6 meses de almacenamiento, manteniéndose luego

constante alcanzando un valor aproximado de 314 mg GAE/100 g pulpa.
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Figura IV-8. FT, Fvy PA en pulpa de zarzamora almacenada en condiciones de luz y oscuridad. Nota: la altura del punto indica el

valor medio. Las barras de error expresan el error estandar.



CAPITULO IV

En Fv la tendencia observada fue lineal (p<0,0001). A lo largo de los
primeros 50 dias de analisis la concentracién se redujo, pero a los 12 se
recupero un 93% de la concentracidn inicial, (figura IV-8.b).

En cuanto al poder antirradicalario (figura IV-8.c), la tendencia de la nube
de puntos fue asintética (p<0,05 para ambos comportamientos), lo que indico
una oscilacion en los valores hasta los 180 dias, a partir del cual comenzaron a
aumentar, sin diferencias en el punto final respecto al valor control.

Al considerar la matriz frambuesa se observaron marcadas disminuciones
para Fvy PA alo largo del afio de almacenamiento, pero un incremento de los
FT (figuralV-9 a, by c).

En la tabla IV-5, se presentan los datos correspondientes a las
concentraciones de compuestos bioactivos y poder antirradicalario para tiempo

cero y luego de 12 meses en las condiciones estudiadas.

Tabla IV-5. Valores de los FT, Fv y PA en pulpa de frambuesa en las

condiciones ensayadas

Meses de
Tratamiento FT Fv PA
almacenamiento
0 Control 165+ 6 ° 37+1°2 0,76 £ 0,04
12 Luz 173 £ 4~ 18+1°¢ 0270017
12 Oscuridad 185+ 10 A 24+3°%  029+001%

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical (mg™).
Los valores representan la media (n = 3) £ SD. Medias con una letra comun por columna no son
significativamente diferentes (p< 0,05)
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CAPITULO IV

La tendencia presentada por los FT fue asintdtica (contraste lineal y
cuadratico, p<0,0001), aumentando luego de 360 dias un 12% su
concentracion inicial (figura IV-9.a). Se observaron en ambas curvas
oscilaciones, con una tendencia de los valores a mantenerse constantes luego
de los 8 meses. No se hallaron diferencias significativas (p<0,05) para las
condiciones de luz y oscuridad en el punto final.

Para flavonoides la curva present6 tendencia lineal (p<0,0001), registrando
a los 45 dias una marcada disminucion sobre todo para la condicién de anaquel
(40 % para luz y 22% para oscuridad), la cual se mantuvo hasta los 8 meses
donde nuevamente vuelvié a decaer hasta alcanzar una retencion de 65% en
oscuridad y 49% en luz (figura IV-9.b). El efecto sobre las muestras de la
exposicion a la luz fue significativo (p<0,05).

El poder antirradicalario (figura IV-9.c) presenta una tendencia lineal
(p<0,0001) de disminucién, mostrando pérdidas del 40% en solo 15 dias, que
continuan hasta alcanzar un 65% total al final del almacenamiento. No se
registraron diferencias significativas (p<0,05) entre las condiciones de luz y
oscuridad.

La matriz arandano se comportdé de manera mas estable que las anteriores,
ya que solo se detectaron diferencias en la concentracion de FT a lo largo del
afno de conservacion (figura IV-10) y en los puntos finales, no se hallaron

diferencias significativas (p<0,05) por la exposicion a la luz (tabla IV-6).
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CAPITULO IV

Tabla IV-6. Valores de los FT, Fv y PA en pulpa de arandano en las

condiciones ensayadas

Meses de
Tratamiento FT Fv PA
almacenamiento
0 Control 441 + 44 148 +2% 0,81+0,05"
12 Luz 350+ 108 141+2° 0,78+0,04%
12 Oscuridad 358 +7°8 145+3% 0,81+0,02%

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical (mg™).
Los valores representan la media (n = 3) + SD. Medias con una letra comun por columna no son

significativamente diferentes (p< 0,05)

En fenoles totales, el contraste de tendencia resulté lineal (p<0,0001), la
concentracion disminuydé a lo largo del almacenamiento (figura IV-10.a), se
registré una mayor pendiente luego de los 30 dias y no se hallaron diferencias
significativas (p<0,05) entre luz y oscuridad (tabla IV-6). La retencion final fue
del 80%.

Para flavonoides la tendencia registrada en la curva fue cuadratica
(p<0,0001); la concentracién se mantuvo estable hasta los 3 meses donde
comenz6 a aumentar por un lapso de 90 dias, para luego recuperar su valor
inicial (figura IV-10.b). No se registraron modificaciones por efecto del
almacenamiento en luz y oscuridad (p<0,05).

El poder antirradicalario también mostr6 una tendencia cuadratica
(p<0,0001); disminuy6 a partir de los 45 dias hasta los 4 meses luego recuperé
su valor inicial, sin registrar efecto por exposicién a la luz (figura IV-10.c).

En la figura IV-11 se presenta el contenido de FT, Fv y PA en pulpa de

guinda almacenada bajo las condiciones de estudio.
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CAPITULO IV

En la tabla IV-7 se observan los valores correspondientes a los
compuestos bioactivos y el poder antirradicalario de pulpa de guinda

almacenada en condiciones de anaquel y oscuridad por 12 meses.

Tabla IV-7. Valores de los FT, Fv y PA en pulpa de guinda en las condiciones

ensayadas
Meses de
Tratamiento FT Fv PA
almacenamiento
0 Control 554 + 33~ 356+22 1,05+0,06"
12 Luz 422 +68 232+10° 0,60+0,02%
12 Oscuridad 428 + 3B 238+2° 061+0,01F%

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical (mg™).
Los valores representan la media (n = 3) £ SD. Medias con una letra comun por columna no son

significativamente diferentes (p< 0,05)

El contraste de tendencias para fenoles totales indic6 un comportamiento
lineal (p<0,0001) en el tiempo (figura IV-11.a), siendo muy significativo el
descenso de la concentracion entre los 2 y 4 meses de almacenamiento (21%
de pérdida en la condicion de luz) y estabilizandose a partir de los 6 meses
para alcanzar una retencién total del 76%. No se hallaron diferencias
significativas por exposicion a la luz (p<0,05).

Los flavonoides también disminuyeron de forma lineal (p<0,0001), con un
marcado descenso en los primeros 45 dias de almacenamiento (34% en
condicion de anaquel) y a partir de alli las concentraciones oscilaron en una
zona de retencion del 65-75% (figura IV-11.b). Nuevamente no se detectaron
diferencias por el almacenamiento en condicion de luz y oscuridad (p<0,05).

El poder antirradical registré6 una disminucion significativa (40%) luego de
los primeros 15 dias y luego se estabilizé alcanzando un porcentaje final de
retencion del 57% (figura IV-11.c). No se registr6 efecto significativo de la
exposicion a la luz (p<0,05).

En general, la matriz menos afectada por el almacenamiento fue la pulpa
pasteurizada de arandano, seguida por zarzamora. En guinda y frambuesa se

detectaron las mayores variaciones en los compuestos bioactivos y PA.
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CAPITULO IV

En zarzamora, arandano y guinda se registraron disminuciones en la
concentracion de FT entre el 17 y 24%. Varios autores informaron pérdidas de
estos compuestos durante el almacenamiento, a temperatura ambiente, de
productos de berries y cherries, incluidas pulpas (Hakkinen y col., 2000;
Chaovanalitik y Wrolstad, 2004; Savikin y col., 2009; Aaby y col., 2007; Hager y
col., 2010; Gancel y col., 2011). En el caso de frambuesa, el valor se elevo un
12%, lo cual coincide con lo hallado por Zafrilla y col. (2001) para la misma
matriz almacenada en oscuridad a 20° C. Los autores cuantificaron taninos
hidrolizables y registran una disminucion de los mismos que se traduciria en un
aumento de 4cido elagico por despolimerizacion de los primeros.

De acuerdo a Gancel y col. (2011) el comportamiento variable en el
contenido de fenoles totales se puede deber a aumentos en la concentracion
de acido elagico (acido fendlico) por ser un subproducto de la degradacién de
elagitaninos y disminuciones, porque es susceptible de degradacion y
precipitacion.

Dentro del término genérico “fenoles totales”, se incluyen sustancias de
diversas familias quimicas entre las que se encuentran los flavonoides, que a
su vez contienen, entre otros compuestos a las antocianinas (Gonzalo Rivas y
Garcia Alonso, 2002). Las disminuciones en los flavonoides podrian ser
consecuencia de la polimerizacion de pigmentos antocianicos (seccion IV-
3.2.2). Varios autores reportaron que los flavonoides son altamente sensibles a
la degradacion en presencia de luz visible y UV (Jackman y Smith, 1996; Klein
y Kurilich, 2000), aunque en la presente investigacién solo se detecté ese
efecto en la matriz frambuesa.

El poder antirradicalario presenté comportamientos diversos, ya que
disminuy6 en dos matrices y permanecio sin alteraciones en las demas. Esto
sugiere que hay multiples factores que influyen en el PA, entre los que se
puede mencionar las pérdidas significativas en las antocianinas, la influencia de
otros compuestos fendlicos que se mantienen estables y las antocianinas

poliméricas que se forman a lo largo del almacenamiento (seccion IV-3.2.2).
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CAPITULO IV

IV-3.2.2 Contenido de pigmentos
En la tabla IV-8 se presentan los valores para el contenido de ACY, % CP
e IDA en las muestras de pulpas de zarzamora almacenadas a temperatura

ambiente en condiciones de anaquel y oscuridad.

Tabla IV-8. Contenido de de ACY, IDA y % CP en pulpa pasteurizada de

zarzamora.
Meses de
Tratamiento ACY % CP IDA
almacenamiento
0 Control 133 +4 A 16+1° 121+001°
12 Luz 19+0°¢ 61+12 2.08+0,02%"
12 Oscuridad 26+0°B 54+0° 1,82+001F%

ACY: antocianinas monomeéricas (mg cianidina-3-glu/100g ms), %CP: porcentaje de color polimérico,
IDA: indice de degradacion de antocianinas. Los valores representan la media (n = 3) £ SD. Medias

con una letra comun por columna no son significativamente diferentes(p< 0,05)

Durante el ano de almacenamiento la pérdida de ACY fue significativa
(p=<0,05) siendo notorio el impacto de la exposicion a la luz. Se logré una
retencion del 20% en oscuridad y del 14% en luz (figura IV-12). La tendencia

de las curvas obtenida a través del contraste fue lineal (p<0,0001).
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Figura IV-12. Porcentaje de ACY y CP en pulpas pasteurizadas de
zarzamora bajo las condiciones de estudio. Nota: la altura del punto indica el valor

medio. Las barras de error expresan el error estandar.

-189-



CAPITULO IV

El porcentaje de color polimérico se incrementa a medida que las
antocianinas monomeéricas se degradan, indicando su polimerizacién (Wrolstad,
2005). Nuevamente se observé el efecto de la exposicion a la luz.

El IDA también presento diferencias significativas (p<0,05) por el tiempo de
almacenamiento y la exposicion a la luz, incrementandose un 72% en luz y
50% en oscuridad.

Las ACY de la pulpa pasteurizada de frambuesa sufrieron un mayor
impacto por el almacenamiento a temperatura ambiente, los valores

correspondientes se presentan en la tabla IV-9.

Tabla IV-9. Contenido de de ACY, IDA y % CP en pulpa pasteurizada de

frambuesa.
Meses de
Tratamiento ACY % CP IDA
almacenamiento
0 Control 34+1 7 36+2° 138+002C
12 Luz 0,34 +0,03° 94+3?% 824+0,03"
12 Oscuridad 1+08B 86+2° 536+035%

ACY: antocianinas monomeéricas (mg cianidina-3-glu/100g ms), %CP: porcentaje de color polimérico,
IDA: indice de degradacion de antocianinas. Los valores representan la media (n = 3) £ SD. Medias
con una letra comun por columna no son significativamente diferentes(p< 0,05)

Las antocianinas monomeéricas decrecieron de forma lineal (p<0,0001) vy,
acompanando ese comportamiento, el color polimérico se incrementd (figura
IV-13). La disminucion de ACY impacta directamente sobre el IDA que ademas
se ve influenciado por la condicion de anaquel ya que sextuplicd su valor en

presencia de luz, mientras que lo cuadriplicé en oscuridad.
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Figura IV-13. Porcentaje de ACY y CP en pulpas pasteurizadas de

frambuesa bajo las condiciones de estudio. Nota: la altura del punto indica el valor

medio. Las barras de error expresan el error estandar.

En arandano el efecto del almacenamiento fue similar al hallado para
zarzamora, con retencion de ACY del 26% en oscuridad y 20% en luz luego del
ano (tabla IV-10). El % CP se incrementé a medida que la concentracion de
ACY decaia, arrojando significancia para tendencia lineal en ambos casos

(p=<0,0001), lo cual puede observarse en la figura IV-14.

Tabla IV-10. Contenido de de ACY, IDA y % CP en pulpa pasteurizada de

arandano.
Meses de
Tratamiento ACY % CP IDA
almacenamiento
0 Control 147 + 4 A 11+1° 112+000C
12 Luz 30+1° 54+22% 1460027
12 Oscuridad 39+18 39+3°  139+0,04%

ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100g ms), %CP: porcentaje de color polimérico,
IDA: indice de degradacion de antocianinas. Los valores representan la media (n = 3) + SD. Medias

con una letra comun por columna no son significativamente diferentes(p< 0,05)

En cuanto al IDA, se destaca el pequefio incremento en comparacion con

las otras matrices (30% en condicion de anaquel y 24% en oscuridad), lo que
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CAPITULO IV

estaria indicando una baja proporcion de pigmentos pardos al final del tiempo

de almacenamiento.
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Figura IV-14. Porcentaje de ACY y CP en pulpas pasteurizadas de
arandano bajo las condiciones de estudio Nota: la altura del punto indica el valor

medio. Las barras de error expresan el error estandar.

Las ACY en pulpa pasteurizada de guinda practicamente desaparecieron
luego de un ano de almacenamiento, reteniendo un 6% en condicién de
oscuridad y 3,5% en luz (Tabla IV-11). Nuevamente los valores se
acompanaron con un alto % CP, que superd el 90 %, e indices de degradacion

gue se incremento entre cuatro y seis veces por encima del valor inicial.

Tabla IV-11. Contenido de ACY, IDA y % CP en pulpa pasteurizada de

guinda.
Meses de
Tratamiento ACY % CP IDA
almacenamiento
0 Control 17 +1 4 49+4° 148+007C)
12 Luz 0,60 + 0,05 © 94+12 8,62+0,05"
12 Oscuridad 1+08 90+1° 6,35+0,07%

ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100g ms), %CP: porcentaje de color polimérico,
IDA: indice de degradacion de antocianinas. Los valores representan la media (n = 3) + SD. Medias

con una letra comun por columna no son significativamente diferentes(p< 0,05)
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CAPITULO IV

Las tendencias de aumento y disminucion se correspondieron

significativamente (p<0,0001) con un contraste lineal (figura IV-15).
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Figura IV-15. Porcentaje de ACY y CP en pulpas pasteurizadas de guinda

bajo las condiciones de estudio. Nota: la altura del punto indica el valor medio. Las

barras de error expresan el error estandar.

Del andlisis de los resultados obtenidos durante el almacenamiento de las
pulpas a temperatura ambiente se pudo observar que, guinda y frambuesa
presentaron mayores % CP e IDA que los obtenidos para arandano y
zarzamora en condiciones similares de degradacion de ACY (mayores al 80%).
Se cree que la causa de ello radica en la formacién de un grupo de pigmentos
llamados piranoantocianinas (Rentzsch y col., 2007).

Las piranoantocianinas son pigmentos de color naranja que originalmente
no estan presentes en frutas y vegetales, sino que se forman durante el
procesamiento y el envejecimiento de los jugos y los vinos (Rentzsch y col.,
2007) a través de una reaccidon, en la posicion C-4, entre antocianinas y
compuestos genuinos que contienen un doble enlace polarizable, como el
acido piruvico y otros acidos fendlicos para formar productos de adicion. Estos
pigmentos no se blanquean con bisulfito ya que la posicion C-4 esta bloqueada;
por lo que contribuyen a incrementan los valores de % CP (Wrolstad, 2005).

Se ha informado la presencia de piranoantocianinas en jugo de guinda
(Rentzsch y col., 2007), frutilla y frambuesa (Rein y col., 2005) y, por otro lado,
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CAPITULO IV

Howard y col. (2012) no han logrado hallarlas en arandano, zarzamora y
frambuesa negra, lo cual permitiria concluir que las diferencias antes
mencionadas y los cambios observados en el color superficial (seccion IV-

3.2.3) podrian deberse a la formacion de estos nuevos compuestos.

IV-3.2.3 Color superficial

Se midiod color superficial en las cuatro pulpas almacenadas a temperatura
ambiente en condicién de anaquel y oscuridad. En la figura IV-16 se muestra
el cambio global de color (AE), destacandose que frambuesa y guinda fueron
las mas afectadas; mientras que zarzamora y arandano las mas estables. En

todos los casos fue significativo (p<0,05) el efecto de luz sobre el AE.

AE
©

0 0,5 1 1,5 2 3 4 5 6 8 10 12
Tiempo (meses)

—®—Zarzamora-Luz —®—Frambuesa-Luz —®— Arandano-Luz
—®—Guinda-Luz A Zarzamora-Oscuridad A—Frambuesa-Oscuridad
—a&— Arandano-Oscuridad A— Guinda-Oscuridad

Figura IV-16. Cambio global de color en el almacenamiento a temperatura

ambiente de pulpas pasteurizadas. Nota: la altura del punto indica el valor medio. Las

barras de error expresan el error estandar.

La pulpa pasteurizada de zarzamora presenté inicialmente un color purpura
rojizo, el cual se fue desplazando, en el tiempo, disminuyendo la componente
roja (@*control = 9,88 £ 0,42; a*anual Luz = 5,30 £ 0,28; a*anualosc = 6,64 + 0,30) y en
menor medida la amarilla (b*controt = 2,80 £ 0,18; b*anuaiLuz = 1,03 £ 0,30; b*anual

osc = 1,02 + 0,10), girando hacia los purpuras en las muestras (tabla IV-12).
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CAPITULO IV

Tabla IV-12. Funciones de color en pulpa pasteurizada de zarzamora durante

el almacenamiento a temperatura ambiente

Meses | Tratamiento L* hue Chroma AE
0 Control [21,13+0,39” 1581+0,50% 10,27+045"% -
12 Luz 20,75+0,53°% 11,00+0,32° 540+047% 550+0,35%
12 Oscuridad |22,81+0,98* 8,75+1,02° 6,72+0,29% 4,06+0,22"

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacién, AE: cambio global de color. Los valores
representan la media (n = 6) £ SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente
diferentes (p< 0,05)

Las pulpas resguardadas de la luz no presentaron cambios significativos
(p=<0,05) en la luminosidad con respecto al control aunque si en la saturacion y
en el tono del color final. Los viales expuestos en anaquel presentaron menor
luminosidad e intensidad que las muestras control. A los fines de realizar una
comparacion visual se presentan las fotografias de las pulpas y los extractos

obtenidos (fotografia IV-6).
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7 ALMACENADA ALMACENADA
CONTROL 12 MESES LUZ 12 MESES OSCURIDAD

ALMACENADA ALMACENADA
CONTROL 12 MESES LUZ 12 MESES OSCURIDAD

Fotografia IV-6. Pulpas pasteurizadas de zarzamora y sus extractos -

almacenamiento a temperatura ambiente

En la pulpa pasteurizada de frambuesa el almacenamiento a temperatura
ambiente causo detrimento de los rojos (@*control = 27,00 £ 1,31; @*anual LUZ =
11,60 = 0,37; @*anual osc = 13,83 £ 1,01) y amarillos (b*controt = 12,64 = 1,16;
b*anual LUz = 5,86 = 0,25; b*anua osc = 6,42 £ 0,72), generando un importante

cambio global de color para cada condicion (tabla IV-13).
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CAPITULO IV

Tabla IV-13. Funciones de color en pulpa pasteurizada de frambuesa durante

el almacenamiento a temperatura ambiente

Meses

Tratamiento

L* hue

Chroma

0
12
12

Control
Luz

Oscuridad

31,14+1,01% 2504 +1,09°
30,12+0,69” 26,81+0,72°
2927 +2,03" 2485+0,94°

29,82+ 1,66 "
13,00 £ 0,45 ¢
1524 +1,22 %

16,85+ 0,27 &
14,96 + 0,19

L*: luminosidad,

hue: angulo de tono, Chroma: saturacion, AE: cambio global de color. Los valores

representan la media (n = 6) + SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente
diferentes (p< 0,05)

Si bien no se hallaron diferencias significativas (p<0,05) para la luminosidad

y el angulo hue, que ubica las muestra en la zona correspondiente a los rojos,

la marcada variacion de la saturacién origind cambios muy notorios en el color

superficial, que tendid6 a “apagarse”, perdiendo el atractivo caracteristico,

condicion que se traslado a los extractos (fotografia IV-7).
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ALMACENADA ALMACENADA
CONTROL 12 MESES LUZ 12 MESES OSCURIDAD

ALMACENADA h ' ALMACENADA
CONTROL 12 MESES LUZ 12 MESES OSCURIDAD
Fotografia IV-7. Pulpas pasteurizadas de frambuesa y sus extractos -

almacenamiento a temperatura ambiente

El color en las pulpas pasteurizadas de arandano presentd la mayor
estabilidad, con pequefios AE (tabla IV-14). Se divis6 un aumento de rojos
(@*controt = 7,94 % 0,30; @*anual LUz = 9,89 % 0,47; @*anual osc = 9,39 £ 0,69) vy
disminucién de amarillos (b*control = 1,44 £ 0,11; b*anuai Luz = 0,91 £ 0,05; b*anual
osc = 0,89 = 0,08), lo que se traduce en una disminucion del angulo hue hacia
tonos violaceos. No se hallaron diferencias significativas luego de un afio entre

ambas condiciones de almacenamiento (p<0,05)
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Tabla IV-14. Funciones de color en pulpa pasteurizada de arandano durante el

almacenamiento a temperatura ambiente

Meses | Tratamiento L* hue Chroma AE
0 Control |20,92+058" 10,27+0,582 8,07+0,31% -
12 Luz 19,26 +0,43" 524+050° 943+0,18" 262+0317
12 Oscuridad | 20,19+0,31* 541+0,10° 9,43+069" 1,72+0,52%

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacién, AE: cambio global de color. Los valores
representan la media (n = 6) + SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente

diferentes (p< 0,05)

Las pulpas de arandano conservadas durante un ano presentan un color
atractivo con la ventaja de que no necesitan almacenarse al abrigo de la luz.
En la fotografia IV-8 se observan los viales que representan cada situacién y

los extractos correspondientes.
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ALMACENADA 7 ALMACENADA
CONTROL 12 MESES LUZ 12 MESES OSCURIDAD

ALMACENADA ALMACENADA
CONTROL 12 MESES LUZ 12 MESES OSCURIDAD

Fotografia IV-8. Pulpas pasteurizadas de arandano y sus extractos -

almacenamiento a temperatura ambiente

En la tabla IV-15 se presentan las funciones de color para la pulpa
pasteurizada de guinda almacenada a temperatura ambiente. Si bien los AE
fueron menores que los alcanzados por frambuesa, sufrieron un mayor impacto
en el color superficial debido al aumento del 15% en la luminosidad, la alta
saturacion y el corrimiento del angulo hue hacia tonos anaranjados
probablemente debido a la formacion de piranoantocianinas lo que se
manifesté en una pérdida de rojos (a*control = 24,43 £ 0,49; a*anyaLuz = 13,27 *
0,34; a*anual osc = 14,15 £ 0,19) y un aumento de amarillos (b*control = 11,47 %
0,54; b*anual Luz = 14,89 £ 0,80; b*anuaiosc = 14,39 + 0,35).
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Tabla IV-15. Funciones de color en pulpa pasteurizada de guinda durante el

almacenamiento a temperatura ambiente

Meses

Tratamiento

L* hue Chroma

0
12
12

Control
Luz
Oscuridad

33,00+£1,06° 2513+0,64° 26,98 +0,66"
3799+1,05" 4826+0,792 1994+0,82%
37,37 +0,69" 4546+0,36° 20,18+0,37%

12,69 +0,29 %
11,54 £ 0,12

L*: luminosidad,

hue: angulo de tono, Chroma: saturacion, AE: cambio global de color. Los valores

representan la media (n = 6) + SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente

diferentes (p< 0,05)

IV-9), independientemente de la exposicion a la luz.

Los productos resultaron palidos y poco atractivos en general (fotografia

caracteristicas se hicieron extensivas a los extractos.
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ALMACENADA ALMACENADA
CONTROL 12 MESES LUZ 12 MESES OSCURIDAD

ALMACENADA ALMACENADA
CONTROL 12 MESES LUZ 12 MESES OSCURIDAD

Fotografia IV-9. Pulpas pasteurizadas de guindas y sus extractos -

almacenamiento a temperatura ambiente

IV-4. CONCLUSIONES
En cuanto a fenoles totales:

e Durante el almacenamiento en freezer a -18° C, las pérdidas de FT en
pulpa de zarzamora (30%) fueron mayores a las halladas en la pulpa
pasteurizada (17%).

e La concentracién en pulpa de frambuesa aumenté un 12% durante el
almacenamiento de pulpas pasteurizadas, mientras que a -18° C disminuy6 un
23%.
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e En pulpa de arandano, el efecto del almacenamiento tanto en congelado
como de las pulpas pasteurizadas fue similar: 22 y 20% de pérdida
respectivamente.

e En pulpa de guinda pasteurizada, la concentracion decayo un 24%,
mientras que a -18° C el porcentaje de pérdida alcanzé el 17%.

e En ninguna de las pulpas pasteurizadas se registraron diferencias

significativas (p<0,05) en la concentracion por efecto de la luz.

En cuanto a flavonoides:

e Las mayores pérdidas se registraron en pulpa de frambuesa
pasteurizada expuesta a la luz (40%), mientras que la misma fruta a -18° C no
presentd diferencias significativas (p<0,05) con el control.

e En el caso de pulpa pasteurizada de zarzamora, el almacenamiento a
temperatura ambiente ocasioné una pequefia disminuciéon de Fv (7%) sin
manifestar efectos por exposicion a la luz, mientras que en la pulpa congelada
no se hallaron diferencias significativas (p<0,05) con el valor inicial.

e En la pulpa pasteurizada de arandano no se observaron variaciones
(p=<0,05) durante el almacenamiento a temperatura ambiente (en ninguna de
las condiciones), mientras que en la pulpa congelada este parametro disminuyé
un 21%.

e En pulpa de guinda este parametro disminuyd para todas las
condiciones de almacenamiento, siendo mas notorio el deterioro sufrido en
pulpa pasteurizada conservada a temperatura ambiente (33%). No se

detectaron diferencias significativas entre luz/oscuridad (p<0,05).

En cuanto a poder antirradicalario:

e En pulpa de zarzamora, tanto la pulpa pasteurizada almacenada a
temperatura ambiente (luz/oscuridad) como la pulpa congelada no presentaron
variaciones con el control.

e En pulpa congelada de frambuesa la disminucion fue muy marcada,
reduciéndose un 58%, al igual que en pulpa pasteurizada a temperatura
ambiente, donde las pérdidas fueron del 65%, sin diferencias significativas por

exposicion a la luz, (p<0,05).
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¢ El almacenamiento a temperatura ambiente de la pulpa pasteurizada de
arandano no mostré cambios respecto al control (en ninguna de las dos
condiciones de exposicion); mientras que durante el congelado disminuy6 un
21%.

e En pulpa de guinda pasteurizada, el parametro disminuy6 un 57% y no
se registro diferencias significativas por exposicion a la luz (p<0,05), mientras

que en pulpa congelada el porcentaje de pérdida fu de un 26%.

En cuanto a contenido de pigmentos:

e Durante el almacenamiento de pulpas congeladas se obtuvieron altos
porcentajes de retencion de ACY: 86% para zarzamora y guinda y 100% para
arandano y frambuesa. En contraposicion, en las pulpas pasteurizadas
almacenadas a temperatura ambiente el impacto fue mucho mas significativo.
En las pulpas mas oscuras (zarzamora y arandano) la retencién se ubico entre
un 14-26%, mientras que en las mas claras (frambuesa y guinda) sélo un 1-6%
de las ACY se retuvieron. Se hallaron diferencias significativas (p<0,05)
debidas al efecto de la luz sobre la degradacion de los pigmentos, en todas las
pulpas pasteurizadas.

e La estabilidad de las ACY en las pulpas congeladas, se manifestd en
valores pequefios de IDA 'y %CP. Por el contrario, en las pulpas pasteurizadas
almacenadas a temperatura ambiente la marcada disminucion de ACY elevo
ambos parametros, siendo las frutas oscuras las menos afectadas. Se hallaron
diferencias significativas en estos parametros por la exposicion de las pulpas
pasteurizadas a la luz (p<0,05).

e En pulpas pasteurizadas, el almacenamiento a temperatura ambiente y
en oscuridad brindaria un efecto protector sobre los pigmentos antocianicos

para todas las frutas estudiadas.

En cuanto a evaluacioén del color:
e Las pulpas congeladas luego de un afo de almacenamiento
presentaron, en general, pequefos cambios globales de color. La matriz mas

afectada fue la pulpa de guinda, con pérdidas significativas (p<0,05) de
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luminosidad, de rojos y amarillos, lo que se manifest6 en un producto rosa
palido.

e El color de las pulpas pasteurizadas almacenadas a temperatura
ambiente fue fuertemente afectado en todas las matrices, especialmente en las
mas claras (guinda y frambuesa) que perdieron sus rojos caracteristicos
virando hacia un naranja amarronado. Las matrices mas oscuras (arandano y
zarzamora) exhibieron colores aun aceptables al ojo del consumidor. El efecto

de la exposicion a la luz fue significativo para todas las pulpas estudiadas.

Conclusién general

Los datos obtenidos durante el almacenamiento de las pulpas brindan
herramientas fundamentales a tener en cuenta al momento de utilizarlas y/o
comercializarlas, no sélo en cuanto a los niveles de fitoquimicos alcanzados
sino también desde el punto de vista del color que, en la mayoria de los casos,
constituye uno de los atributos mas importantes del producto.

En pulpas congeladas, en general, las pérdidas de los compuestos
bioactivos estudiados no superan el 30%, ademas de mantener un nivel alto de
pigmentos y un color atractivo. EI PA se conserva mucho mejor en las frutas
oscuras (zarzamora y arandano).

En pulpas pasteurizadas almacenadas a temperatura ambiente en
condiciones de luz y oscuridad, frambuesa y guinda fueron las matrices con
mayores perdidas de compuestos bioactivos y PA, siendo al mismo tiempo las
que presentaron pérdidas de ACY mayores al 95%, lo que se refleja en altos
IDA. El color de estas pulpas fue significativamente afectado en todos los casos
por el tiempo de conservacion y las condiciones de exposicion, con un efecto
marcado de la luz sobre todo en las frutas mas claras.

Analizado el efecto del procesado y conservacion de las distintas matrices,
se podria concluir que las pulpas de arandano (congelada y pasteurizada)
presentaron y conservaron los mayores niveles de compuestos bioactivos,
poder antirradicalario y estabilidad del color, justificando su eleccion para la
formulacion de nuevos alimentos. De las tres matrices restantes, las pulpas de
zarzamora serian una muy buena eleccion por su alto nivel de ACY, PA y

estabilidad del color.
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CAPITULO V

V-1. INTRODUCCION

En la Argentina la produccion de frutas finas (berries y cherries) se ha
convertido en una actividad agroindustrial de suma importancia, debido a los
variados productos de alta demanda que ofrece, a la generacién de empleos vy,
asimismo, al fuerte impacto econémico que esta clase de cultivos produce en
las economias regionales donde tienen lugar. Tanto los productores de frutas
finas como la mayor parte de los especialistas de la industria agroalimentaria,
suelen brindar una opinidon concordante en el sentido de que se trata de una
actividad todavia en moderada expansion (Argentina 2020, 2012).

Por otro lado, la inexistencia de problemas de fungosis y bacteriosis
permite una produccion practicamente libre de agroquimicos, que va a tono con
la fuerte solicitud de productos organicos en el mercado. Si se agrega a este
panorama una demanda que practicamente no tiene techo, a pesar de su
marcada elasticidad, la produccién de fruta fina se presenta como una
interesante oportunidad de diversificacion productiva para los valles
cordilleranos (De Bernardi, 2011).

Salvo para el caso de los arandanos, en que el 90 % de la produccién se
exporta en fresco, el resto de los berries son consumidos principalmente en el
mercado local, que demanda fruta congelada y en conserva para
transformarlas luego en confituras, salsas, jugos concentrados, deshidratados,
licores y aguardientes, entre los productos mas importantes.

Segun el Ing. Martinez (2007) del INTA EIl Bolson: “la comercializacion en
fresco se esta llevando a cabo en los mercados cercanos de cada localidad de
la regidon. No hay todavia logistica ni cadena de frio adecuada para llegar bien
a mercados mas lejanos. El grueso de la produccion se vende congelada, IQF
0 a granel, y no presenta mayores dificultades”.

Por tanto, estas cuestiones de calidad y perecibilidad hacen que exista un
volumen considerable de fruta no comercializable en fresco, por el cual surge la
necesidad de desarrollar nuevos productos industrializados en base a estas
frutas. A esto se le suma ademas problemas climaticos (dafio de heladas
tardias, precipitaciones en cosecha) o bien de logistica y comercializacion

(como los subrayados por el Ing. Martinez), lo que conlleva a que no toda la
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produccion potencial llegue a ser levantada y en muchos casos se presenten
quintas con una cantidad importante de fruta en planta sin cosechar.

La elaboracién de pulpas preparadas a partir de frutas finas ha alcanzado
una gran importancia econoémica en la industria alimentaria actual, mostrando
un gran futuro comercial, ya que son la base a partir de la cual se elaboran una
amplia gama de productos finales como los jugos de frutas con pulpa, néctares,
mermeladas, salsas, helados, yogures y alimentos infantiles.

Es por ello que el desarrollo de este trabajo de investigacion tiene como
uno de sus objetivos la generacion de herramientas que permitan el agregado
de valor a la produccién de berries y cherries, a través de la incorporacion de
conocimientos cientifico-tecnoldgicos, puestos a disposicion de los productores,
emprendedores e industriales, focalizando en la elaboracion de productos que
permitan conseguir efectos beneficiosos que van mas alld de los

requerimientos nutricionales tradicionales, es decir alimentos funcionales.

V-1.1 Disefio de alimentos funcionales

Aunque la definicion de los alimentos funcionales y su marco normativo
vigente admite variantes, segun los criterios y los paises, estos productos son
una realidad comercial creciente. Se sabe que el tamafio del mercado global de
este tipo de alimentos ha venido creciendo en forma sostenida con una
proyeccion al 2017 a superar los 862 billones de ddlares.

Existe una creciente tendencia de asociacion de la alimentacion con el
estado de salud de la persona; si bien la funcién principal de la dieta es aportar
los nutrientes para satisfacer las necesidades nutricionales del organismo, cada
vez hay mas pruebas cientificas que apoyan la hipotesis de que algunos
alimentos tienen el efecto de mejorar las condiciones fisicas y mentales, asi
como de reducir el riesgo de contraer ciertas enfermedades.

Segun cifras entregadas por FAO y la ONU, para el 2050, la poblacion
mundial alcanzara los 9,1 mil millones de personas, de los cuales el 22% seran
mayores de 60 afos (1,9 mil millones). En este segmento etario, aumentara la
demanda por alimentos que contribuyan a la prevencion de enfermedades, es
decir, los llamados alimentos funcionales; aquéllos que contienen ingredientes

activos, que tienen un efecto fisioldgico mas alla del tradicional.

-213-



CAPITULO V

De los productos de disefio que se encuentran actualmente en el mercado,
el mayor porcentaje responde a la siguiente clasificacion:

e Producto Fortificado: Alimento fortificado con adicién de nutrientes.

e Producto Enriquecido: Alimento con adicion de nuevos nutrientes o
componentes normalmente no encontrados de manera natural en el producto.

¢ Producto Alterado: Alimento en el cual un componente no beneficioso es
removido, reducido o sustituido por otra sustancia con efectos benéficos.

e Alimentos Mejorados: Alimentos en en los cuales uno o varios de los
componentes ha sido naturalmente mejorado a través de condiciones de
crecimiento especial, manipulacion genética u otro medio.

El Cdédigo Alimentario Argentino define en su articulo 1363 (Resolucion
Conjunta SPYyRS N° 118/2008 y SAGPyA N° 474/2008) a los alimentos
fortificados como aquellos en los cuales la proporcion de proteinas,
aminodacidos, vitaminas, substancias minerales o acidos grasos esenciales es
superior a la del contenido natural medio del alimento corriente, por haber sido
suplementado significativamente. Puntualmente, en el caso de vitaminas
hidrosolubles se exige que la porcién del mismo aporte entre un 20 % y 50 %
de los valores de ingesta diaria recomendada de nutrientes (IDR) mencionadas
por la Res. GMC 46/03 (capitulo 5). Para el caso de acido ascorbico la IDR es
de 45 mg/dia para varones y mujeres mayores de 19 anos (Codigo Alimentario
Argentino, 2016).

El objetivo de este capitulo fue obtener pulpas mezclas fortificadas y
estudiar la evolucion de los compuestos bioactivos, el poder
antirradicalario y el color superficial durante el almacenamiento
pasteurizado (en ausencia y presencia de luz a temperatura ambiente) y la
preparacion de mermeladas puras y fortificadas con polvos de rosa

mosqueta y cassis.

V-2. MATERIALES Y METODOS

Las frutas fueron cosechadas por productores de la zona de la Comarca
Andina del Paralelo 42 en su punto de madurez Optimo y enviadas
inmediatamente a Villa Regina, donde se conservaron en heladera a 5 °C hasta

su utilizacion.
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Se realizé un muestreo aleatorio simple, se descartaron aquellos frutos que
presentaban sintomas de avanzado estado de madurez.

Las variedades utilizadas fueron: frambuesa var. Tulameen, zarzamora var.
Thornfree, guindas var. Montmorency, arandanos var. Elliot, rosa mosqueta
silvestre var. Rosa eglanteria y cassis var. Silvergrietten. Los extractos y las

determinaciones se realizaron por triplicado

V-2.1 Procesos

Las frutas fueron sometidas a los procesos establecidos en el capitulo IlI:
pulpado (zarzamora y frambuesa) y escaldado-pulpado (arandano y guinda).

A continuacién se prepararon diez productos: dos pulpas mezcla fortificadas
con polvo de rosa mosqueta deshidratada (RMD) y doce mermeladas: cuatro
de pulpas puras, cuatro con agregado de polvo de RMD y cuatro con agregado
de polvo de cassis.

El agregado del polvo de RMD se realizé con la finalidad de aumentar la
funcionalidad del producto resultante por incorporacion significativa de acido
ascorbico, lo cual convertiria a estos nuevos alimentos en fuentes no
tradicionales de este compuesto bioactivo. Ademas se potenciaria la
concentracion de FT, Fvy PA.

En el caso de polvo de cassis, si bien este aditivo también presenta una
concentracion de ascorbico importante y superior a las matrices utilizadas
como base para la elaboracion de los productos, la incorporacion en la
formulacion persigue un aumento en la concentracién y estabilidad de los
pigmentos antocianicos, considerando que el color es uno de los atributos mas
relevantes en estos productos alimenticios, ya que el consumidor juzga los
alimentos principalmente por su apariencia y los relaciona directamente con su

calidad.

V-2.1.1 Preparacion de Pulpa mezcla fortificada

Se prepararon mezclas al 50% de pulpa de arandano/frambuesa y
guinda/zarzamora 'y se les agregd un 8 % de polvo de RMD. Las
combinaciones se seleccionaron en funcién de los resultados obtenidos

durante el almacenamiento (presentados en el capitulo 1V), la opinion de un
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panel sensorial interno realizado sobre las pulpas y a los fines de cumplir con el
articulo 1363 del CAA para fortificados.

Luego de homogeneizar manualmente la mezcla y de unos minutos de
reposo, se procedié al envasado en viales de vidrio sellados con precintos
metalicos. Se pasteurizd el producto repitiendo la técnica llevada a cabo para

las pulpas puras en el capitulo IV.

V-2.2.2 Preparacién de mermeladas

Las pulpas puras de frambuesa, arandano, guinda y zarzamora se pesaron
y se mezclaron con azucar, en proporcion uno a uno. Se calentd hasta
ebullicién, con fuego directo, en recipientes de acero inoxidable expuestos al
ambiente. Durante la coccién se agitd la mezcla constantemente y se
monitorearon los sélidos solubles. Los productos finales alcanzaron los 66
°Brix. Se envasaron en frascos de vidrio de 50 gramos esterilizados. El tiempo
aproximado de obtencidn para un kilogramo de pulpa fue de 30 minutos.

En el caso de las mermeladas con RMD o cassis deshidratado, el
procedimiento fue idéntico al anterior solo que se adiciond a la mezcla, antes
de la ebullicién, 8 % de RMD o 5 % de polvo de cassis segun correspondiese.
La determinacién de los porcentajes se realizé en funcion de un panel sensorial
interno. Un mayor porcentaje de polvo de cassis le conferia alta acidez a las

pulpas.

V-2.2 Condiciones de almacenamiento

Las pulpas mezcla pasteurizadas envasadas en viales de vidrio se
almacenaron a temperatura ambiente (25 °C) en condiciones de anaquel (luz) y
en oscuridad durante 6 meses, tomandose muestras al azar para llevar a cabo
el seguimiento en la concentracion de los compuestos estudiados. Los tiempos
establecidos para extraccion de muestras fueron (en dias): 15, 30, 45, 60, 90,
120, 150, 180.
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V-2.3 Determinaciones

= Extraccion de compuestos bioactivos. Se realizé segun la
metodologia explicada en el Capitulo I, seccién [-2.1; utilizando como solvente
de extraccion solucion al 1 % de HCI en etanol y temperatura de 37 °C.

= Fenoles totales (FT). Se realizé segun la metodologia explicada en el
Capitulo Ill, seccion [lI-2.2, por Fast blue BB debido al elevado contenido de
acido ascorbico de algunas matrices.

= Flavonoides (Fv). Se realizé segun la metodologia explicada en el

Capitulo I, seccion I-2.1.

= Poder Antirradical (PA). Se realizd segun la metodologia explicada en
el Capitulo I, seccion I-2.1.

= Antocianinas (ACY). Se realizé segun la metodologia explicada en el
Capitulo I, seccion I-2.1.

= Porcentaje de Color Polimérico (% CP). Se realizé segun la
metodologia explicada en el Capitulo Ill, seccion I11-2.2.

- indice de degradaciéon de antocianinas (IDA). Se realizé segin la
metodologia explicada en el Capitulo Ill, seccion I11-2.2.

» Acido Ascérbico Total (AA). Se realizd segun la metodologia explicada
en el Capitulo Il, seccién I1-2.1.

= Color superficial. Se realiz6 segun la metodologia explicada en el

Capitulo Il, seccion 11-2.1.

V-2.4 Andlisis estadistico
V-2.4.1 Proceso de elaboraciéon de mermelada

Para evaluar el efecto del proceso de elaboracién de mermelada sobre los
compuestos bioactivos, poder antirradicalario y color superficial, se aplicé un
diseio completamente aleatorizado. Los resultados se analizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) para un nivel de significancia a = 0,05 y se
empled la prueba de DGC (Di Rienzo, Guzman, Casanoves) para la
comparaciéon de medias. Se utilizé el programa estadistico Infostat v. 2012. (Di
Rienzo y col., 2012).
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V-2.4.2 Almacenamiento Luz/Oscuridad de pulpas mezclas fortificadas

A los efectos de evaluar el tratamiento (luz/oscuridad) se considero el
ultimo punto de medicion con un nivel de significancia del a = 0,05.

A los efectos de evaluar el tiempo de conservacion y para todos los
tratamientos se realizé un analisis de varianza (ANOVA) acompanado de
contraste de tendencias (lineal y cuadratica) con un nivel de significancia a =
0,05. Se empled la prueba de DGC (Di Rienzo, Guzman, Casanoves) para la
comparacién de medias. Se utilizé el programa estadistico Infostat v. 2012. (Di
Rienzo y col., 2012).

V-3. RESULTADOS Y DISCUSION

V-3.1. Pulpas mezclas fortificadas
V-3.1.1 Elaboracion de pulpas mezcla fortificadas
V-3.1.1.1 Fenoles totales, flavonoides, acido ascérbico y poder
antirradicalario

En la tabla V-1 se presentan los valores de compuestos bioactivos, poder
antirradicalario y acido ascoérbico en las materias primas y en la pulpa mezcla

arandano/frambuesa (AF) fortificada.

Tabla V-1. FT, Fv, AAy PA en rosa mosqueta deshidratada, pulpas de

arandano y frambuesa y su mezcla fortificada.

FT Fv PA AA
Polvo RMD 8063 £412” 1227 +27°% 14,38+0,39" 7000%125°7
P. Arandano 1778 + 84 € 134+9° 0,81 £0,05° 260+10¢
P. Frambuesa 317 +3° 38+3% 0,48+003°  467+3"
P. mezcla A/F 3253 +98° 366 +9° 096 +0,04%  316+0°

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical (mg’
"), AA: acido ascorbico (mg/kg). RMD: rosa mosqueta deshidratada. A/F: arandano/frambuesa.
Los valores representan la media (n = 3) + SD. Medias con una letra comun por columna no son

significativamente diferentes (p< 0,05)
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A los fines de analizar el proceso de elaboracion de la pulpa mezcla se
calcularon los valores “tedricos” de cada variable, considerando la adicion
matematica de las materias primas, los cuales se compararon con los
obtenidos (figura V-1).

480

360

%

240+

120

Fenoles Totales Flavonoides Acido Ascérbico  Poder Antirradicalario

. Porcentaje Obtenido - Porcentaje Teorico |

Figura V-1. Comparacion entre la pulpa mezcla A/F formulada y los valores

obtenidos. Nota: la altura de la barra indica el valor medio. Las barras de error expresan el

error estandar.

El contenido de FT cuantificados en la pulpa mezcla fue el doble del
obtenido por calculo matematico en funcién de las materias primas. Los Fv
cuadriplican el valor tedrico, mientras que el PA y el contenido de acido
ascorbico alcanzaron sélo el 50 y 35 % respectivamente de la concentracion
calculada.

Los comportamientos de FT y Fv respondieron a un aumento en la
extractabilidad debido al factor temperatura (en la pasteurizacion) y a la
inhibicién de las enzimas oxidativas nativas de las matrices (Peleg y col., 1991;
Nicoli y col., 2004; Kalt y col. 2000; Dewanto y col., 2002; Jeong y col. 2004).
Como ya se discutié en el Capitulo lll, el acido ascorbico es un nutriente muy
sensible a la temperatura, oxigeno, pH y luz (Peinado Pardo, 2011), factores
que tienden a disminuir su concentracion y cuyo impacto se observa en el valor

final cuantificado. Ademas se registra un efecto negativo resultante de la
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interaccién entre las antocianinas y el acido ascérbico que produciria la
disminucién de ambos compuestos, probablemente por la formacién de
peroxido de hidrégeno durante la oxidacién del acido ascérbico (Poei — Langton
y Wrolstad, 1981; Garzén, 1998; Garzén y Wrolstad, 2002; De Rosso y
Mercadante, 2007; Fennema, 2010). Las tres variables tienen repercusion
directa sobre el poder antirradicalario que si bien no alcanzé el valor esperado,
superd el porcentaje que presentd el AA, quizas por la contribucion de los

compuestos bioactivos.

La tabla V-2 presenta los datos correspondientes a la pulpa mezcla
guinda/zarzamora (G/Z) fortificada y las materias primas utilizadas en su

formulacion.

Tabla V-2. FT, Fv, AAy PA en rosa mosqueta deshidratada, pulpas de guinda

y zarzamora y su mezcla fortificada

FT Fv PA AA

Polvo RMD 8063 +412” 1227 +272 14,38+0,39" 7000+ 125
P. Guinda 1816 +6 © 350+10°¢ 1,03 +0,01% 136+15%
P. Zarzamora 1118 +5° 57+4°  063+0,02° 444 +12"%

P. mezclaG/Zz| 4057 +51°B 483 +22° 1,10 +0,01% 316 +5¢

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical (mg
1), AA: acido ascoérbico (mg/kg). RMD: rosa mosqueta deshidratada. G/Z: guinda/zarzamora. Los
valores representan la media (n = 3) £+ SD. Medias con una letra comun por columna no son

significativamente diferentes (p< 0,05)

De igual forma que en la pulpa anterior A los fines de analizar el proceso de
elaboracién de la pulpa mezcla se calcularon los valores “tedricos” de cada
variable, considerando la adicion matematica de las materias primas, los cuales

se compararon con los obtenidos (figura V-2).
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274+

205

X 137

68

Fenoles Totales Flavonoides Acido Ascérbico  Poder Antirradicalario

. Porcentaje Obtenido - Porcentaje Teorico |

Figura V-2. Comparacion entre la pulpa mezcla G/Z formulada y los valores

obtenidos. Nota: la altura de la barra indica el valor medio. Las barras de error expresan el

error estandar.

El comportamiento de este mezcla fue similar a la anterior: FT y Fv
aumentaron en funcién de lo esperado (aunque Fv lo hizo en menor medida
que en el caso anterior), mientras que PA y AA no alcanzaron los valores
calculados.

Se puede destacar el elevado contenido de fenoles totales, flavonoides,
acido ascorbico y poder antirradicalario que presenté el polvo de rosa
mosqueta lo cual lo convierte en un excelente aditivo para aumentar la

funcionalidad de diversos alimentos de base frutihorticola.
V-3.1.1.2 Contenido de pigmentos

La concentracion de ACY y % CP en las materias primas utilizadas para

elaborar la pulpa mezcla A/F se presenta en la tabla V-3.
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Tabla V-3. Concentracion de antocianinas monomeéricas y % de color

polimérico en rosa mosqueta deshidratada, pulpa de arandano, frambuesa y su

mezcla
ACY % CP
Polvo RMD 3+£1° 6£1°
P. Arandano 147 £+ 4 * 11+1°
P. Frambuesa 40+1° 22+3°
P. mezcla A/F 40+1° 44 +3°

ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100 g), %CP:
porcentaje de color polimérico. RMD: rosa mosqueta deshidratada. A/F:
arandano/frambuesa. Los valores representan la media (n = 3) + SD.
Medias con una letra comun por columna no son significativamente
diferentes(p< 0,05)

La concentracion de ACY obtenida en la pulpa mezcla representd un 46 %
del valor esperado, probablemente debido al efecto de la temperatura de
pasteurizacion y a la interaccion de estos compuestos con el acido ascérbico
presente. Esta interaccién también conduciria a un aumento en la formacion
de polimeros y decoloracion de las tonalidades rojizas (Poei — Langton y
Wrolstad, 1981), lo cual se traduce en el valor elevado obtenido en el % CP.

Para la pulpa mezcla G/Z el comportamiento registrado en las variables fue
similar, las ACY alcanzaron el 64 % del valor esperado y nuevamente el %CP
obtenido fue elevado (tabla V-4).
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Tabla V-4. Concentracion de antocianinas monomeéricas y % de color

polimérico en rosa mosqueta deshidratada, pulpa de guinda, zarzamora y su

mezcla.
ACY % CP
Polvo RMD 3+£1° 6+£1°
P. Guinda 23+2°€ 40+2°
P. Zarzamora 160 +3° 5+1°
P. mezcla G/Z 54 +1° 44 +1°

ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100 g), %CP:
porcentaje de color polimérico. RMD: rosa mosqueta deshidratada.
G/Z: guinda/zarzamora. Los valores representan la media (n = 3) £ SD.
Medias con una letra comun por columna no son significativamente
diferentes(p< 0,05)

V-3.1.1.3 Color superficial
En la tabla V-5 se presentan los datos de las coordenadas cromaticas para

las materias primas y las pulpas mezclas obtenidas.

Tabla V-5. Funciones de color: luminosidad, angulo de tono y saturacion en las

materias primas y pulpas mezcla A/F — G/Z

L* hue Chroma
Polvo RMD 49,47 +0,55” 66,70+0,23° 27,44 +1,03%
P. Arandano 19,19 +203° 1250+0,89° 841+187°
P. Frambuesa 28,06 +2,83% 2488+250° 2904+0,84"%
P. mezcla A/F 22,03+153° 18,56+0,65° 16,34+ 1,647
P. Guinda 33,69+0,29°% 2566+0,55° 29,46 +0,26"
P. Zarzamora 18,68 £2,26° 1,51+355° 165+0,407
P. mezcla G/Z 21,75+052° 1922+0,43° 17,36+0,52%

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacion. A/F: arandano/frambuesa. G/Z:
guinda/frambuesa. P: pulpa. Los valores representan la media (n = 6) + SD. Medias con una

letra comun por columna no son significativamente diferentes (p< 0,05)
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La combinacion de las materias primas permitié obtener dos pulpas sin
diferencias significativas entre si (p < 0,05) de color rojo atractivo y buena
luminosidad (fotografia V-1). En ambos casos se logra compensar la baja
saturaciéon de una de las pulpas puras (arandano y zarzamora en cada

producto) y la alta luminosidad del polvo de RMD.

GUINDA/ZARZAMORA ARANDANO/FRAMBUESA

Fotografia V-1. Pulpas mezcla obtenidas

V-3.1.2 Almacenamiento de pulpas mezcla fortificadas

V-3.1.2.1 Fenoles totales, flavonoides, acido ascérbico y poder
antirradicalario

Se ensayo la estabilidad en el tiempo de las pulpas mezclas, a temperatura
ambiente y en condicién de luz y oscuridad

En la tabla V-6 se presentan los datos de fenoles totales, flavonoides,
acido ascorbico y poder antirradicalario para la pulpa mezcla A/F control y

luego de seis meses de almacenamiento en condiciones de luz y oscuridad.
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Tabla V-6. Valores de FT, Fv, PAy AA en pulpa mezcla de arandano y

frambuesa en las condiciones ensayadas

Meses de
Tratamiento FT Fv PA AA
almacen.
0 Control 3253+98" 36697 0,96+0,04" 316+0%
6 Luz 2343 +1048 252+6° 0,67+0,03% 106+3°¢
6 Oscuridad | 2314+768% 254+9° 0,72+0,01% 117+8°"°

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical
(mg'1), AA: &cido ascorbico (mg/kg). Los valores representan la media (n = 3) £ SD. Medias con

una letra comun por columna no son significativamente diferentes (p< 0,05)

Observando la tabla V-6 y del analisis estadistico surge que luego de los
seis meses de almacenamiento de la pulpa so6lo se detectaron diferencias
significativas (p< 0,05) entre condicidn de luz y oscuridad para la concentracion
de AA, siendo mas marcada la pérdida en condicién de anaquel, coincidente
con lo informado por varios autores sobre el efecto negativo de la luz sobre
este parametro (Dergal, 2006; Fennema, 2010; Peinado Pardo, 2011; Ruiz
Rodriguez, 2014). Ademas, retomando lo explicado en la elaboracién de la
pulpa mezcla, la interaccion entre las antocianinas y el acido ascorbico
produciria la destruccion de ambos compuestos (Poei — Langton & Wrolstad,
1981; Garzon, 1998; Garzén y Wrolstad, 2002; De Rosso y Mercadante, 2007,
Fennema, 2010).

La figura V-3 muestra el contenido de FT, Fv, PA y AA para la mezcla A/F

durante el almacenamiento en luz y oscuridad.
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Figura V-3. FT, Fv, PAy AA en pulpa mezcla de arandano/frambuesa almacenada en condiciones de luz y oscuridad. Nota: la

altura del punto indica el valor medio. Las barras de error expresan el error estandar.
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La concentracion de FT (figura V-3.a) disminuyé a lo largo del tiempo de
estudio, alcanzando una retencién del 72 %. La tendencia de la curva fue lineal (p
< 0,0001), con un marcado decaimiento a los 120 dias para ambas condiciones.

En la figura V-3.b se presenta la variacion en el contenido de flavonoides, que
disminuyeron un 31% siguiendo una tendencia lineal (p < 0,0001).

El analisis de tendencia para el poder antirradicalario resulté significativo para
ambos comportamientos (p < 0,05), los primeros cuatro meses el valor se mantuvo
en intervalos que rondaban el 10 % de incremento y luego disminuyeron hasta
alcanzar el 25 % de pérdida final (figura V-3.c)

Para el acido ascodrbico se registré una marcada degradacién (55 %) con sélo 15
dias de almacenamiento. La tendencia de la curva fue lineal (p < 0,0001) y los
mejores resultados, se obtuvieron con la mezcla conservada en oscuridad, donde la
retencion fue del 37 % respecto al valor inicial (figura V-3.d).

Los datos de las concentraciones de FT, Fv, PA'y AA en pulpa de G/Z se

presentan en la tabla V-7.

Tabla V-7. Valores de los FT, Fv, PA y AA en pulpa mezcla de guinda y

zarzamora en las condiciones ensayadas

Meses de
Tratamiento FT Fv PA AA
almacen.
0 Control 4057 +51" 483+222 1,10+0,01* 31657
6 Luz 2836 +438 362+15° 0,87+0,01°% 103+4°¢
6 Oscuridad | 2788+64% 356+10° 0,80+0,02% 113+2"Y

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical
(mg™), AA: acido ascorbico (mg/kg). Los valores representan la media (n = 3) + SD. Medias con

una letra comun por columna no son significativamente diferentes (p< 0,05)

Las tendencias generales de cada variable en el almacenamiento se presentan

en la figura V-4.
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Figura V-4. FT, Fv, PAy AA en pulpa mezcla de guinda/zarzamora almacenada en condiciones de luz y oscuridad. Nota: la altura del

Acido ascérbico (mg/Kg)

4400+
A
3875+
3350+
B
2825+
B
2300 T T T T T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 3 4 5 6
Tiempo (meses)
—@—Fenoles Totales-Luz —&—Fenoles Totales-Oscuridad
1,40+
1,22+
A* c)
1,05+
a

B*
0,88

B*
0,70 T T T T T T T T T

0 0,5 1 1,5 2 3 4 5 6

Tiempo (meses)

| O Poder antirradical-Luz

—&8—Poder antirradical-Oscuridad |

Flavonoides (mg CE/100 g)

530+

a

478+

425

373+ b

b
320 T T T T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 3 4 6
Tiempo (meses)
—B8—Flavonoides-Luz —B—Flavonoides-Oscuridad
370+
a*g
296
223 o o
o
o o o B
149 g o
. g
ab
(5
75 T T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 3 4 5 6

Tiempo (meses)

| @ Acido ascérbico-Luz

@ Acido ascérbico-Oscuridad |

punto indica el valor medio. Las barras de error expresan el error estandar.
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La concentracion fenoles totales de la pulpa mezcla G/Z disminuyé a lo
largo de los seis meses de manera lineal (p < 0,0001), consiguiendo un 70 %
de retencion final (figura V-4.a).

En flavonoides, la tendencia también fue lineal (p < 0,0001), aunque el
descenso mostro una menor pendiente. Luego de los seis meses la
concentracion se redujo un 25 % (figura V-4.b).

El comportamiento del poder antirradicalario resulté asintético (p < 0,05
para ambos contrastes): permanecio practicamente invariable los primeros 90
dias para luego decaer un 19 % (figura V-4.c).

Para las tres variables antes mencionadas no se detectaron diferencias
significativas (p < 0,05) entre muestras expuestas y resguardadas de la luz,
pero si para el acido ascoérbico, cuya concentracion decay6 siguiendo una
tendencia lineal (p < 0,0001), quedando luego de los 6 meses de

almacenamiento en oscuridad un 37 % remanente (figura V-4.d).

Cabe destacar, que las cantidades remanentes de fenoles totales,
flavonoides, poder antirradicalario y &acido ascoérbico en ambas pulpas
mezclas, luego de 180 dias de almacenamiento, fueron importantes.

Se calcula que la ingesta diaria de flavonoides provenientes de la dieta es
de entre 50 - 800 mg/dia (Martino, 2000), aunque algunos autores (Middleton y
Kandaswami, 1994) informan hasta 1 g. Una taza de té negro o un vaso de vino
puede proporcionar hasta 200 mg de flavonoides totales, una manzana entre 6
y 10 mg, una naranja 10 mg, una cebolla 40 mg (Martino, 2000). Considerando
50 g de pulpa mezcla que podrian anadirse a un yogurt, un helado o postre
individual el aporte aproximado de flavonoides seria de 125 mg para A/F y 175
mg para G/Z.

En cuanto a fenoles totales, aun no hay valores oficiales de ingesta
recomendada. En 100 g de pulpa mezcla quedaron 2343 mg (A/F) y 2836 mg
(G/Z) de acido galico equivalente luego de 6 meses de almacenamiento en luz,
lo cual es un valor elevado si se compara con 100 gramos de: guinda (1816
mg), zarzamora (118 mg), pera (95 mg), manzana (213 mg), uva (953 mg),
durazno (183 mg), higo (130 mg) y ciruela (436 mg) (ver anexo); o con 100 ml
de: café (389 mgq), té verde (152 mq) y jugo de naranja (20 mg) (Medina, 2011).
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Si bien luego de los seis meses de almacenamiento quedd en ambas
pulpas un remanente de vitamina C de un 37 % (oscuridad), 100 gramos de
pulpa mezcla aportarian el 27 % de la ingesta recomendada por el Cédigo
Alimentario Argentino (Res. GMC N°46/03, Cap. 5).

V-3.1.2.2 Contenido de pigmentos

Las antocianinas monomeéricas resultaron significativamente afectadas (p<
0,05) por el almacenamiento en condiciones de luz y oscuridad de ambas
pulpas mezcla.

En la tabla V-8 se presentan los valores para las ACY, el % CP y el IDA
durante los 180 dias de almacenamiento para la pulpa mezcla A/F,

considerando la exposicién o resguardo de las muestras a la luz.

Tabla V-8. Contenido de antocianinas monoméricas, indice de degradacion

de antocianinas y porcentaje de color polimérico en pulpa mezcla A/F

Meses de
Tratamiento ACY % CP IDA
almacenamiento
0 Control 4017 44+ 1° 1,43+0,01°
6 Luz 3+0°8 98+1?% 500+0,32"
6 Oscuridad 3+18 95+32% 467+051"

ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100g), %CP: porcentaje de color polimérico, IDA:
indice de degradacién de antocianinas. A/F: arandano/frambuesa Los valores representan la media (n

= 3) £ SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente diferentes(p< 0,05)

A lo largo de los seis meses de almacenamiento la concentracion de ACY
decae significativamente (p < 0,05), hasta casi desaparecer (7,5 % de
retencion, ver Figura V-5). El efecto de la exposicién o resguardo de la luz
sobre este parametro no registro diferencias significativas (p < 0,05).
Concomitante a este comportamiento, el IDA se incrementa a lo largo del

tiempo.
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101+
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0 0,5 1 1,5 2 3 4

—{&8— Antocianinas monoméricas-Luz —&—% Color Polimérico-Luz

—&— Antocianinas monoméricas-Oscuridad ——% Color Polimérico-Oscuridad

Figura V-5. Evolucion del porcentaje de ACY y CP en pulpa mezcla de A/F

durante el almacenamiento. Nota: la altura del punto indica el valor medio. Las barras de

error expresan el error estandar.

El color polimérico se incrementa hasta alcanzar valores maximos
finalizado el tiempo de almacenamiento, sin detectar nuevamente (p < 0,05)

efecto de la condicién luz/oscuridad (figura V-5).

En la pulpa mezcla G/Z, el comportamiento de las variables fue muy similar
y los valores se presentan en la tabla V-9.

Tabla V-9. Contenido de antocianinas monoméricas, indice de degradacion

de antocianinas y porcentaje de color polimérico en pulpa mezcla G/Z

Meses de
Tratamiento ACY % CP IDA
almacenamiento
0 Control 54 +1° 44+1° 1,33+0,01°%
6 Luz 5+18 96+22 4,42+0,407
6 Oscuridad 6+0°B 93+42 393+0,20"

ACY: antocianinas monomeéricas (mg cianidina-3-glu/100g), %CP: porcentaje de color polimérico, IDA:
indice de degradacién de antocianinas. G/Z: guinda/zarzamora. Los valores representan la media (n =
3) £ SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente diferentes(p< 0,05)

Las ACY disminuyen un 91 %, mientras que el IDA 'y % CP se incrementan

(figura V-6), sin denotar diferencias significativas entre la condiciéon de luz y
oscuridad.
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—8— Antocianinas monoméricas-Luz —&—9% Color Polimérico-Luz

—8— Antocianinas monoméricas-Oscuridad —8—% Color Polimérico-Oscuridad

Figura V-6. Evolucién del porcentaje de ACY y CP en pulpa mezcla de G/Z

durante el almacenamiento. Nota: la altura del punto indica el valor medio. Las barras de

error expresan el error estandar.

En ambas pulpas mezcla, si bien el acido ascérbico, incorporado a través
del polvo de RMD, acelera el proceso de degradaciéon de las antocianinas
monomeéricas, el alto porcentaje de color polimérico indica que pueden haberse
condensado con otros compuestos fendlicos para formar pigmentos
poliméricos, es decir se alteraria su estructura quimica pero continuarian
aportando a la funcionalidad general del producto, en términos de ingesta de

compuestos bioactivos.

V-3.1.2.3 Color superficial

Las pulpas mezclas se almacenaron durante 6 meses en condiciones de
luz y oscuridad a temperatura ambiente. En la tabla V-10 se presentan los
datos correspondientes a las coordenadas cromaticas en el tiempo cero
(control) y luego del periodo de almacenamiento para la pulpa

arandano/frambuesa.
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Tabla V-10. Funciones de color en pulpa mezcla A/F durante el

almacenamiento a temperatura ambiente

Meses | Tratamiento L* hue Chroma AE
0 Control [|24,54+133" 1852+062° 17,82+0,53" -
6 Luz 2594 +0,77" 3592+0,94° 17,04+0,63" 552+0,26%
6 Oscuridad |26,73+0,82” 3511+0,882 14,64+0,83% 6,14+0,437

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturaciéon, AE: cambio global de color. A/F:
arandano/frambuesa. Los valores representan la media (n = 6) £ SD. Medias con una letra comun por

columna y por fruta no son significativamente diferentes (p< 0,05)

No se hallaron diferencias significativas en el color superficial por la
exposicién o resguardo a la luz. Ambas muestras presentaron un corrimiento
del angulo hue hacia tonalidades amarronadas, consistente con el aumento del
pardeamiento y la degradacion de pigmentos (fotografia V-2). ElI cambio

global de color fue significativo con respecto a la muestra control.

ALMACENADA ALMACEADA

CONTROL 6 MESES 6 MESES

Luz OSCURIDAD

Fotografia V-2. Pulpa mezcla A/F almacenada en distintas condiciones

El comportamiento de la pulpa mezcla G/Z durante el almacenamiento a

temperatura ambiente fue similar al anterior, los datos se muestran en la tabla

V-11.
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Tabla V-11. Funciones de color en pulpa mezcla G/Z durante el

almacenamiento a temperatura ambiente

Meses | Tratamiento L* hue Chroma AE
0 Control [25,84+058" 2068+0,63° 1598+0,40" -
6 Luz 24,35+0,96" 38,33+068°% 16,37+0,74" 528+0,51%
6 Oscuridad |25,70+0,56 " 37,82+0,50° 1547 +0,68" 4,78+0,17

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacion, AE: cambio global de color. G/Z:
guinda/zarzamora. Los valores representan la media (n = 6) + SD. Medias con una letra comun por
columna y por fruta no son significativamente diferentes (p< 0,05)

Nuevamente no se detectd efecto de la luz sobre el color superficial (ps
0,05), pero el angulo de tono se modificé hacia valores superiores. Las pulpas

cambiaron su color rojo atractivo por un tono marrén poco atrayente (fotografia
V-3).

ALMACENADA ALMACENADA

CONTROL 6 MESES 6 MESES

LUz OSCURIDAD

Fotografia V-3. Pulpa mezcla G/Z almacenada en distintas condiciones

V-3.2 Mermeladas

V-3.2.1 Mermeladas puras

V-3.2.1.1 Fenoles totales, flavonoides, acido ascérbico y poder
antirradicalario

Como primera instancia se procedié a la comparacién de las variables

cuantificadas en la pulpa pura (en los graficos se la denomina “FRESCA”) y en
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las mermeladas, incluyendo dos maneras de expresar la concentracion en el
producto final: cada 100 gramos de pulpa o de mermelada (producto listo para
consumir) a los fines de detectar el comportamiento real de los compuestos
bioactivos y el poder antirradicalario.

En la figura V-7 se muestra el contenido de fenoles totales para las pulpas

y las mermeladas puras de las cuatro matrices.

1759 A

1319+

8794

440+

Fenoles Totales (mg GAE/100 g)

Fresca (100 g FRUTA) Mermelada (100 g FRUTA) Mermelada (100 g MERMELADA)

|i Aréandano . Frambuesa - Guinda D Zarzamora |

Figura V-7. Contenido de fenoles totales en la materia prima y mermeladas

puras. Nota: la altura de la barra indica el valor medio. Las barras de error expresan el error

estandar.

Los fenoles totales no sufrieron cambios debido al proceso de elaboracién
de mermelada (p< 0,05) en ninguna de las cuatro matrices.

En la bibliografia disponible los resultados del contenido de FT en
mermeladas en base a berries presentan un amplio abanico que incluye
multiples alternativas. Kim y Padilla-Zakour (2004) reportaron pérdidas muy
importantes (50 - 100 %) para mermeladas de guinda y frambuesas; Poiana y
col. (2011) cuantificaron disminuciones en torno al 24 % nuevamente en
guinda; Tamer (2012) informé disminuciones por calentamiento en FT de
productos de frambuesa y zarzamora; Zafrilla y col. (2001) han concluido que
esta variable no es muy afectada por los procesos al obtener mermeladas de
frambuesa e incluso observaron que el acido elagico libre aumenté 2,5 veces
luego del proceso, Hakkinnen y col. (2000) y Da Silva Pintos y col. (2007)

informaron pérdidas en mermeladas de frutilla de entre 15 — 25 %, Howard y
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col. (2010) no encontraron variaciones para el contenido de flavonoles pero si
disminuciones de acido clorogénico en mermeladas de arandano y Amakura y
col. (2000) no observaron cambios para este mismo proceso en nueve tipos de
berries.

Se observa claramente que tanto la matriz, como la variedad y las
condiciones de proceso (temperatura, tiempo, agregado de aditivos, etc.) tienen
una importancia y un impacto altamente significativo sobre los compuestos
bioactivos y el PA.

En la figura V-8 se presentan el contenido de flavonoides para las materias

primas y las mermeladas obtenidas.

268 a

n

o

=
f

Flavonoides (mg CE/100 g)
8

=
J
h

Fresca (100 g FRUTA) Mermelada (100 g FRUTA) Mermelada (100 g MERMELADA)

|i Aréandano - Frambuesa - Guinda I:’ Zarzamora I

Figura V-8. Contenido de flavonoides en la materia prima y mermeladas puras.

Nota: la altura de la barra indica el valor medio. Las barras de error expresan el error estandar.

En general, los flavonoides disminuyeron su concentracién luego de la
elaboraciéon de mermelada: 13 % en zarzamora, 16 % en guinda y 40 % en
frambuesa. Para arandano no se hallaron diferencias significativas (p < 0,05).
El impacto del proceso de elaboracion sobre la concentracion podria explicarse
a través de la disminucion de pigmentos antocianicos (seccion V-3.2.1.2),
cuantificados dentro de los flavonoides.

En cuanto al poder antirradicalario, en la figura V-9 se presentan los

valores obtenidos para las pulpas y mermeladas puras.
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Poder Antirradicalario (mg-1)

Fresca (100 g FRUTA) Mermelada (100 g FRUTA) Mermelada (100 g MERMELADA)

|i Aréandano - Frambuesa - Guinda . Zarzamora |

Figura V-9. Poder antirradicalario en la materia prima y mermeladas puras.

Nota: la altura de la barra indica el valor medio. Las barras de error expresan el error estandar.

En frambuesa el PA disminuyd un 9 % acompanando la marcada pérdida
de FV. En guinda y zarzamora no se hallaron diferencias significativas (p <
0,05), mientras que arandano elevo levemente su PA un 4 %.

El contenido de acido ascérbico, como se preveia, fue la variable mas

afectada por el proceso de elaboracién de mermelada (figura V-10).

Acido ascérbico (mg/kg)

Fresca (100 g FRUTA) Mermelada (100 g FRUTA) Mermelada (100 g MERMELADA)

Ii Aréandano - Frambuesa - Guinda . Zarzamora |

Figura V-10. Contenido de acido ascorbico en la materia prima y mermeladas

puras. Nota: |a altura de la barra indica el valor medio. Las barras de error expresan el error

estandar.

Todas las matrices disminuyeron la concentracion de acido ascoérbico luego

de la elaboraciéon de la mermelada, siendo la mas afectada guinda (50 %),
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seguida por zarzamora (39 %), frambuesa (38 %) y arandano (36 %). Tamer
(2012) ha reportado el efecto de la temperatura sobre la degradacién del acido
ascorbico en la elaboracion de mermeladas de frambuesa y zarzamora con

pérdidas entre 12 y 83 % segun la variedad estudiada.

V-3.2.1.2 Contenido de pigmentos

Se comparo, en la figura V-11, el contenido de ACY en la pulpa pura y en
las mermeladas, incluyendo dos maneras de expresar la concentracion en el
producto final: cada 100 gramos de pulpa o de mermelada (producto listo para
consumir). En el caso del % CP (figura V-11) se comparé la pulpa pura y la

mermelada, ya que esta variable es independiente del peso de muestra.

167+ A

83

42+

Antocianinas monom. (mg cianidina-3-glu/100g)

Fresca (100 g FRUTA) Mermelada (100 g FRUTA) Mermelada (100 g MERMELADA)

|i Arandano . Frambuesa . Guinda D Zarzamora I

Figura V-11. Contenido de antocianinas monomeéricas en la materia prima y

mermeladas puras. Nota: la altura de la barra indica el valor medio. Las barras de error

expresan el error estandar.

Las cuatro matrices presentaron disminucion del contenido de ACY durante
la elaboracién de las mermeladas puras, o que nuevamente confirma que
varios factores afectan la estabilidad durante la preparacién, procesamiento y
almacenamiento, incluyendo pH, temperatura, luz, oxigeno, iones metalicos,
enzimas y azucares (Rhim, 2002). Para la fabricacion de mermelada, los
principales efectos se deben a la temperatura de cocciéon, pH y concentracion
de azucar. Durante el procesamiento de la mermelada, los frutos pulpados

fueron sometidos a un intenso tratamiento térmico, previo mezclado con
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cantidades iguales de azucar. La temperatura elevada durante el
procesamiento de mermelada desplaza el equilibrio de las antocianinas hacia
las chalconas incoloras, que son inestables, especialmente si carecen de
azucares (Clifford, 2000).

334

%CP
N

114

o

Fresca Mermelada

|i Arandano - Frambuesa . Guinda D Zarzamora I

Figura V-12. Porcentaje de color polimérico en la materia prima y mermeladas

puras. Nota: la altura de la barra indica el valor medio. Las barras de error expresan el error

estandar.

En cuanto al color polimérico, no se detectaron diferencias significativas (p
<0,05) para frambuesa, arandano y guinda; mientras que en zarzamora se

elevé un 5 % su valor.

V-3.2.1.3 Color superficial

La tabla V-12 presenta los valores de las coordenadas cromaticas para las
pulpas utilizadas como materia prima y las mermeladas puras resultantes. En
general en todos los casos se registrd una disminucion de la luminosidad por
efecto del proceso de elaboracion de mermelada y un aumento visual del brillo,

como consecuencia del agregado de azucar.
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Tabla V-12. Funciones de color: luminosidad, angulo de tono y saturacién en

las mermeladas formuladas

L* hue Chroma
Zarzamora Pulpa 18,68+2,26° 151+355° 1,65+040°
Zarzamora Mermelada | 10,76 +0,42F 30,76 +2,02° 1,52+0,09"
Frambuesa Pulpa 28,06 +0,83° 24,88 +250° 29,04+0,84%
Frambuesa Mermelada | 22,70+3,54° 30,93+234° 1514+081%
Arandano Pulpa 19,19 +2,03° 1250+0,89° 841+187%
Arandano Mermelada 15,91 +2,23° 41,89 +6,46% 0,89+0,217
Guinda Pulpa 33,69+0,29” 2566+0,55° 29,46+0,26"
Guinda Mermelada 16,70+0,31° 2755+0,65° 1598+0,71%

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacion. Los valores representan la media
(n =6) = SD. Medias con una letra comun por columna no son significativamente diferentes (p<
0,05)

La mermelada de zarzamora, si bien incrementd notablemente el angulo de
tono, no presenté diferencias significativas en Chroma, lo que resulté en un
color oscuro poco saturado. En frambuesa la mermelada mantiene el tono rojo
caracteristico con una disminucién de la intensidad. En el caso de la
mermelada de arandano, al igual que en zarzamora, el corrimiento del angulo
de tono fue muy importante, pero nuevamente acompafiado de una saturacién
muy baja, lo que se traduce en un producto oscuro en la gama de los purpura
(bajos valores de los parametros a* y b*). Finalmente la mermelada de guinda
no presento diferencias significativas en hue, pero si una disminucion marcada
de luminosidad e intensidad, aunque el color final siguié siendo atractivo
(fotografia V-4).

ZARZAMORA GUINDA FRAMBUESA ARANDANO

Fotografia V-4. Mermeladas puras obtenidas
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V-3.2.2 Mermeladas fortificadas
V-3.2.2.1 Fenoles totales, flavonoides, acido ascérbico y poder

antirradicalario

En la tabla V-13 se presentan los valores de FT, Fv, PA'y AA en los polvos
de RMD vy cassis utilizados para fortificar y en las mermeladas obtenidas en
cada caso. Las mermeladas con polvo de RMD fueron las que mayor contenido

de FT mostraron.

Tabla V-13. Valores de FT, Fv, PAy AA en los polvos de RMD y cassis

utilizados para fortificar y en las mermeladas obtenidas

Producto FT Fv PA AA
Polvo RMD 8063 + 412 1227 + 27 14,38 + 0,39 7000 £ 125
Polvo C 2934 + 110 2197 + 64 9,76 +0,29 900 + 45

Zarzamora+ RMD | 18112118 193+20° 0,79+0,06% 380+4"
Zarzamora + C 911+33°¢ 38+4" 0,74+0,08% 140+9"
Frambuesa+ RMD | 1564 +22% 165+1¢ 074+003% 365+5°¢
Frambuesa + C 447 +8° 31+1"  068+0,05% 163+7°
Arandano + RMD 2312+50" 237+3° 094+006"% 39277

Arandano + C 1413+23°¢ 130+1° 086+0,03" 135+4F"
Guinda + RMD 2557 +30" 349+142 0,89+0,05" 323+4¢
Guinda + C 1561 +528 187 +5° 0,82+0,04% 98+29

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical
(mg™), AA: acido ascorbico (mg/kg). RMD: rosa mosqueta deshidratada, C: cassis. Los valores
representan la media (n = 3) £+ SD. Medias con una letra comun por columna no son

significativamente diferentes (p< 0,05)

Teniendo en cuenta los valores esperados, en funcion de la constitucion de
las materias primas, las mermeladas obtenidas recuperaron entre un 78 — 100

% del contenido de FT.
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En las matrices con RMD el valor de Fv se acerco al 100 % del esperado
en funcion de las materias primas originales. En las mermeladas con polvo de
cassis los porcentajes obtenidos fueron menores, ubicandose entre el 40 y 80
% del valor esperado.

Si retomamos la comparacion realizada para pulpas mezcla fortificadas en
la seccion V-3.1.2.1, una porciéon de 25 g de mermelada (que podrian
afiadirse a un postre o preparacion) podria suministrar los mismos fenoles
totales proporcionados por 100 ml de té verde (en el caso de frambuesa + C) y
los mismos que los obtenidos por consumo de una taza de café negro (guinda
+ RMD y arandano + RMD). El consumo de 25 g de mermelada guinda + RMD
aportaria ademas el 45 % de los Fv de un vaso de vino tinto o una taza de té
negro.

El poder antirradicalario también se elevd correlacionandose con el
contenido de Fv y FT (coeficientes de correlacion de Pearson 0,85 y 0,91
respectivamente).

Nuevamente, en la comparacion dentro de cada matriz, las mermeladas
con polvo de RMD presentaron valores superiores a las fortificadas con polvo
de cassis. En el poder antirradicalario la respuesta obtenida en cuanto a
diferencias significativas (p < 0,05) fue la mas homogénea, detectando sdélo dos
grupos.

El agregado de polvo de RMD vy cassis a las mermeladas permitio el
aumento significativo del PA en zarzamora (22 y 14 %), frambuesa (37 y 26 %)
y en guinda (19y 9 %). En arandano se registraron disminuciones del 17 en el
primer caso y 25 % con el agregado de polvo de cassis.

Las matrices con mayor contenido de acido ascoérbico fueron aquellas
donde se agrego polvo de RMD. EIl impacto del proceso de elaboracion de las
mermeladas sobre esta variable fue significativo (p<0,05), ya que se obtuvieron
concentraciones entre el 61-76 % de los valores esperados.

Estas mermeladas podrian considerarse fuentes no tradicionales de acido
ascorbico. Las que contienen RMD permitirian incorporar en una porcion (25
gramos): 95 mg (zarzamora + RMD), 92 mg (frambuesa + RMD), 98 mg
(arandano + RMD) y 81 mg (guinda + RMD) de acido ascérbico; mientras que

en aquellas que se afadio polvo de cassis los valores son un poco mas bajos
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pero igualmente interesantes: 35 mg (zarzamora + C), 41 mg (frambuesa + C),
34 mg (arandano + C) y 25 mg (guinda + C). En la fotografia V-5 se muestra,
a los fines de establecer comparaciones, el contenido de acido ascorbico en

matrices reconocidas por ser fuente de este compuesto.

NARANJA PIMIENTO ROJO ESPINACA
50 mg/100g 140 mg/100g 51 mg/100g

BROCOLI MANDARINA KIWI
89 mg/100g 49 mg/100g
( \P
PAPAYA LIMON REPOLLITOS DE BRUSELA
62 mg/100g 40 mg/100g 75 mg/100g

Fotografia V-5. Contenido de acido ascorbico en matrices conocidas

(fuente de datos bibliograficos: Dergal, 2006)

V-3.2.2.2 Contenido de pigmentos

El polvo de cassis presenté un elevado contenido de ACY (392 + 20 mg
cianidina-3-glu/100g) y un bajo %CP (6 £ 1), lo cual impacta elevando las
concentraciones en los productos derivados, si se los compara con el aporte
del polvo de RMD (3 + 1 mg cianidina-3-glu/100g y %CP 6 + 1). Sumando a
esto, zarzamora y arandano fueron las matrices con mayor aporte de ACY
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desde la pulpa pura, haciendo que esas mermeladas (zarzamora + C y
arandano + C) fueran las de contenido mayoritario de ACY.

En la figura V-13 se presenta el contenido de ACY en las mermeladas
puras y con agregado de polvo de RMD y cassis. En todos los casos el valor
esperado (en funcion del porcentaje afiadido) no se alcanzo, infiriéndose que
factores tales como la temperatura de proceso, la concentracion de azucar y la
presencia de acido ascorbico afectaron notablemente la concentracion de ACY.
Si bien la ingesta diaria no esta formalmente establecida, se manejan valores
de consumo de antocianinas que podrian superar los 200 mg/dia (Robards y
col., 1999; Delgado-Vargas y col.,, 2000), siendo mayores para los
consumidores regulares de vino tinto (Clifford, 2000). Por tanto, las
mermeladas formuladas podrian considerarse una fuente alternativa de estos
compuestos, considerando que por ejemplo, una porcion (25 g) de mermelada

de arandano con cassis aportaria 25 mg.
103+ A
774

52

26

Antocianinas monom. (mg cianidina-3-glu/100g)

o

Zarzamora Frambuesa Arandano Guinda

|i Cassis . Pura D RMD |

Figura V-13. Contenido de ACY en mermeladas puras y fortificadas con

polvo de RMD y cassis. Nota: la altura de la barra indica el valor medio. Las barras de

error expresan el error estandar.

En cuanto al porcentaje de color polimérico (figura V-14) las fortificaciones
con polvo de cassis permitieron obtener productos donde se observé una
menor polimerizacién de pigmentos en comparacion con RMD y ademas no se
hallaron diferencias significativas (p< 0,05) con los valores de las mermeladas

puras en cada fruta.
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52+

39+

26+

% Color Polimérico

Arandano Guinda

Frambuesa

|i cassis [l] Pura [] rRMD |

Zarzamora

Figura V-14. Porcentaje de color polimérico en mermeladas puras y fortificadas

con polvo de RMD y cassis. Nota: la altura de la barra indica el valor medio. Las barras de

error expresan el error estandar.

V-3.2.2.3 Color superficial
En las mermeladas fortificadas con cassis y RMD, nuevamente se observé
una disminucion de la luminosidad con respecto a la pulpa pura. Los valores de

las coordenadas cromaticas se presentan en la tabla V-14.

Tabla V-14. Funciones de color: luminosidad, angulo de tono y saturacion en

las mermeladas formuladas
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L* hue Chroma
Zarzamora Pura 10,76 +0,42° 30,76 +2,02° 1,520,097
Zarzamora + RMD 10,02 +0,65° 3452+500° 4,74+034F
Zarzamora + C 9,84+042° 2918+147° 214+0097
Frambuesa Pura 2270+354" 3093+234° 1514+0,81%
Frambuesa + RMD 20,67 +3,02” 32,06+0,79° 10,24 +147%
Frambuesa + C 21,78 +3,54" 30,71+225° 1577+0,81%
Arandano Pura 15,91 +223°% 4189+6,46% 0,89+021F
Arandano + RMD 14,71 £2,80% 2229+332¢ 403+049F
Arandano + C 14,99+2,23% 3476+333° 151+022"
Guinda Pura 16,70+ 0,31® 27,55+0,65° 1598+0,71%
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Guinda + RMD 15,35+ 0,868 30,84+1,09° 1261+062°
Guinda + C 15,78 +0,318%  2747+062° 16,610,717~

L*: luminosidad, hue: angulo de tono, Chroma: saturacion. RMD: rosa mosqueta deshidratada.
Los valores representan la media (n = 6) £ SD. Medias con una letra comun por columna no

son significativamente diferentes (p< 0,05)

En zarzamora, las mermeladas pura y con cassis no presentaron
diferencias significativas en ninguno de los parametros cromaticos, mientras
que en aquella adicionada de RMD se elevé el angulo de tono y la saturacion,
aumentando la componente roja en el producto final, debido al agregado de un
polvo claro (fotografia V-6).

Para las mermeladas de frambuesa, el efecto fue similar: no se hallaron
diferencias significativas entre el producto control y con adiciéon de polvo de
cassis. En este caso el polvo de RMD solamente tuvo influencia en la
saturacion del color final, practicamente imperceptible a la vista (fotografia V-
6).

Las mermeladas de arandano con cassis resultaron mas oscuras que
aquellas con agregado de RMD, probablemente debido a las tonalidades

propias de cada polvo (fotografia V-6).
En guinda, los tres productos no presentaron diferencias significativas en el

angulo de tono, aunque si en el parametro Chroma, lo que se reflejo en un

color menos intenso para la adicionada con RMD (fotografia V-6).
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FRAMBUESA + RMD

ZARZAMORA + CASSIS GUINDA + CASSIS FRAMBUESA + CASSIS ~ ARANDANO + CASSIS

Fotografia V-6. Mermeladas fortificadas con RMD y cassis

V-4. CONCLUSIONES
Pulpas mezcla fortificadas

e En las pulpas mezclas, si bien no se alcanzaron los valores esperados
en funcion de las proporciones agregadas, se puede destacar el elevado
contenido de fenoles totales, flavonoides, acido ascérbico y poder
antirradicalario que presentaron los productos finales.

e Durante el almacenamiento de las pulpas mezclas el porcentaje de
retencion de FT, Fv y PA fue superior al 70 %, sin denotar diferencias entre la
condicion de luz y oscuridad.

e La concentracién de acido ascoérbico fue muy afectada por el tiempo de
conservacion y por la exposicion a la luz, alcanzando (en ambos casos) un 37
% de retencién luego de seis meses de almacenamiento.

e Las pulpas mezclas recién preparadas tienen un color muy atractivo que
se va perdiendo y virando hacia los pardos durante el almacenamiento debido
a la pérdida de ACY y aumento de la polimerizacion. No se detectaron

diferencias por exposicion a la luz.

Mermeladas puras y fortificadas
e Durante la elaboracion de mermeladas puras, la concentracién de FT no

se vio afectada por el proceso en ninguna de las cuatro matrices, mientras que
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los Fv disminuyeron como consecuencia del efecto de la temperatura y la
concentracion de azucares sobre las ACY. El PA de las mermeladas puras
sufrié pequefas modificaciones en comparacion con las materias primas.

e La concentracién de acido ascorbico en las mermeladas puras fue la
variable mas afectada por el proceso con pérdidas entre 36-50 %.

e En las mermeladas puras, la concentracion de ACY disminuye
(acomparfiado de un aumento de % CP) debido al proceso térmico.

e El agregado de polvo de cassis a las mermeladas eleva el valor de ACY
cuantificado. El elevado valor de acido ascérbico del polvo de RMD sumado a
su baja concentracién de ACY, impactan negativamente en la concentracién de
esta variable en las mermeladas fortificadas.

e Las mermeladas fortificadas no presentan grandes cambios en el color
superficial, en general el polvo de RMD tiende a aclararlas mientras que el de

cassis las oscurece.

Conclusién general

e El agregado de RMD o Cassis para mejorar el contenido de acido
ascorbico en los productos (pulpas mezcla y mermeladas) fue satisfactorio ya
que, si bien los procesos aplicados disminuyeron su concentracion debido a las
condiciones propias del tratamiento, la adicidn realizada permiti6 mantener una
concentracion importante del compuesto en los productos finales. A su vez,
esta adicion fue favorable para mantener los compuestos bioactivos y el PA en
valores altos.

En conjunto, nuestros resultados indican que el empleo de las pulpas
mezcla o las mermeladas (puras o fortificadas) constituyen una estrategia
adecuada para el desarrollo de alimento ricos en antioxidantes, cuyas
propiedades bioactivas se mantengan estables durante el almacenamiento,
Ademas, los productos obtenidos podrian considerase como una fuente no

tradicional de acido ascorbico.
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e Las pulpas de frutas estudiadas se diferencian en general por su
atractivo color, bajo contenido graso y el aporte de fibra alimentaria,
principalmente de frambuesa y zarzamora. Todas exhibieron importantes
valores de compuestos bioactivos y poder antirradicalario aunque se
destacaron guinda y arandano. Zarzamora y arandano contribuyeron ademas
con un elevado contenido de antocianinas monoméricas, lo que impactara
directamente en el color superficial.

e EI proceso de escaldado de arandano y guinda aumenta
significativamente la concentracion de compuestos bioactivos y PA de las
pulpas respecto a fruta fresca; denotando el efecto beneficioso de la aplicacion
del pretratamiento. Ademas, las Antocianinas se mantuvieron estables.

e El proceso de pasteurizado de las pulpas aumenté significativamente los
valores de compuestos bioactivos en frambuesa y zarzamora mientras que no
generd cambios en arandano y guinda previamente escaldados.

e Las matrices sometidas a los procesos de pulpado y pasteurizado
tuvieron un significativo cambio global de color, pero conservaron sus
tonalidades dentro de los purpuras-rojizos (el angulo de saturacién varié entre
270 y 25°), es decir, colores atractivos que facilitan la aceptaciéon por parte de
los consumidores.

e La deshidratacion de rosa mosqueta y cassis, aumentd
significativamente la concentracion de los compuestos bioactivos y PA salvo la
concentracion de acido ascorbico que disminuyo levemente. La concentracion
de carotenos de rosa mosqueta no fue significativamente afectada por la
aplicaciéon de aire caliente mientras que en cassis, se registro una pérdida de
ACY muy marcada.

e Se puede destacar que el elevado contenido de fenoles totales,
flavonoides, acido ascorbico y poder antirradicalario que presentan los polvos
de rosa mosqueta y cassis los convierten en excelentes aditivos para aumentar
la funcionalidad de diversos alimentos.

e En pulpas congeladas, en general, las pérdidas de los compuestos

bioactivos estudiados no superaron el 30%, ademas de mantener un nivel alto
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de pigmentos y un color atractivo. El PA se conservd mucho mejor en las frutas
oscuras (zarzamora y arandano).

e En pulpas pasteurizadas almacenadas a temperatura ambiente en
condiciones de luz y oscuridad, frambuesa y guinda fueron las matrices con
menor retencion de compuestos bioactivos y PA, siendo al mismo tiempo las
que presentaron pérdidas de ACY mayores al 95%, lo que se reflejo en sus
altos IDA. El color de estas pulpas fue significativamente afectado en todos los
casos por el tiempo de conservacion y las condiciones de exposicion, con un
efecto marcado de la luz sobre todo en las frutas mas claras.

e Analizado el efecto del procesado y conservacién de las distintas
matrices, se podria concluir que la pulpa de arandano (congelada vy
pasteurizada) presentd y conservd los mayores niveles de compuestos
bioactivos, poder antirradicalario y estabilidad del color, justificando su eleccion
para la formulacion de nuevos alimentos. De las tres matrices restantes, la
pulpa de zarzamora seria una muy buena eleccion por su alto nivel de ACY, PA
y estabilidad del color.

e Durante el almacenamiento de las pulpas mezclas A-F y G-Z
pasteurizadas, el porcentaje de retencién de FT, Fv y PA fue superior al 70 %,
sin mostrar diferencias entre la condicion de luz y oscuridad. La concentracién
de acido ascorbico fue muy afectada por el tiempo de conservacion y por la
exposicion a la luz, alcanzando (en ambos casos) un 37 % de retencién luego
de seis meses de almacenamiento.

e Las pulpas mezclas recién preparadas tienen un color muy atractivo que
se va perdiendo y virando hacia los pardos durante el almacenamiento debido
a la pérdida de ACY y aumento de la polimerizacion. No se detectaron
diferencias por exposicion a la luz.

e Durante la elaboracion de mermeladas puras, la concentracién de FT no
se vio afectada por el proceso en ninguna de las cuatro matrices, mientras que
los Fv, ACY y acido ascorbico disminuyeron como consecuencia del efecto de
la temperatura, siendo este ultimo el mas afectado. ElI PA sufri6 pequenas

modificaciones en comparaciéon con las materias primas.
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e Las mermeladas fortificadas no presentaron grandes cambios en el color
superficial, en general el polvo de RMD tiende a aclararlas mientras que el de
cassis las oscurece.

e El agregado de RMD o Cassis para mejorar el contenido de &acido
ascorbico en los productos (pulpas mezcla y mermeladas) fue satisfactorio ya
que, si bien los procesos aplicados disminuyeron su concentracién debido a las
condiciones propias del tratamiento, la adicién realizada permiti6 mantener una
concentracion importante del compuesto, como asi también un buen nivel de
ACY en los productos adicionados con Cassis

e En conjunto, nuestros resultados indican que el empleo de las pulpas
mezcla fortificadas o las mermeladas (puras o fortificadas) constituyen una
estrategia adecuada para el desarrollo de alimento ricos en antioxidantes,
cuyas propiedades bioactivas se mantengan estables durante el
almacenamiento, y que los productos obtenidos puedan considerase como una
fuente no tradicional de acido ascérbico. Ademas, el hecho de ser elaborados
de forma natural a partir de frutas de colores atractivos favorecera la
aceptacion del producto por parte del consumidor.

e Actualmente en el mercado argentino no se encuentran disponibles
productos de caracteristicas similares, existe entonces una oportunidad de
agregar valor a la produccion de berries y cherries, cuya perecibilidad y cortos
periodos de cosecha generan importantes volumenes de fruta de descarte,
elaborando alimentos funcionales que permitan conseguir efectos beneficiosos
en la salud de los consumidores que van mas alla de los requerimientos
nutricionales tradicionales, ademas de ampliar la gama de productos

disponibles durante todo el afio.

En futuras investigaciones seria necesario abarcar o profundizar los siguientes
aspectos:

» Estudiar la estabilidad de compuestos bioactivos y color en
mermeladas durante el almacenamiento en condiciones de anaquel

» Estudiar alternativas que permitan la estabilizacion del color en niveles

aceptables en las pulpas puras y mezclas, a los fines de mejorar el
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almacenamiento a temperatura ambiente en condiciones de anaquel, que es el
canal mas importante de comercializacién actual.

» Preparacién de mermeladas con endulzantes menos caléricos, lo cual
permitiria obtener alternativas saludables y ampliaria el rango de
consumidores.

» Realizacidon de un panel sensorial para evaluar la aceptabilidad de los

productos elaborados.
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Interferencia del acido ascorbico en la

cuantificacion de fenoles totales: Folin

Ciocalteu vs. Fast Blue BB




ANEXO

A-1. INTRODUCCION

El reino vegetal es fuente de gran variedad de sustancias fitoquimicas con
potencial actividad antioxidante, que al ser incorporadas a través de la dieta
podrian ayudar a evitar el estrés oxidativo y disminuir el dafio producido por el
exceso de radicales libres. En base a esta potencial actividad biologica, se han
desarrollado numerosos estudios para determinar las propiedades de estas
sustancias, destacandose los estudios realizados con el subgrupo de los
fenoles. El hombre no es capaz de sintetizar este tipo de compuestos, asi que
depende fundamentalmente de la ingesta de productos de origen vegetal para
incorporar estas sustancias al organismo.

Las frutas, incluidos los berries, constituyen una de las principales fuentes
de compuestos fendlicos en la dieta. En ellas es frecuente encontrar derivados
de los acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, antocianinas, flavonoles,
catequinas, y taninos condensados e hidrolizables (Macheix y col., 1990). La
mayoria de estos compuestos permanecen en productos elaborados a base de
frutas y berries (Heinonen y col., 1998), como por ejemplo jugos, pulpas,
mermeladas, jaleas, gelatinas, etc. (Hakkinen y col., 2000; Zafrilla y col., 2001).

En general los metabolitos de los fenoles son rapidamente eliminados del
plasma lo que indica que es necesario un consumo diario de productos
vegetales para mantener altas concentraciones de éstos en la sangre (Manach
y col., 2004).

La concentracion de fenoles puede determinarse a través de diferentes
métodos. Para propdsitos de cuantificacién aproximada el mas utilizado, por su
facil aplicacion y bajo costo, es el método espectrofotométrico denominado
Folin-Ciocolteau (FC), el cual utiliza un reactivo que contiene tungsteno y
molibdato de sodio, acido fosforico y sulfato de litio. El reactivo permanece
amarillo sin reaccionar y cuando los compuestos de molibdeno se reducen, la
estructura cambia y la solucién se torna azul. EI método FC se utiliza
principalmente en jugos, vinos, tejidos vegetales, aguas contaminadas y
proteinas. Durante el analisis la muestra se coloca en una cubeta, se afiade el
reactivo, agua y Na,COs3 (Singleton y col., 1999).

El reactivo de FC, si bien no es especifico, permite estimar los fenoles
totales en la muestra. Prior y col. (2005) ha informado que en el ensayo de FC
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interfieren un gran numero de sustancias, en particular acido ascorbico,
azucares (fructosa y sacarosa), aminas aromaticas, dioxido de azufre, acidos
organicos y Fe (ll), y destaca que mientras se use el método FC para
cuantificar fenoles totales, siguiendo el ensayo modificado por Singlenton y
Rossi (1965) se deben realizar las correcciones debidas a las sustancias
interferentes y solo utilizar acido galico como patrén de referencia.

En contraposicion, existe en la actualidad otro método espectrofotométrico
que no sufre las interferencias presentes en el ensayo de FC (Medina, 2011a);
que utiliza la sal de diazonio Fast Blue BB (FBBB), donde el grupo diazonio (—
+N=N-) especificamente se acopla con el grupo hidroxilo fendlico, bajo
condiciones alcalinas, para formar un azo complejo estable que presenta un
maximo de absorbancia a 420 nm. Los valores obtenidos por el método FBBB
son mayores que los reportados por el ensayo FC salvo en muestras
fortificadas con acido ascoérbico o jarabe de alta fructosa, donde las
concentraciones son inferiores (Medina, 2011b).

El objetivo de este anexo fue comparar el método de FC con el método
Fast Blue BB (FBBB) en la cuantificacién de fenoles totales en frutas de la

region y su respuesta ante la presencia de acido ascérbico.

A-2. MATERIALES Y METODOS

Las matrices guinda, arandano, zarzamora, frambuesa, rosa mosqueta y
cassis fueron cosechadas por productores de la zona de la Comarca Andina
del Paralelo 42 (Rio Negro, Argentina) en su punto de madurez oOptimo y
enviadas inmediatamente a Villa Regina, donde se conservaron en heladera a
5 °C hasta su utilizacion. El resto de las frutas (ciruela, pera, manzana,
durazno, higo y uva), se obtuvieron de diversos comercios de la zona. Se
realiz6 un muestreo aleatorio simple, se descartaron aquellos frutos que
presentaban sintomas de avanzado estado de madurez y/o podredumbre.

La rosa mosqueta y el cassis deshidratado, se obtuvieron por secado en

las condiciones detalladas en el capitulo Ill, seccién IlI-2.1.4

En cuanto a los patrones, se utilizé acido galico p.a. Biopack y acido

ascorbico p.a. Merck.
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A-2.1. Métodos

= Extraccion de compuestos bioactivos. Se realizd segun la
metodologia explicada en el Capitulo I, seccién [-2.1; utilizando como solvente
de extraccion solucion al 1 % de HCI en etanol y temperatura de 37 °C.

= Fenoles totales por Folin-Ciocolteau (FT). Se realiz6 segun la
metodologia explicada en el Capitulo I, seccién 1-2.1.

= Fenoles totales por Fast Blue BB (FT). Se realiz6 segun la
metodologia explicada en el Capitulo Ill, seccion IlI-2.2, por Fast blue BB

debido al elevado contenido de acido ascorbico de algunas matrices

A-2.2 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados estadisticamente determinando la media y la
desviacién estandar. En primera instancia, se aplicé un disefio factorial
completamente aleatorizado a dos vias, donde los factores analizados fueron
fruta y método de determinacién. Se chequearon los supuestos de
homocedasticidad de varianza, normalidad y aleatoriedad de los residuales. El
analisis se desestimd ya que la interaccion resulto significativa, para un nivel de
significancia a = 0,05, lo que opaca los efectos principales, invalidando el
analisis. Por esta razon se procedid a aplicar un diseno completamente
aleatorizado para cada fruta siendo la variable respuesta: contenido de fenoles
totales. Los resultados obtenidos se analizaron mediante un analisis de
varianza para un nivel de significancia a = 0,05 y se empled la prueba de DGC
(Di Rienzo, Guzman, Casanoves) para la comparacion de medias, ya que la
misma permite crear grupos homogéneos excluyentes. En el caso de la
variable acido ascorbico no se realiza un analisis de varianza ya que el objetivo
era evaluar el método de determinacion de fenoles totales. Se utilizo el

programa estadistico Infostat v. 2012 (Di Rienzo y col., 2012).

A-3. RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 1 indica la concentracidon de fenoles totales en las matrices frescas
y deshidratadas, determinada por ambos métodos, y la concentracion de acido
ascorbico total. Aunque la concentracién de fenoles halladas por FC fue similar
a las obtenidas por varios autores para las mismas matrices (Marinova y col.,
2005; Heinonen y col., 1998; Szajdek y Borowska, 2008; Medina, 2011b), estos
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valores resultaron muy inferiores a los detectados por el ensayo FBBB a
excepcion de aquellas muestras donde el contenido de acido ascérbico era
elevado (rosa mosqueta y cassis) confirmando la interferencia de este analito
en la determinacién (Prior y col., 2005)

En las figuras 1 y 2 se observa el comportamiento de dos patrones, acido
galico y ascérbico, frente a ambos métodos de deteccion. FC presenta alta
respuesta a las concentraciones de ambos patrones, mientras que FBBB solo
responde a las concentraciones de acido galico; superando, en cada punto, los
valores de absorbancia obtenidos por la metodologia de FC.

El acido ascérbico es un antioxidante no fendlico, constituyente natural de
la mayoria de las frutas y reacciona frente al reactivo FC, haciéndose notoria
dicha interferencia en bajas concentraciones como se observa en la figura 2.
Como se muestra en la tabla 1, en nuestras matrices la interferencia se puso
en evidencia en cassis y rosa mosqueta (900 y 7000 ppm respectivamente).

Resultados similares fueron hallados por Lester y col. (2012) para frutillas.

Tabla 1. Fenoles Totales (mg GAE/100 g) en frutas frescas y deshidratadas por
los métodos Fast Blue BB (FBBB) y Folin—Ciocalteu (FC) y Acido ascérbico
total (mg AA/Kg)

Muestras FC FBBB AA

Frescas
Frambuesa 172 + 1A 317 +3F! 213+2
Guinda 610 + 46 2 1816 + 6 B2 94 +5
Zarzamora 329+21™ 1118 + 5 ®3 148 + 15
Arandano 492 + 10" 1778 + 84 B 130+ 8
Pera 69+ 9" 95+ 58 43 +5
Manzana 91+7" 213+ 2°5° 46 +3
Uva 383+2"7 953 + 34 B 30+ 14
Durazno 80 +17° 183 + 4 B8 190 + 4
Higo 41+37 130 + 4 B° 20+ 2
Ciruela 250 + 2 A1° 436 + 1 °™° 95 + 10

Deshidratadas
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Rosa Mosqueta 10841 + 36 A" 8063 + 412 B! 7000 + 125
Cassis 3705 + 122 A1? 2934 + 110 B 900 + 45

Los valores representan la media (n = 3) + SD. Medias con una letra comun por fila no son
significativamente diferentes (p<= 0,05). FC: Folin—Ciocalteu (mg GAE/100 g). FBBB: Fast Blue

BB (mg GAE/100 g). AA: Acido ascérbico total (mg AA/KQ).

= 1 4
'22’5 /
£ e
52,0 -
o
= /
1,5 * / ’/,/I
_—
/ /,/-FF
1,0 /I /,//
I B - FBBB
05 ;V ,}’/’ -FC
f’ ' /’}*”/
,.'/,AF’
0,0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
ppm Acido Galico

Figura 1. Curvas de acido galico frente a dos métodos de determinacién de

fenoles totales: Folin-Cicolteau (FC) y Fast Blue BB (FBBB)
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Figura 2. Curvas de acido ascorbico frente a dos métodos de determinacion de

fenoles totales: Folin-Cicolteau (FC) y Fast Blue BB (FBBB)
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A-4. CONCLUSIONES

Los resultados indican que el ensayo FBBB brinda una evaluacién mas
exacta de los fenoles totales presentes en frutas y no muestra interferencia por
presencia de acido ascorbico en las matrices. En aquellos alimentos que se
sabe contienen altas concentraciones de este antioxidante, se recomienda

utilizar el método Fast Blue BB.
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