UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Trabajo de Tesis Doctoral:

Viabilidad del araza (Eugenia stipitata) como fuente de compuestos
beneficiosos para la salud, efecto de distintos métodos de procesamiento
en su calidad nutricional

Tesista: Mg. Camilo Andrés Reyes

Director/a: Dra. Maria Cecilia Lanari

2020



El presente trabajo de Tesis para optar por el titulo de Doctor de la
Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata se
realizo bajo la direccion de la Dra. Maria Cecilia Lanari en el Centro de

Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA -

UNLP-CONICET).



Pensamiento

"El éxito no es un accidente. Es trabajo duro, perseverancia, aprendizaje,
estudio, sacrificio y lo mas importante de todo, amor por lo que estas

haciendo o aprendiendo a hacer"



Agradecimientos

A la Dra. Maria Cecilia Lanari, por su direccion, participacion y aportes relevantes

durante el desarrollo de esta investigacion.

Al Dr. Jonh Jairo Mendez y la Universidad del Tolima por su ayuda y colaboracion en

distintas etapas de este trabajo.

A los doctores Nelson Romano y Juliana Gamboa por su contribucion en el

enriquecimiento de esta tesis.

Al CONICET (Concejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas) por su

apoyo econdémico y académico en la Beca Doctoral y la realizacion del mismo.

A la Universidad Nacional de la Plata (UNLP) por aportar en mi crecimiento académico

y humano

Al CIDCA tanto por sus recursos tecnologicos como humanos: Investigadores, Becarios,
Personal de Apoyo, Técnicos, Administrativos y servicios generales; por participar y

colaborar en las actividades requeridas para desarrollar este proyecto investigativo.
A mis compafieros y amigos:

A Lu, Andre, Eli y Facu, por estar pendientes de mi, darme frases de aliento, una sonrisa

y buenos momentos en el instituto.

A las vegetarianas: Maga, Nati y Lu por lo mates, la buena onda y la ayuda en momentos

buenos y complicados.

A los gemelos Rocha con los que iniciamos este camino juntos compartiendo momentos

y vivencias en la Argentina.

A Cris Grupierre, mas que mi entrenador, mi familia durante estos anos.



A Diana, mi amor, companera de vida, mi inspiracion, mi contencién en este camino

dificil pero lleno de satisfacciones.

A mis padres Carlos y Flor Edith, y mis hermanos Manuel y Ricardo, sin ustedes nada

de esto seria posible, gracias por su apoyo, amor ¢ impulso.



Los resultados fueron divulgados a través de publicaciones en revistas internacionales,

capitulos de libros y actas de congresos

Trabajos publicados en revistas

Reyes-Alvarez, C. A., Lanari, M. C. Moisture sorption properties of freeze-
dried arazd (Eugenia stipitata Mc Vaugh) powder: Effect on physicochemical
and thermodynamic properties. JOURNAL OF BERRY RESEARCH.

Amsterdam: IOS Press. ISSN online 1878-5123. In press.

Reyes-Alvarez, C. A., Lanari, M. C. Storage stability of freeze-dried araza
(Eugenia stipitata Mc Vaugh) powders. Implications of carrier type and glass
transition. LWT- FOOD SCIENCE AND TECHNOLOGY. Amsterdam:

ELSEVIER SCIENCE BV, 2019 118, 108842.

Actas de congreso

Reyes-Alvarez, C. A., Gamboa-Santos, J., Mendez, J. J., Lanari, M. C.
Efecto de las condiciones de procesamiento en la concentracion de bioactivos y
la actividad antioxidante de arazd (Eugenia stipitata) osmo-deshidratada.
Argentina. Mendoza. 2018. Libro. Articulo Completo. Congreso. Congreso
Latinoamericano de Ingenieria y Ciencias Aplicadas. Facultad de Ciencias

Aplicadas a la Industrian de la Universidad Nacional de Cuyo



Reyes-Alvarez, C. A., Gamboa-Santos, J., Mendez, J. J., Lanari, M. C.
Optimizacion de la deshidratacion osmotica de pulpa de arazé (Eugenia stipitata)
en base a sus caracteristicas nutricionales y sensoriales. Argentina. Buenos Aires.
2017. Libro. Articulo Completo. Congreso. XVI Congreso Cytal - Congreso
Argentino de Ciencia y Tecnologia de Alimentos. Asociacion Argentina de

Tecndlogos Alimentarios - AATA

Reyes-Alvarez, C. A., Lanari, M. C. Propiedades de sorcion de humedad de
polvos de araza liofilizados encapsulados con maltodextrina o goma arabiga.
Argentina. Buenos Aires. 2017. Libro. Articulo Completo. Congreso. XVI
Congreso Cytal - Congreso Argentino de Ciencia y Tecnologia de Alimentos.

Asociacion Argentina de Tecndlogos Alimentarios - AATA

Reyes-Alvarez, C. A., Lanari, M. C. Capacidad antioxidante de pulpa de araza
(Eugenia stipitata) liofilizada o congelada. Argentina. Buenos Aires. 2015.
Libro. Resumen. Congreso. XV Congreso Argentino de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos-CYTAL 2015- AATA. Asociacion Argentina de Tecndlogos

Alimentarios - AATA



Tabla de Contenido

Capitulo 1. Introduccion general...........ccccovvvvvvnneeriicccisssssssnnnerneccsssssssssssssssssssssssnns 2
1.1. Clasificacion taxonomica y caracteristicas generales.........cceecueerrecccrsnenee 2
1.1.1. Factores pos-cosecha que afectan la calidad del fruto ........c..ccccuuueerereeeee. 5
1.2. Actividad acuosa y su relacion con los alimentos..........ccceeeeriiccrnnneereeccens 5
1.2.1. Actividad de agUa........cccovvivruneeriiiciiiiiissssnnnriissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 6
1.2.2. Isotermas de SOTCION.......uueeeiiiiueeeiiissneeiiissnneicissneneecssneneessssaseessssssseessans 8
1.2.2.1.  Tipos de ISOtErTMAS ...ccceeeeereeeereeeeeeeeeereesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 9
1.2.3. Transiciones de fase ........eeeeeiiiiiiiinnnneeiieeiiiinnnnnnnnteeeeccsssssnneeeeeeeessssnnns 12
1.2.3.1. Temperatura de transicion vitrea (Tg) ...cccovveeeiissnerciisineeciissneeccssnnenes 13
1.2.3.2. Diagrama de eStad0.......ceeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeeeeeseesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 14
1.3. Métodos de conservacion en frutas........eeeecvveeeecissneeeccssneeecsssneeecenns 15
1.3.1. LT3 11721 (1) 1 N 15
1.3.1.1.  Adicion de cOadyUVANLES....cccevrrrreerrriecesssssssssesnsssesssssssssssssssssssssssssssssanases 18
1.3.1.2. Bebidas en POIVO...ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 19
1.3.1.3. Propiedades de los productos €n polvo...........eeeeeeeeeeeeeeeseeseessssssssssssssssses 20
1.3.2. Deshidratacion osmotica (DO).....couueeiiiiiieeiiiiiineiiiisineeicssssneeecsssneeecsnes 21
1.3.2.1. Factores que afectan el proceso de DO .........ueeeeceuueeercinneeencssnneencssaneenes 22
1.3.2.1.1. Estructura y composicion del fruto y tamano de las piezas................... 23
1.3.2.1.2. Naturaleza y concentracion del agente 0SMOtIiCO .....ccccueeeererruneeeccsnnnneee 24

1.3.2.1.3. Temperatura de tratamiento ........ccccceeeeevvcvnneeereccccssssssssnsseeeeccssssssnssssees 24



1.3.2.1.4, TIEMIPO cuueeerrriiiiiirssrrsnnerrrricssssssssssnsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 25

1.3.2.2.

1.3.3.

1.3.3.1.

Mecanismos de transporte durante la DO ..........ccoevuueeiiiinneecccssnneeennne 26
Secado con aire caliente, secado CONVECTIVO ....ceeeeeeerceeeeeereeennnenncceceeeeenens 28
Reacciones de pardeamiento en frutas .........ccccovvvvvvnneerricccsssssssnnnenneccces 29
ODbjetivo General.........eeeeeiiieciiinissssnnerieccssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 31

Capitulo 2. Obtencion de una bebida instantanea liofilizada de pulpa de araza.

Efecto del tiempo de almacenamiento, la temperatura, humedad y estado fisico en

las caracteristicas fisicoquimicas del POIVO ......uuuuueeeeriiiciiiiirrrnneeeriicccsssssssnnneeneececes 33
1. INtrodUCCiON .....cuuueeeiiiiniiiiiitiieicineeecieeeecsseeeessasseesssssseesssssssnessans 33
2. ODjJELIVOS.ceeieriiiininninnnnnsnsnsnsssssnnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 34
3. Materiales Y MELOAO0S. ..cccovvrrrrrneeriieccssssssssnnnnrreessssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 35
3.1. Eleccion de la fruta y preparacion de la muestra..........cccoeeeervvrnnneereeccns 35
3.2. Congelacion y HOfiliZAcCiOn ........cccoevvvvneeeriicccsssssssnnneiieccsssssssssnssssssssssssonns 36
3.3. EnNSAaY0Ss fiSICOS euvvveeeriiieiiiisssssnnnriieccsssssssnnnsessssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssss 37
3.3.1. Solidos solubles totales (SST)...ccciiiiririrrriirirriiirrirsrssssssssssssssssssssssssssssssnnns 37
3.3.2. Actividad aCU0SA (Aw) ceeeeeerrrieinnnnninniinneennnnennennnnnnnssnesssssssssssssssssssssssssssssans 37
3.3.3. Humedad .......uuuueeeeiiiiiiiiiinnnnnniiiiiciiiniinnnnnniteccccsssssssssssesecssssssssssssssesssssss 38
3.34. Densidad vOIUMELIICA......uuuueeeeerriiiiiiisissrnnnnteieccissssssnnnsreeeeccsssssnssssseseecces 38
3.3.5. ANGUIO (€ FEPOSO c..ecvecevereerrerresneressssessssessssessssessssessssessssessssssssesssessseses 38
3.3.6. Higroscopicidad........ceeceeeeeeiinneeencinneeencssnneencsssnneencsssnneescssssnessssssssecscsss 39
3.3.7. Grado de apelmazamiento .........ccoocvvveeeeericciississsnnnreeecccssssssnnnsseseccsssssnns 40

3.3.8.

NT0Y 11031 1T B PP 41




3.3.9.

3.3.10.

34.

3.4.1.

3.4.2.

3.4.2.1.

3.4.2.2,

3.4.2.3.

3.4.2.4.

3.4.3.

3.4.3.1.

3.4.3.2.

3.5.

3.5.1.

3.5.1.1.

3.5.2.

3.5.2.1.

3.5.2.2.

3.5.3.

3.5.4.

0 5 [ 41
JAY 2 N0 B R T 1) (1) PPN 41
Caracterizacion quimica de 1as MUESEras ......cccevveerrreccirsrssrnneerreeccssssnns 42
Extraccion de 1os antioXidantes .........ccceevveeeecissneecccssinnecccssneecccssnneeecenns 42
Concentracion de compuestos antioXidantes..........ceeeeeerseccrnneerrecccssssnnns 44
Polifenoles Totales (PT) cccccciiieiiiiiiiiinnininnnnnnnnninnnnnnnniensnnsneeneesssssssssssssssnans 44
Flavonoides Totales (FT)....cccccceiiiiiiiiiniiiiiniiininiiniiiiiiiiiiiiiiiiiisieieeenne 44
Carotenoides Totales (CT)....ccceirrennrrciisscciinnnnnsecsssssccssssssssesssssscsssssssssenes 44
Determinacion de Acido ASCOrDICO (AA) wovuuueerererererererereresnenesesesssesessaene 45
Actividad ANtiOXIdANTE ....uuueeeeeeeeeiiiiisiisnnneeeeeecciisisssnnneeeeescsssssnsssseeeeecees 46
Método del DPPHe ..........uciieuueiiiiiniiiiiinneiicsnneeccssnneeessssneesssssssssssans 46
Poder reductor del hierro (FRAP).....ccccciiiiiiienrciissciniiennnmecssssccsssssssseenes 46
Efecto de 1a humedad y del almacenamiento en los polvos.........cccceeeeet 47
Isotermas de SOrcion de agUa........cccovvvvvrneeerrieccsssssssnnnnrssesssssssssssasssssssssss 47

Modelado matematico de las isotermas de sorcion de agua y comparacion

L 11 L PN 48
Propiedades termodinAmiCas.......cccevveerrrreccsssssssnneessecsssssssssssssssessssssssnes 49
Calor total de sorcion, calor isostérico neto y entropia diferencial ....... 49

Teoria de la compensacion. Relacion entre la entalpia y la entropia. ... 50
Determinacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg)...cceeeuueeeneee 51

Determinacion de la microestructura mediante microscopia electronica

de barrido (SEM) cccciiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieisssssessssssssssssssssssssens 52



3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.4.5.

4.5.

4.6.

AlMACENAMECNTO . .uuueeeiiiinrreieiiineeicisneeiicsinteessssstessssssnesssssssseesssssssesssnss 53
Composicion de polifenoles........c.ccccvveeeeiiiciissssssnnnnriiccsssssssnneeereccsssssnns 54
Biodigestibilidad in-Vitro .........ccceeeiiiiivvvnneeiiicccisssssssnnnerincccsssssssnnssessecess 54
ANALSIS eStAdISTICO weeeeeeuneeeiiiiineeiiissneiiiiisneeiiiiineeecnsinteecsssnseessssssseesenns 56
Resultados y diSCUSION.....uuuueeeeriieciisssssrsnnnnrricccssssssssnnssssssssssssssssssssssscsss 56
Caracterizacion inicial de los liofilizados ...........ccceevuuerrecisneerciinnneecnnne 57
Isotermas de adsorcion de humedad ..........ccoeeuueeeiiinnneeiiissneecccssnneeccnne 62
Propiedades termodinAmicCas.......cccvvvuveerreeccssssssrnnnrrsecsssssssssssssssssssssssones 64

Efectos de la temperatura, actividad acuosa y tipo de “carrier” en las

propiedades fisicoquimicas de pulpa de araza liofilizado ...................... 68
LG4 1) PPN 68
SOIUDIIIAAd....uuueiiniiiiiiiiiiiinnieennieennieensteensteessneesssseessssseesssseesssseessnn 71
Contenido de antioXidaAntes.......cccovveeeeeeeeeciiisssssnnneeeeccccssssnneneeeeccsssssnnns 73
Actividad antioXIAANTE .......uueeeeeeeriiiiiiiiinneeeeeeeciiisiissnneeeeecccssssssssssseeeecees 76

equilibrio y la actividad acuosa...........eeeeeeieiiiiiiivnnnneeeeecicsssssnnneeeeeecees 79
Estabilidad de almacenamiento .........ccceeeeeeeeciiissssnnnneeeecccccssssnnnneeeecces 85
Biodigestibilidad IN-VItro .....cuueeeeinnneeencinnneeencisnnneencissnneencssneeescsssnnecscans 92
L O01) 1 T8 11T 1) 1 RN 95

Capitulo 3. Factibilidad del uso de araza liofilizado para obtener una bebida con

bacterias lacticas y compuestos PrebiOtiCos .....uueeeeeriicciiisissnnnnereecccsssssssnnneerenceces 85

INTFOAUCCION cuuererenerenneeenecerenierereeereeserereesssescsessossssscsassosessssssssosasssssassosanses 85




3.1.

3.1.1.

3.2

3.2.1.

3.2.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

4.3.1.

4.3.2.

4.4.

ODJELIVOS ccurernrrerriecisissssssnnnrnrieccssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 88
Materiales Y MELOUO0S. .cccovvvuuumerrrriiciisssssssnnnnrrieccsssssssssssssnssssssssssssssssssssssss 89

Preparacion de las muestras liofilizadas de araza sin y con probidticos89

Liofilizacion de las suspensiones bacterianas.........cccceeeeecccssscccnnneeenecees 90
Analisis fiSICOQUIMICOS ..cuuuurevreerriiiciisssssrsnnnerrieccsssssssnnssssssssssssssssssssssssssss 90
Caracterizacion fisicoquimica de la bebida instantanea en polvo.......... 92

Propiedades de sorcion (Isotermas de sorcion de agua y temperatura de

transicion vitrea) @ 20°C ......ueeeeeeeeeeeeeeeeessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 92

Evaluacion de la viabilidad bacteriana en polvos de arazi/inulina o

araza/inulina/maltodextrina ..........eeeeeeiiveeiiiiiineeiiissneeecissneeecsssnneeecnnn 93
Biodigestibilidad IN-Vitro ....ccccceiiiiiiiininninnnnnnncnnnnnnnnnnnnssnssssnssssssssssssssssnnens 93
PAN (BT TR TRE T ] 0 (O RN 94
Resultados Y diSCUSION...ccccvvvrueerriieeisssssssnnneriiecsssssssssssssssnsssssssssssssssssssssss 94
Caracterizacion inicial de los polvos con pre y probidoticos ..........cc....... 94
Isotermas de sorcion de humedad ............uueeeeevueeiiiinsnneiiciiineeccsssnnenncnns 96

AINMD couuciiiiiiiniiinitiiciteicnneeessseeessseecsssnscsssessssssesssssessssssssssssssssasssssanes 98
1) 1) PN 98
Efecto de la humedad en la concentracion y actividad antioxidante..... 99

Efecto de la temperatura de transicion vitrea/contenido de humedad de

equilibrio/actividad acuosa en AIN y AINMD .......uueeeriiiiiiiiccnnneennccces 103



4.5.

4.6.

Elaboracion de una bebida funcional de araza con inulina o inulina y

maltodextrina, en PoOlVO.......eeeeeeeiiciiiiiivsrnneriiiiciisisssssnneeriecsssssssssssssseseces 109

Efecto de digestion in-vitro en la concentracion, actividad antioxidante y

viabilidad del probiotico en los polvos AIN(P) y AINMD(P).......cueeeee. 111

CONCIUSIONES ceuuererereennrereneerererereseereressessserassossssssssssosasssssssssssssosassssssssosans 115

pretratamiento del secado convectivo, liofilizacion o congelacion ...................... 120
1. INtroduCCiON c.cuueeeeeeeeennreeninneniinneensneenineessneesssnnessssnessssneessssnsssssnesssanes 120
1.2. Uso de la deshidratacion osmética como tratamiento previo a la

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.1.1.

congelacion, secado convectivo 0 liofilizacion ............ceeeeeeiivcvnnneenneeeees 122
ODjJELIVOS.ceeeeiirierrrrennsnnnenssnssssssssnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 125
Materiales Y MEtOA0S...cccoerrrrreeeriieccssssssssaneersnsssssssssssnssssssssssssssssssssssssssss 126
Deshidratacion osmoética (DO)....cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiniiiiiniiiiiiee. 126
Caracterizacion de 1as MUEStras .........cooceeeeeevieeeicissnneeicsssneeccsssneeecnnns 128
Evaluacion sensorial...........cceeiiiinieeiiiiiisniiciisiniicssssneiccsssnnneccsssnneenes 128

Optimizacion de las variables de procesamiento de la deshidratacion

OSIMOTICA ceuerenerenereeereeerseersecrsesseecsssssssasssasssssssssssssssesssssssssssesssssssssssssssssssns 128

Efecto de la congelacion, secado convectivo y liofilizacion en la calidad

fisicoquimica y nutricional de araza sin tratar y osmodeshidratado .. 130

LO01) 1 T T 11 | P 132

J 0541 s B: Y1 (1 TN 132




3.6.2.

3.6.2.1.

3.6.3.

3.6.4.

3.6.5.

3.6.6.

3.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.3.1.

4.3.2.

4.4.

4.5.

Secado convectivo y cinética de secado.......cccvvueeerriccciiisssnnnnnriicccssssnnns 133

Capacidad de rehidratacion.........c.ccccvveeeeriicciisssssrnnnnnieccsssssssnnnseneeccses 133
L T0) 011720 11) | 134
Propiedades MECANICAS .....eeeeerriieiirsisrrsnnnericcsssssssssansesssssssssssssssssssssssss 134

Efecto de la congelacion, secado convectivo y liofilizacion en la
composicion de polifenoles por HPLC-DAD del araza sin tratar y

OSMOAESNIATALAD ..uueeveeerrennrereneerenererereereneserersesesssersssosessssssssesassssssssesans 135

Influencia de la digestion gastrointestinal in-vitro en la concentracion y
actividad antioxidantes de araza sin tratar, osmodeshidratado, dehidro-

congelado, osmo-liofilizado o procesado con secado osmo-convectivo 136

ANALiSIS eStAdISTICO vueereeuueeriiiiinniiiiineiiiiineticcinetiessneeeessneseecsssnaeeees 136
Resultados Y diSCUSION.....uuureeeriiiccissssrssnneerinessssssssssnnessssssssssssssssssssasssss 136
Eficiencia del proceso, humedad y solidos solubles totales.................. 136
L 001 1) TP 138
Cambios fisicoquimicos y sensoriales durante el proceso DO ............. 141
Evaluacion sensorial...........cceiiiiiiieeiiciniinnicisssneiccnssneiessssseeecsssnseenes 141

Ajuste de modelo de regresion ........eeeeeeiisneeenissneeencsssnneescssnneescsssnnenes 147

Optimizacion del proceso por superficie de respuesta multiple (SRM) ....




4.6. Efecto del secado convectivo, liofilizacion y congelacion en las

propiedades fisicoquimicas de la pulpa de arazd con y sin

0smMOdeshidratacion Previa ........cccceevevvvvneerieccssssssssnnnerescsssssssssssssssssses 153
4.7. Pérdida de liquidos por exudacion en la fruta congelada y dehidro-
T01) 1P T 158
4.8. Cinética de deshidratacion mediante secado por conveccion .............. 159
4.8.1. Capacidad de rehidratacion y pérdida de solidos por lixiviacion ....... 162
4.9. Variacion de las propiedades mecanicas del araza liofilizado o secado con
y sin pretratamiento de osmodeshidratacion ..........cccceeeerreeccssssssnnnenes 163
4.10. Efecto de los distintos procesamientos en la concentracion de bioactivos
y actividad antioxidante del araza ..........ueeeeriiceciisssrsnneeriecccssssssnnnnens 166

4.10.1. Efecto del procesamiento del araza en la composicion de polifenoles. 167

4.11. Digestion simulada in-vitro y su efecto en el contenido de bioactivos y

actividad antioxidante para cada uno de los procesos de conservacion ....

................................................................................ 170
5. L0017 1 16 1 K 10) 1 1= 174
CONCIUSIONES GEINEIALES ..euereeerenereeereeereeereeereeereecrsecsseessesssssssssssessssssssssssssssssssssssssss 177

L3 1 1) 10 ed 1 i 179




Abreviaturas

%E Porcentaje de error medio relativo

ASq Entropia diferencial de sorcién (kJ mol™! °K™!)

AA Contenido de 4cido ascorbico (mg AA (100 g m.s (materia seca))™)
AGA Araza/Goma arabiga

AH Angulo de matiz

AIN Araza/Inulina

AINMD  Arazéd/Inulina/Maltodextrina

AMD Araza/Maltodextrina

AOA Actividad antioxidante

ARA Actividad antiradicalaria

ay Actividad acuosa

Cay Actividad de agua critico

Coo Concentracion de la solucion osmética (°Bx)

CR Capacidad de rehidratacion

CT Contenido de carotenoides totales (eq. mg B-caroteno) (g m.s)™!
CW. Contenido de humedad critico

DO Deshidratacion osmdtica

DO/Cong Fruta dehidro-congelada



DO/Lio

DO/Sec

F/Cong

F/Lio

F/Sec

FRAP

FT

GA
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GS

Ha

Hig

HR

IN
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/CcaB

L*a*b*

Fruta osmo-liofilizada

Fruta secada por osmo-conveccion

Fruta congelada

Fruta liofilizada

Fruta secada por conveccion

Poder reductor del hierro (uM Fe*?) (g m.s)™!
Flavonoides totales (mg CAT (eq. catequina) (g m.s)™')
Goma ardbiga

Grado de apelmazamiento

Ganancia de solidos

Indice de Hausner

Higroscopicidad

Humedad relativa

Inulina

Indice de saturacion

Constantes del modelo de GAB

CIEL*a*b* coordenadas de color

Materia seca



MD10 Maltodextrina DE10

PA Perdida de agua

PA/GS Eficiencia de proceso

PAL Polvo de araza liofilizado

PB Polvo con bacterias

PT Contenido de polifenoles totales (mg EAG (eq. 4cido gélico) (g m.s)™)
qo Calor isostérico neto de la primera molécula de agua (kJ mol™)
Qst Calor total isostérico de sorcion (kJ mol™)

(Qstn Calor isostérico neto de sorcion (kJ mol™)

R Constante universal de los gases (0.008314 kJ mol™ °K'!)

R? R-cuadratico estadistico

R’adj R-cuadratico estadistico ajustado

SEM Microscopia electronica de barrido

Sol Solubilidad

T Temperatura absoluta en grados Celsius (°C)

t tiempo (min)

Ty Temperatura de transicion vitrea (°C).

Tgs Temperatura de transicion vitrea de los s6lidos amorfos (°C)

Tew Temperatura de transicion vitrea del agua amorfa: -135 °C



TGZ

Thm

AE

AGg

Zona de transicion vitrea

Temperatura media armonica (°K)

Temperatura absoluta en grados Kelvin (°K).

Temperatura isocinética (°K)

Contenido de humedad en equilibrio (kg H>O (kg m.s)™)
Contenido de humedad de la monocapa (kg H>O (kg m.s)™)
Diferencia de color total

Energia libre de Gibbs (kJ mol™) at T
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Capitulo 1. Introduccion general

1.1.  Clasificacion taxonémica y caracteristicas generales
La guayaba araza (Eugenia Stipitata) es un frutal de origen peruano que fue
descripto por Mc. Vaugh en el afio 1956, a partir de colecciones del Peru, Brasil, Bolivia

y Colombia, conocida comiinmente como araga-boi o guayaba araza (Garcia, 1995).

Subreino Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermopsida
Clase Angiospermae
Subclase Dicotyledoneae
Orden Myrtaceae

Familia Myrtaceae

Género Eugenia

Figura 1.1. Eugenia stipitata

Especie Eugenia stipitata Mc. Vaugh

Se caracteriza por ser un arbusto de fuste medio, con mayor nimero de estambres,
hojas y flores grandes, a su vez que frutos de mayor tamano frente a otras especies del

genero Eugenia (Hernandez-Gomez y col., 2007; Figura 1.1).

Entre sus caracteristicas sensoriales exdticas (suavidad, jugosidad, aroma
agradable y persistente) se destaca su sabor acido fuerte, razon por la cual es una fruta
poco comestible, y es consumida como producto elaborado o semi-elaborado
(transformacion en jugos o batidos; Hernandez-Gomez y col., 2007). Su alto contenido
de nutrientes tales como vitamina A, B1, B2, C (Tabla 1.1) asi como su concentracion de

compuestos bioactivos (Cuellar y col., 2013), hacen de este fruto un elemento promisorio
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en el desarrollo de las agroindustrias regionales en los paises donde se cultiva (Garcia,

1995).

Tabla 1.1. Caracterizacion fisico-quimica del fruto de araza variedad Peruana y

Brasilera (Hernandez-Gomez y col., 2007)

Componente Unidad Brasileiio Peruano
Diametro longitudinal cm 6.99 7.90
Diametro transversal cm 8.1 7.32
Peso fresco g 227.33 189.84
Corteza % en peso 5.98 4.17
Pulpa % en peso 71.97 78.31
Semilla % en peso 22.04 17.52

Pulpa Corteza  Pulpa Corteza

Acidez total % A. citrico anhidro 2.19 2.21 2.66 1.95
pH 2.88 3.15 2.79 3.17
Sélidos solubles °Brix 34 4.4 4.1 5.1

Azucares reductores % 0.29 0.57 0.29 0.57
Azucares totales % 0.32 0.54 0.34 0.42
Materia Seca % 9.68 14.59 7.89 15.79
Cenizas % bs 2.03 2.14 2.81 3.49
Proteinas % bs 12.67 12.14 11.05 11.82
Extracto etéreo % bs 12.32 8.34 12.32 7.48
Fibra cruda % bs 11.29 8.3 9.74 8.24

La pulpa de araza tiene un contenido de humedad (cercana al 90 %) y una tasa

respiratoria alta, lo que hace al fruto muy perecedero. Fernandez-Trujillo y col. (2011)

informaron que el arazd muestra un patrén climatérico durante su maduracion rapida,

acompafiado de un pico de produccion de etileno. Los autores reportaron que antes del

inicio del climaterio (maduracion), las tasas de respiracion son de alrededor de 50

mg*kg '*h™' de CO,, mientras que el aumento de la respiracion durante el periodo
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climatérico alcanza un pico de alrededor de 200 mg*kg '*h™! de CO>, coincidiendo la
produccion de etileno con el pico climatérico de CO> durante la maduracion del araza.
Los cambios de maduracion incluyen variaciones pronunciadas en el color de la piel (de
verde a amarillo) y el desarrollo de un aroma agradable; un aumento en la actividad de
poligalacturonasa, pectina soluble y pectina insoluble; una disminuciéon en Ila
concentracion de acidos orgénicos (incluido el acido ascorbico), acompaiada de una
disminucion en la acidez titulable y fendlicos totales, libres y unidos (Filgueiras y col.,
2000). Por ejemplo, el acido ascorbico puede disminuir en un 25% durante una o dos
semanas de almacenamiento a temperaturas de 12°C y particularmente después de la
transferencia a condiciones ambientales de comercializacion (Filgueiras y col., 2000;

Vargas y col., 2005).

En cuanto al contenido de biomoléculas constituyentes como las proteinas, es
moderadamente alto asociado a su alta tasa metabdlica, con una sobresaliente actividad
enzimatica (peroxidasa, catalasa, superdxido dismutasa, polifenol oxidasa; Hernandez-

Gomez y col., 2007).

Garzon y col. (2012) informaron que la fruta madura de arazd contenia
carotenoides como luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, a-caroteno y [B-caroteno, asi
como altos contenidos de vitamina C y de compuestos fenolicos. Los autores informaron
que el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante de la fruta medida por los

ensayos FRAP y DPPH fueron 2 veces mayores en la cascara que en la pulpa.

En la actualidad el araza se comercializa principalmente a nivel artesanal como
néctar, mermeladas, confites, helados, jaleas, licores, vinos, torta, cremas y compotas

(Hernandez-Gomez y col., 2007).
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1.1.1. Factores pos-cosecha que afectan la calidad del fruto

La conservacion a bajas temperaturas por periodos definidos de tiempo es una
practica comun y mas aun en frutos climatéricos, a nivel quimico se procura evitar la
degradacion de acidos y clorofila, lo que implica cambios en la cascara del fruto, ademas
de desordenes que acortan su vida util (Zoffoli y Pablo, 2002). El gran problema que se
presenta en la conservacion de frutos tropicales a bajas temperaturas como en el araza,
guayaba, mango o papaya, entre otros es su sensibilidad al dafio por frio (Campbell, 1994;

Wang, 1982, 1994),

Figura 1.2. Alteraciones en la cascara del fruto de araza por efecto de la temperatura (Hernandez-Gomez
y col., 2007)

Ensayos realizados por el Instituto Amazonico de Investigaciones Cientificas
SINCHI mostraron variaciones en el almacenamiento araza a 7, 12 y 20°C, en donde se
informaron modificaciones en la firmeza (40 a 10 N), el pH de la pulpa, en moléculas de
interés biologico como la vitamina C, contenido de azucares (sacarosa, glucosa y
fructosa), a su vez que dafios asociados a antracnosis (Figura 1.2) y otros defectos que

influyen en el proceso de maduracion (Hernandez y Galvis, 1993).

1.2. Actividad acuosa y su relacion con los alimentos
El agua es el componente principal de los alimentos, en especial de las frutas

(contenido de humedad > 90%), haciéndolas muy perecederas y susceptible al ambiente
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en condiciones de poscosecha, afectando su estado fisico, propiedades sensoriales,

texturales, microbioldgicas y fisicoquimicas (Pilosof'y col., 1982).

El contenido de agua de un alimento se refiere a toda el agua presente en él, entre
las que se encuentra el agua libre: (fraccion de agua congelable), tiene movilidad
molecular y esta disponible para participar en las reacciones de deterioro de los alimentos;
y el agua ligada: que corresponde a la porcion de agua no congelable a -40°C y esta
fuertemente unida al alimento por puentes de hidrogeno. Debido a las diferencias
existentes en las interacciones entre el agua y los componentes no acuosos, se ha
observado que alimentos con el mismo contenido de agua presentan estabilidades

diferentes (Fennema, 2000).

1.2.1. Actividad de agua

La actividad del agua (aw) es el parametro mas importante en cuanto a la
prediccion de calidad y estabilidad de un producto (Tonon y col., 2009). Se define como
la relacion entre presion de vapor de agua del alimento (P alimento) y la presion de vapor

del agua pura (PH20) a la misma temperatura (Ec. 1.1).

a P Alimento (EC. 1.1)
w=———
PH20

Esta igualdad se presenta en condiciones ideales y de equilibrio termodinamico.
Para alcanzar el equilibrio, hay una transferencia de masa de agua entre el alimento y el

entorno, llegando a valores iguales de ay a temperatura y presion constante (Roos, 1993).

La Figura 1.3 muestra la variacion de la estabilidad de los alimentos con la
actividad de agua (aw, Labuza y Altunakar, 2007). El aw minimo para el inicio crecimiento
de microorganismos (bacterias, hongos, mohos, levaduras) esta entre 0.65 y 0.8, por
encima de este valor se incrementa la proliferacion de estos (Labuza y Altunakar, 2007).

Las velocidades de reaccidn minimas durante la desorcion se encuentran en el limite de
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las Zonas I y II de la isoterma (aw 0.20-0.30), siendo esta la zona de mayor estabilidad de
los alimentos; todas las reacciones, excepto las oxidativas, se mantienen en dicho minimo
si los valores de ay disminuyen (Labuza y Altunakar, 2007). Durante la desorcion, el
contenido de agua en que la velocidad es minima, es el contenido de agua de la

«monocapa BET» (Fennema, 2000).

a) Zona de monocapa (I): Donde se presenta la maxima velocidad de oxidacion de
lipidos (aw= 0 - 0.2). El agua presente en esta zona es la mas fuertemente sorbida
y la de menor movilidad (agua ligada). Se comporta como parte integrante del
solido. Corresponde aproximadamente a la cantidad de agua necesaria para formar
una monocapa sobre los grupos altamente polares y accesibles de la materia seca

(Fennema, 2000).

b) Zona multicapa (II): Se presentan interacciones agua-agua y agua-solido. El
agua afnadida ocupa sitios de la primera capa que alin permanecen libres.
El agua afiadida en el limite de I y II ejerce una significativa accion plastificante,
asociada con el comienzo del proceso de solubilizaciéon y el aumento en la

velocidad de la mayoria de las reacciones de deterioro (Fennema 2000).

¢) Zona (III): Aparicion del agua libre aw> 0.8, tiene capacidad solvente y es
facilmente utilizable por los microorganismos para su actividad bioldgica,

crecimiento y multiplicacion (Fennema, 2000).
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Contenido de humedad
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Actividad acuosa (aw)

Figura 1.3. Mapa de estabilidad de los alimentos en funcion de ay. (I; II; I11T) Zonas de la Isoterma de
sorcion. (Adaptado de Labuza y Altunakar, 2007).

1.2.2. Isotermas de sorcion

La isoterma de sorcion de agua (Figura 1.4) es una herramienta termodinamica
importante para predecir las interacciones entre el agua y los componentes de un alimento,
representan la relacion entre el contenido de humedad en equilibrio (W) y la actividad
del agua (aw) en el producto, en un intervalo dado de humedades, proporcionando
informacién util para operaciones como el secado, envasado y almacenamiento de

alimentos (Lomauro, y col., 1985a). Pueden ser de dos tipos (Figura 1.4):

e Isotermas de adsorcion: Se obtienen exponiendo un material seco a varias
atmosferas de creciente humedad relativa y midiendo la ganancia de peso debido

a la adsorcion de agua (Labuza y Altunakar, 2007).
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o Isotermas de desorciéon: Se parte de un material himedo expuesto a las mismas

humedades relativas y se registra la pérdida de peso (Al-Muhtaseb y col., 2002).

Desorcion

Contenido de humedad

Adsorcion

Actividad acuosa

Figura 1.4. Curva de adsorcion y desorcion (Caballero-Cerén y col., 2015)

Estos procesos no son completamente reversibles y pueden tomar caminos
diferentes, es decir, para un contenido de humedad determinado el valor de actividad
acuosa es menor para la desorcion que para la adsorcion, este fendmeno recibe el nombre

de histéresis (Fennema, 2000).

Cuando se establece el equilibrio termodinamico entre el alimento y su entorno,
el aw es igual a la humedad relativa del aire que rodea al producto a una temperatura
determinada. Si el alimento no se encuentra en equilibrio termodindmico con su entorno,

ganaré o perderd agua hasta alcanzarlo (Labuza y Altunakar, 2007).

1.2.2.1. Tipos de isotermas
De acuerdo con Brunauer y col. (1940) se han descrito cinco tipos de isotermas

de sorcion representadas en la Figura 1.5.

El tipo I es la isoterma de Langmuir y el tipo II es la isoterma de forma sigmoidal,

no hay nombres especificos para los otros 3 tipos (Figura 1.5). Las isotermas de la
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mayoria de los alimentos presentan una forma sigmoidal y se clasifican como isotermas
de tipo II. La mayor parte del agua en los alimentos frescos ejerce una presion de vapor
cercana a la del agua pura; este nivel de presion de vapor se mantiene hasta que el
contenido de humedad disminuye cerca del 22%, donde ya no es suficiente para mantener
la presion de vapor aproximada a la del agua y se observa una caida de presion como si

estuviera en solucion (Al-Mubhtaseb y col., 2002).

A
Tipo 1T
Tipo 1

]

E Tipo III

= Tipo IV
2

=

<

=

s

=

=

=

@)

Tipo V
>
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Figura 1.5. Tipo de curvas de isotermas de sorcion (Al-Muhtaseb y col., 2002)
La obtencion de datos experimentales para construir la isoterma de sorcion se basa
en técnicas manométricas o gravimétricas (Spiess y Wolf, 1983). El método estético
gravimétrico consiste en el equilibrio de una cantidad de muestra a distintas humedades

relativas conocidas y temperatura controlada. La situacion de equilibrio se determina
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cuando las muestras alcanzan peso constante, momento en donde su ay es igual a la
humedad relativa del entorno dividida por cien (HR/100), y su humedad puede medirse
experimentalmente o calcularse a partir de la humedad inicial y el cambio de peso sufrido
por la muestra en el momento del equilibrio. La zona de alta ay resulta dificil de medir,
ya que el equilibrio en el alimento durante largos periodos de tiempo produce en algunos
casos distintas alteraciones (enmohecimiento, oxidacion, etc.) (Labuza y Altunakar,

2007).

La prediccion del comportamiento de un alimento frente a la adsorcion o
desorcion de agua presenta dificultades a causa de la complejidad estructural, por lo que
se han descrito ecuaciones empiricas y semiempiricas que permitan la modelizacion de
los datos. Uno de los modelos méas usados es el propuesto por Guggenheim-Anderson-de
Boer (GAB; Ec. 1.2), adecuado para productos con alto contenido en azucares como las

frutas (Fabra y col., 2011).

_ WmKCay
T (1-Kaw)(1-Kaw+CKayy)

W, (Ec. 1.2)

Este modelo con el uso de tres parametros permite el ajuste de datos
experimentales de humedad de la muestra expresada en base seca (b.s) en todo el intervalo
de aw. En esta ecuacion, Wy, es la humedad de la capa monomolecular o de monocapa, C
es la constante de GAB (caracteristica del producto) relacionada con el calor de adsorcion
de la monocapa, y K es un factor de correccion relacionado con el calor de sorcion de la
multicapa o capas de moléculas de agua adsorbidas sobre la monocapa (Fabra y col.,
2011).

Ademas de su aplicacion teorica, las isotermas son una herramienta util en la
industria alimentaria para la optimizacion de procesos de secado, mezclado, envasado y

almacenamiento (Labuza y Altunakar, 2007).
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1.2.3. Transiciones de fase

Los cambios ocurridos en un material entre los estados sélido, liquido o gaseoso,
se clasifican como transiciones de fase de primer orden, asociadas con el calor latente de
transicion. De la misma forma existe otro tipo de transiciones denominadas de segundo
orden, basadas en el cambio de capacidad calorifica del material sin la necesidad del calor
latente que impulse a una transicion (Kouassi y Roos, 2001; Figura 1.6). Este tipo de
transicion es la que se presenta en los alimentos que se encuentran en estado amorfo

cuando pasan de vitreo a gomoso o viceversa (transicion vitrea (Mosquera, 2010)).

Vitreo Gomoso
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Figura 1.6. Curva de temperatura de transicion vitrea (Adaptada de Roos, 2010)

Los materiales amorfos son aquellos que se encuentran en una situacion de no
equilibrio termodinamico, en el caso de los alimentos, si la velocidad a la que se realizan
determinados procesos como la congelacion o evaporacion es superior a la que se requiere
para la formacion de los cristales de hielo o solutos, el material pasara a un estado amorfo,
vitreo o gomoso dependiendo de la temperatura final. En ambos casos, la tendencia
natural del sistema serd hacia la cristalizacion del agua o bien de los solutos, lo cual ocurre

con mayor velocidad desde el estado gomoso (Mosquera, 2010).
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1.2.3.1. Temperatura de transicion vitrea (Ty)
La temperatura a la que ocurre el fendémeno anteriormente descripto se denomina
temperatura de transicion vitrea (T,), y es dependiente de la humedad, a su vez que del

peso molecular de los solutos presentes en el material amorfo (Roos, 1993).

La transiciéon vitrea es una transicion de segundo orden siendo un proceso
reversible, en el cual un s6lido en estado vitreo de alta viscosidad se calienta por encima
de un rango de temperatura donde se comporta como un liquido sub-enfriado (estado

gomoso) de menor viscosidad (Roos, 2010).

Pequeinios aumentos por encima de la Ty resultaran en cambios apreciables en las
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales como la textura y el color del producto (Roos,
2010; Tonon y col., 2009). Los plastificantes son moléculas relativamente pequefias (no
volatiles) que disuelven las sustancias. El agua ejerce un efecto plastificante en los
alimentos, se ha observado que la Ty disminuye con el aumento del contenido de agua

(Tonon y col., 2009).

Experimentalmente para la determinacion de la T, se utiliza el andlisis térmico
simple (TA), el analisis térmico diferencial (DTA) y la calorimetria diferencial de barrido
(DSC), siendo esta ultima una de las mas usadas en la actualidad. Este método mide el
flujo de calor suministrado a una muestra en un proceso de enfriamiento o calentamiento
auna velocidad controlada en relacion al de una muestra de referencia de comportamiento
térmico conocido, por lo que pueden registrarse cambios endotérmicos o exotérmicos

ocurridos a un intervalo o temperatura dada (Mosquera, 2010).

La T, de la fase acuosa amorfa de los alimentos varia entre -135 °C (T, del agua
pura) y temperaturas proximas a los 250 °C (T, del almidén amorfo, (Roos, 1993). La

prediccion de esta disminucion es Util para evaluar el efecto de la humectacion, que puede
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afectar la vida media y calidad del producto. En este sentido, se ha comprobado que la
ecuacion de Gordon y Taylor (Ec. 1.3) es adecuada para el ajuste de los datos

experimentales Tg/humedad de diferentes alimentos (Moraga y col., 2004; Sablani y col.,

2007).

T XsTgs+k+Xuw Tgw

. P (Ec. 1.3)

Xs y Xw corresponden a la fraccion en peso de soélidos y agua de la muestra,
respectivamente, y Tes y Tgw a las temperaturas de transicion vitrea de los solidos

anhidros y del agua (Tonon y col., 2009).

1.2.3.2. Diagrama de estado

El diagrama de estado representa la relacion entre el contenido de agua del
alimento, la temperatura de transicion vitrea y la actividad acuosa; se obtiene
representando en forma conjunta los resultados predichos por modelos matematicos de la

relacion Ty/humedad y aw/humedad (Figura 1.7).
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Figura 1 7. Diagrama de estado a 20°C. Representacion conjunta de Gordon & Taylor y el
modelo de GAB (Adaptado de Roos, 2010)
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Usando este diagrama para una temperatura de almacenamiento determinada se
puede conocer los valores de actividad acuosa critica (Caw) y contenido de humedad
critico (CW¢) que delimitan el proceso de transicion del estado vitreo al gomoso y por
ende la humedad relativa ambiente del producto a dicha temperatura (Tonon y col., 2009).
Los diagramas de estado son de utilidad para la seleccion de los parametros del proceso
y la evaluacion de las condiciones de almacenamiento de polvos alimenticios (Rahman,

2006).

1.3. Métodos de conservacion en frutas

El objetivo fundamental de estos métodos es proporcionar seguridad, mantener la
calidad, prolongar la vida 1til y prevenir las reacciones de deterioro en el alimento. Los
principales métodos de conservacion en alimentos procesados son: por calor, quimica,

con atmosferas modificadas, por frio, por irradiacion y por reduccion del ay,.

La deshidratacion juega un papel importante en la actividad industrial de
transformacion y conservacion de alimentos. Permiten la reduccion de la actividad de
agua (aw), propiciando un medio con menor crecimiento de microorganismos patégenos
o alteradores de calidad (Mosquera, 2010). Muchas de las frutas tienen una a, de 0.98 o
superior y en consecuencia son muy sensibles a la reduccion de la ay, como medio de

control de los microorganismos y de la actividad enzimatica.

1.3.1. Liofilizacién

La liofilizacién es un método de secado que permite la produccion de estructuras
de carbohidratos completamente amorfas; involucra la congelacion del agua presente en
el material, seguido de la deshidratacion por sublimacion del hielo (Roos, 2010);

minimizando las reacciones de deterioro como consecuencia de la reduccidon de la
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actividad acuosa, permitiendo obtener productos de excelente calidad, mejor que los

obtenidos por otros tipos de secado (Mosquera, 2010).

Las bajas temperaturas de proceso (menores a la temperatura ambiente) permiten
obtener productos termolabiles (propensos a cambios de estructura, textura y pérdida de
aromas debido a altas temperaturas) con un dafio minimo, alargando considerablemente

la vida util de productos termosensibles (Barbosa-Cénovas y col., 2005).

Los alimentos liofilizados son secos, luminosos, porosos, con gran capacidad de
rehidratacion. Asi mismo, una vez envasados pueden ser almacenados durante periodos
prolongados de tiempo conservando la mayoria de las caracteristicas fisicas, quimicas,
bioldgicas y organolépticas del producto en estado original (Barbosa-Canovas y col.,

2005).

La Figura 1.8 muestra el esquema de un liofilizador. Su principal ventaja es que
con la sublimacioén del hielo en el producto, se minimiza la compresion de la matriz solida
promoviendo una rapida y completa rehidratacion (Bruin y Luyben, 1980). Por esta razon
se encuentra ampliamente extendida en la elaboracion de alimentos instantaneos. Los
productos obtenidos a partir de alimentos liofilizados tienen una mayor calidad en cuanto
a su textura y aroma por las condiciones de presion y temperatura involucradas en el

proceso (Mosquera y col., 2010).
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Figura 1.8. Esquema de un liofilizador convencional (Barbosa-Canovas y col., 2005)

Las etapas del proceso de liofilizacion son (Barbosa-Cénovas y col., 2005):

a) Congelacion: Los materiales son congelados por debajo de la temperatura de
solidificacion, formando cristales de hielo.

b) Secado primario: Se consume gran cantidad de calor latente de sublimacion
durante el cambio de estado; las moléculas subliman y pasan a la fase vapor,
disminuyendo la temperatura del producto congelado. Durante esta etapa el
secado es rapido, se elimina el agua libre congelada que constituye la mayoria del
agua presente en el alimento fresco. La sublimacion del hielo genera una capa
porosa.

¢) Secado secundario: El agua parcialmente ligada al material es removida por
desorcion. El producto debe mantenerse a temperaturas por debajo de los 30°C
para evitar el colapso, proteger los compuestos bioactivos y mantener sus

caracteristicas organolépticas.

La liofilizacion del alimento se termina cuando toda el agua libre y ligada ha sido

removida, obteniendo productos con 1-3% de humedad.



Introduccién general _

La estructura sélida vitrea se mantiene durante el proceso de deshidratacion con
el fin de evitar el flujo viscoso y el colapso. El s6lido deshidratado forma membranas
alrededor de los espacios vacios dejados por los cristales de hielo que retienen los

componentes atrapados (Barbosa-Canovas y col., 2005).

1.3.1.1. Adicion de coadyuvantes

La encapsulacion consiste en formar alrededor de una particula solida, liquida o
gaseosa de interés una capa continua que la contenga. Este proceso es utilizado
especialmente en la produccion de productos particulados (elaboracion de bebidas
instantdneas, cristales de gel o sopas, entre otros). Los coadyuvantes o “carriers” son
sustancias, que no se consumen como ingrediente alimenticio por si mismo y que se
emplea intencionadamente en la elaboracion de materias primas, alimentos o sus
ingredientes, para lograr alguna finalidad tecnoldgica durante el tratamiento o la

elaboracion (FAO, 2008).

Entre sus caracteristicas mas importantes esta el aumentar la viscosidad del medio,
la emulsificacion, prevencion frente a la recristalizacion del hielo y mejorar las
propiedades organolépticas (Singthong y col., 2009). El secado de jugos de fruta, al igual
que el de otros productos con alto contenido de aztcares, presenta dificultades técnicas
por su alta higroscopicidad y termoplasticidad en condiciones de altas temperaturas y
humedad (Adhikari y col, 2004). Por esta razén, el uso de coadyuvantes como
maltodextrina, gomas, pectinas, silicato de calcio y carboximetilcelulosa como vehiculo
para favorecer el secado durante la produccion de polvos de fruta es importante (Bhandari

y col., 1993).

Las maltodextrinas (MD) son especialmente ttiles por su elevada solubilidad en
soluciones acuosas, baja viscosidad y altos valores de T, como consecuencia de su peso

molecular (Kenyon, 1995). Se obtienen a partir de la hidrolisis del almidon, consiste en
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unidades de a-D-Glucosa unidas principalmente por enlaces glucosidicos 1-4 y se
caracterizan por su equivalente de dextrosa (DE) (Tonon y col., 2009); pardmetro que

expresa el grado de hidrolisis.

La goma arabiga (GA) o acacia gum, es un compuesto de origen natural con
estructura ramificada que se extrae de la resina de la Acacia senegal y Acacia seyal como
parte del proceso de cicatrizacion del arbol. Este polimero posee buena solubilidad en
agua (aprox. 500 g/L), quimicamente es un complejo heteropolisacarido de estructura
ramificada con cantidades variables de D-galactopiranosa, L-arabinosa, L-ramnosa y
algunos 4cidos derivados como el acido D-glucorénico o el 4-Ometil-D-acido
glucoronico ligados a la cadena principal B-(1 6) (Bemiller y Whistler, 1996). Es utilizada
en la microencapsulacion por su excelente capacidad emulsificante y baja viscosidad en
soluciones acuosas. Su contribucion a la estabilidad de alimentos deshidratados ha sido
descrita por Gabas y col., (2007); Mosquera y col., (2010); Righetto y Netto (2005); Telis
y Martinez-Navarrete (2009). El alto peso molecular de la goma arabiga, en comparacion
con el de los solutos presentes en las frutas, hace que su incorporacion aumente el peso
molecular promedio del sistema, relacionado con un aumento en la temperatura de
transicion vitrea del producto, mejorando su estabilidad. A su vez permite una buena
retencion de volatiles y una proteccion efectiva frente a la oxidacion. Sin embargo, su
aplicacion en la industria alimentaria es limitada en comparacion con las maltodextrinas
principalmente por su costo, ademas de ser menos soluble a temperatura ambiente

(Chronakis, 1998; Shiga y col., 2001).

1.3.1.2. Bebidas en polvo
El jugo con sabor a frutas en polvo fue una bebida originalmente formulada en
Estados Unidos por “General Foods Corporation” (Ablin, 2013). El Cédigo Alimentario

Argentino (Res. Conjunta SPyRS N° 009 y SAGPA N° 106 del 6.03.00), define los jugos
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en polvo como: “bebidas sin alcohol o bebidas analcohdlicas, bebidas gasificadas o no,
listas para consumir, preparadas a base de uno o mas de los siguientes componentes: jugo,
jugo y pulpa, jugos concentrados de frutas u hortalizas, leche, extractos, infusiones,
maceraciones, percolaciones de sustancias vegetales contempladas en el presente Codigo,
asi como aromatizantes/saborizantes autorizados”. En el caso especifico del jugo en
polvo, se describe al producto como: “Preparaciones de los tipos utilizados para la
elaboracion de bebidas analcohdlicas elaboradas con un 20% como minimo de jugos o
zumos de fruta sus equivalentes en jugos concentrados o adicionados en forma de polvo

o cristales (R.2289/92 ex-ANA)”.

Los jugos en polvo son la categoria de bebidas sin alcohol que més han crecido.
Desde el 2004, han tenido un alza promedio del 18% anual, y se espera un crecimiento

exponencial en los afos posteriores (Ablin, 2013).

1.3.1.3. Propiedades de los productos en polvo

El término polvos alimentarios representa una gama muy amplia de productos que
difieren en su composicion quimica y caracteristicas fisicas (Peleg, 1977); las propiedades
como la forma y densidad de las particulas, junto con la viscosidad, la concentracion y el
estado de dispersion, gobiernan la tasa de rehidratacion de los polvos (Barbosa-Canovas

y col., 2005).

El flujo de un polvo es el movimiento del seno de particulas sobre particulas
vecinas 0 a lo largo de la pared del recipiente que las contiene; involucra fuerzas
gravitatorias, de friccion, cohesivas y adhesivas (Peleg, 1977). Los polvos pueden ser no-
cohesivos (de flujo libre) donde las fuerzas entre particulas son consideradas
insignificantes o cohesivos donde estas tienen un papel importante en el comportamiento

mecénico del lecho del polvo.



Introduccién general _

La mayoria de los polvos alimenticios pueden considerarse no-cohesivos cuando
estan secos y su tamafo de particula es mayor a 100 um; si no estan protegidos evitando
la absorcion de humedad principalmente, se convierten en cohesivos con facilidad (Peleg,
1977). Bajo condiciones especiales como absorcion de humedad, temperaturas elevadas

o presion estatica podrian desarrollarse fuerzas reduciendo la fluidez.

1.3.2. Deshidratacion osmética (DO)

La deshidrataciéon osmotica es un método de gran importancia en frutas que
poseen una vida util corta (Torres-Oquendo, 2007). En algunos casos, la deshidratacion
parcial de un alimento es importante facilitando su procesamiento posterior (Shahab y

Jayas, 1987).

El tratamiento con DO consiste en sumergir el alimento s6lido entero o en piezas
en soluciones acuosas de solutos que permitan una alta presion osmotica. Esta técnica
provoca al menos dos flujos simultdneos en contracorriente: un flujo de agua del alimento
hacia la solucion y una transferencia de solutos desde la solucion hacia el alimento,
causado por los gradientes de potencial quimico del agua y de los solutos (Torreggiani y

Bertolo, 2001).

Se ha comprobado que la velocidad a la que sale el agua del alimento hacia la
solucion concentrada es mayor que la de los solidos solubles hacia el interior de la fruta
(Videv y col., 1990), por lo que la presion osmotica de la solucion sera por tanto la fuerza
impulsora predominante hacia el equilibrio al comienzo del proceso. Dichas
transferencias de masa estan acompafiadas por una salida de sustancias hidrosolubles a
través de la membrana, que por lo general son cuantitativamente despreciables, aunque

pueden ser esenciales en lo que a la calidad organoléptica se refiere (Barat y col., 1998).
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Después de un tiempo de tratamiento, la permeabilidad selectiva de la membrana

es destruida y el soluto puede entonces penetrar por difusion. En algunas frutas como el

mango, después de 60 min de tratamiento, el didmetro de los poros del tejido celular se

reduce drasticamente, con lo cual, se ve reducida la movilidad de moléculas relativamente

grandes como la sacarosa (Torres-Oquendo, 2007). El producto pierde agua sin ningun

cambio de fase, lo que implica en los sistemas biologicos una preservacion de las

estructuras celulares (Raoult-Wack, 1994). Ademas, ofrece la posibilidad de introducir la

cantidad deseada de un soluto adecuado, por ejemplo, solutos de interés sensorial, como

antipardeantes o sales de calcio (Torres-Oquendo, 2007).

Tabla 1.2 Criterios para una definicion practica de los procesos

osmoticos en base a su duracion (Torres-Oquendo, 2007)

Proceso Escala de Operaciones Usos o Mecanismo de
Osmético Tiempo Aplicaciones Control
Procesos de Impregnaciona  Productos Mecanismo
tiempos muy Minutos vacio y/o pre- Minimamente hidrodinamico,
Cortos Concentracion ~ procesados o pseudodifusional
Procesos de Horas Osmotica pre-tratados de la matriz
tiempos cortos
Productos

Procesos de Horas/dias Deshidratados Relajacion de la
tiempos largos Osméticamente | matriz celular

Deshidratacion | Estables

Osmotica
Procesos de Dias/Semanas Productos Sustitucion total /
tiempos muy Deshidratados parcial de gas por
Largos Osmoticamente | difusion osmotica

muy estables

de los poros

1.3.2.1. Factores que afectan el proceso de DO

La cinética de DO con frecuencia se ha evaluado en términos de velocidades de

pérdida de agua, ganancia de s6lidos y pérdida de peso del alimento (Lerici y col., 1985).
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Por un lado los cambios de composicion de la fase liquida del producto (agua mas solidos
solubles), que determinan la calidad del producto y su estabilidad; y por otro lado, la
cinética de pérdida de peso, asociada con la pérdida de agua y ganancia de solutos, que

determina la eficiencia del proceso (Fito y Chiralt, 1997).

La deshidratacion osmoética no es aconsejable para obtener reducciones del
contenido de agua superiores al 50%. Normalmente, las velocidades de flujo de agua son
altas durante las primeras 2 h y la mayor ganancia de solidos se produce dentro de los
primeros 30 minutos de tratamiento; a partir de ese momento los flujos se lentifican

notablemente (Conway y col., 1983).

La variacion de las condiciones de proceso puede causar modificaciones en la
eficiencia del mismo. Los factores mas importantes que se tienen en cuenta al analizar la
cinética de la deshidratacion osmotica son: la estructura y composicion del producto,
tamafno de los segmentos de fruta; naturaleza y concentracion del agente osmotico;

temperatura; y tiempo de exposicion (Torres-Oquendo, 2007).

1.3.2.1.1. Estructura y composicion del fruto y tamafio de las piezas

La naturaleza, estructura y/o geometria del tejido a deshidratar dada por la especie,
a su vez que la variedad y estado de madurez del mismo puede ser un factor importante a
la hora de osmodeshidratar un producto. Dependiendo a su vez del grado de compactacion
del tejido, contenido inicial de s6lidos solubles e insolubles, tamafio y distribucion de los
espacios intercelulares, presencia de gases, relacion entre las diferentes fracciones de

pectinas y la actividad enzimatica presente (Torres-Oquendo, 2007).

Se ha observado que diferencias en la estructura de la materia prima,

especialmente en la porosidad, afectan a los mecanismos de transporte implicados en la
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deshidratacion osmotica (Fito y Chiralt, 1997), de forma que cuanto mayor sea la

porosidad de la fruta mayor es la ganancia de s6lidos.

La geometria y tamafio del producto, relacionados con la superficie especifica, es
otra de las variables importantes a controlar, ya que grandes superficies especificas
favorecen la pérdida de agua y la ganancia de solidos (Torreggiani y Bertolo, 2001). A

mayor superficie disponible para la DO, mas eficaz sera el proceso.

1.3.2.1.2. Naturaleza y concentracion del agente osmotico

La sacarosa es el agente osmdtico mas usado por su facil accesibilidad, aceptable
sabor, y reduccion del pardeamiento enzimatico (Giraldo y col., 2003). Sin embargo, gran
variedad de agentes tales como: maltosa, glucosa, fructosa, lactosa, maltodextrinas, y
trehalosa o mezclas de ellos, también se han utilizado. El impacto de los diferentes solutos
en la cinética de deshidratacion en funcion de la concentracion utilizada, asi como en
funcioén de su naturaleza y propiedades fisicas (viscosidad, poder depresor de la a, etc.),
ha sido objeto de estudio (Torres-Oquendo, 2007). Por otra parte, el tamafo del soluto
supone una mayor o menor facilidad para difundir en la estructura compleja de los

distintos productos.

La concentracion es importante en la velocidad del proceso de deshidratacion, ya
que define la fuerza impulsora para la transferencia de materia. De igual forma, la
variacion de la viscosidad en la soluciéon y de la fase liquida del alimento que va
aumentando con el tiempo del proceso tiene un efecto importante en la velocidad de

transporte (Talens, 2002).

1.3.2.1.3. Temperatura de tratamiento
Varios autores han observado que la velocidad del proceso osmdtico se ve

significativamente afectada por el aumento de la temperatura (Conway y col., 1983). Los
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incrementos de esta variable pueden provocar un aumento en la velocidad de transferencia
de materia, tanto en la salida de agua como a la entrada de s6lidos solubles (Lazarides,

2001). No obstante, la influencia de la temperatura no es uniforme en cualquier intervalo.

Se considera que temperaturas entre 20 y 40°C son las mejores ya que no afectan
la integridad de los tejidos, preservan la calidad nutricional del producto y son las de
mayor interés a nivel economico (Lerici y col., 1985). Por debajo de 40 - 50°C las
membranas celulares mantienen su funcionalidad limitando el transporte. Por encima de
estas temperaturas la desnaturalizacion y la pérdida de la actividad biolégica celular
aceleran el transporte, pero pueden tener efectos negativos sobre la estructura del tejido
de la fruta alterando caracteristicas tales como textura, sabor y aroma (Barat y col., 1998;

Lazarides, 2001).

1.3.2.1.4. Tiempo

Una efectiva osmodeshidratacion requiere de una mayor interaccion del alimento
con la solucion. Durante las primeras dos horas del proceso son elevadas la ganancia de
solidos y la pérdida de agua, pero posteriormente a ese tiempo, ocurren una dramatica
disminucion de dichas velocidades (Cortez, 2001). La cantidad de agua y solutos en un
alimento estd determinada muchas veces en funcion al tiempo. En la Figura 1.9, se
muestras la variacion de la deshidratacion de fruta con el tiempo, mostrando un descenso

de la humedad y un incremento de los azlicares.
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Contenido de agua

Equilibrio contenido agua

Equilibrio contenido azicar

Contenido azucar
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Figura 1.9. Variacion del contenido de agua y azucar en un proceso de osmodeshidratacion respecto al
tiempo (Barbosa-Céanovas y Vega-Mercado, 2000)
Segtn Barbosa-Canovas y Vega-Mercado (2000) las pérdidas de humedad pueden
dividirse en dos fases: Una fase aproximada de dos horas a elevadas velocidades de
pérdida de agua y otra fase, de dos a seis horas, con una velocidad decreciente de pérdida

de agua.

1.3.2.2. Mecanismos de transporte durante la DO
Los mecanismos de transporte de masa en el interior del tejido vegetal, sometido

a tratamiento osmotico, pueden ser de tres tipos (Bellocq, 2012):

a) Transporte apoplastico (AP): Se realiza en el exterior de la membrana celular y
puede visualizarse como una difusion de moléculas en la pared celular y los
espacios intercelulares.

b) Transporte simplastico (SP): Se realiza en el interior del plasmalema y se
caracteriza por el movimiento de moléculas de una célula a otra a través de

delgados conductos (plasmodesmos).
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¢) Transporte transmembrana (TM): Tiene lugar a través del mecanismo
osmotico, es un intercambio entre el protoplasma y el espacio libre que comprende

el espacio intercelular y la pared celular.

Matriz a Deshidratar Solucion Osmética

—
e
> Pérdida de Agua
o
—#—f——e | Solutos incorporados
r~ -
| SE——
h——:‘
= Solutos solubles
e/
~ -

Figura 1.10. Flujo de agua y solutos en la matriz de un alimento sometido a deshidratacion
osmotica (Bellocq, 2012)

El comportamiento del tejido vegetal es igual al de una sola célula (Figura 1.10).
La velocidad de encogimiento o hinchamiento del tejido durante la DO dependera tanto
de la difusion extracelular como de la permeabilidad de la membrana celular (Spiazzi y

Mascheroni, 1997).

Algunos autores han demostrado que la membrana es parcialmente selectiva y
algo del soluto puede atravesar la misma (Lerici y col., 1985; Torreggiani y Bertolo,
2001). Esto se debe a que la membrana y la pared celular en los productos vegetales son
unidades biolégicas vivas que pueden encogerse o estirarse bajo la influencia del

crecimiento o de la turgencia generada dentro de la célula (Bolin y col., 1983).
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Vial y Guilbert (1991) indicaron que la acumulacion del soluto (sacarosa) esta
aparentemente limitada a la periferia del alimento. Una elevada concentracion en solutos
puede provocar la ruptura de la estructura celular y alterar el comportamiento en lo que

respecta a la ganancia de solidos y pérdidas de agua (Lenart y Flink, 1984).

Los mecanismos que actian en la DO pueden dividirse en dos grupos (Fito y

Chiralt, 1997):

e Dependientes de los gradientes de concentracién (pseudodifusionales) que
comprenden el transporte transmembrana y el difusional en los espacios no
compartimentados.

e Denominados mecanismos hidrodinamicos (dependientes de la presion). Estos se
dan en los poros del tejido e incluyen la capilaridad y los flujos debidos a
gradientes de presion en el sistema, generados por los cambios estructurales
volumétricos. En condiciones de presion atmosférica se solapan basicamente
fenomenos de oOsmosis y difusidn, mientras que a bajas presiones o con
variaciones en la presion se potencian el mecanismo hidrodinamico y la

capilaridad (Torres-Oquendo, 2007).

1.3.3. Secado con aire caliente, secado convectivo

A nivel industrial, el secado convectivo, también llamado secado convencional o
secado por aire caliente es el método mas utilizado para deshidratar alimentos. Con esta
tecnologia el secado transcurre a alta temperatura (60 - 80°C) y se requieren tiempos
largos para alcanzar el contenido de humedad deseado. Dicha combinacion tiempo-
temperatura provoca la vaporizacion de los compuestos volatiles y por lo tanto la pérdida
significativa de aroma y sabor. Los alimentos secados por este método comunmente

tienen problemas de alteracion de color y pérdida de nutrientes, ademas de disminucion
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de la densidad y una baja capacidad de rehidratacion. El resultado es un producto con
signos de dafio térmico directamente proporcionales a la temperatura y a la duracion de

la exposicion (Lin y col., 1998).

A medida que progresa el secado, el agua se mueve hacia la superficie (arrastrando
s6lidos solubles) a una velocidad de difusién menor que la velocidad de evaporacion del
agua superficial, por esta razon, las capas externas se secan mas rapidamente dando lugar
a la formacion de una “costra superficial” y al consecuente encogimiento. Estos dos
factores constituyen una resistencia al transporte de materia (dificultan el transporte de
agua) y a la transferencia de calor debido a la baja conductividad térmica de la costra

formada (Feng y Tang, 2006; Nijhuis y col., 1998).

1.3.3.1. Reacciones de pardeamiento en frutas

Las reacciones mas comunes que afectan al color de las frutas y sus derivados
durante la DO son: la degradacion de pigmentos (especialmente carotenoides y clorofila),
la oxidacion de acido ascorbico y las reacciones de pardeamiento enzimatico (Barreiro y

Milano, 1997; Lee y Coates, 1999).

El pardeamiento enzimatico o “browning” enzimatico, aunque deseable en
procesos como fermentacidon de té o cacao, es una reaccion indeseable en el
procesamiento de frutas, ya que en su avance tiene lugar la sintesis de compuestos
coloreados que confieren a la fruta un aspecto diferente al de su estado fresco. En esta
reaccion los compuestos fendlicos son oxidados por accion (principalmente) de la enzima
polifenoloxidasa (PPO) a o-quinonas, que luego polimerizan para formar pigmentos
marrones u oscuros: melaninas y melanoidinas (Quiles y col., 2005). Esta reaccion se
desarrolla por la liberacion de las enzimas al medio celular antes de ser inactivadas, por
ejemplo en operaciones de pelado, cepillado, cortado o cualquier otra que cause

disrupcion celular. Los recursos de los que se vale la industria de alimentos para
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minimizar los efectos de este pardeamiento son: la exclusion de oxigeno, la aplicacion de
acidos, la inactivacion por calor (escaldado) y el agregado de agentes inhibidores como

sulfitos (Bernardi y col., 2009).

El pardeamiento no enzimatico es producto de reacciones complejas que ocurren
durante el almacenamiento y el procesamiento de frutas (condensacion de Maillard,
caramelizacion de azlcares, reaccion oxidativa de dcido ascoérbico; (MacDougall, 2002).
Posiblemente el pardeamiento no enzimatico sea el mas comun y a la vez el mas
importante cambio que se produce en la deshidratacion y almacenamiento de alimentos,
sobre todo en aquellos en los cuales los cambios enzimaticos han sido prevenidos
mediante un escaldado y que no poseen un contenido significativo de acidos grasos

susceptibles de oxidacion.

Braverman (1963) sefialo la existencia de tres mecanismos diferentes

involucrados en el pardeamiento no enzimatica de los alimentos:

a) La reaccion de Maillard incluye especialmente aldehidos, cetonas y azlcares
reductores con aminas, aminoacidos, péptidos y proteina.

b) El mecanismo del acido ascérbico comprende por su parte un conjunto de
reacciones oxidativas que convierten el 4cido ascorbico y los polifenoles en di o
policarbonil compuestos.

¢) La deshidratacion de azlcares, conocido también como caramelizacion, que se
produce al calentar compuestos polihidroxicarbonilicos a temperaturas

relativamente altas, sin la intervencién de aminocompuestos.

La reaccion de pardeamiento no enzimatico estd determinada por la temperatura,
la actividad de agua y el pH, asi como por la presencia de los sustratos necesarios para la

reaccion. Ademas de producir pigmentos pardos, el pardeamiento no enzimatico puede,
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provocar el desarrollo de aromas y sabores los cuales seran deseables o indeseables

dependiendo del alimento (Nijhuis y col., 1998).

2.  Objetivo General

Actualmente el araza se comercializa fresco o como materia prima para batidos,
mermeladas helados, lacteos, etc. A pesar de que su consumo ha aumentado, su fragilidad
y corta vida util limita sus posibilidades de procesamiento y comercializacion en lugares
alejados de los centros de produccion. Para solucionar este problema deben aplicarse
métodos de preservacion que permitan aumentar la vida atil sin deteriorar sus propiedades
sensoriales y nutricionales. Un examen general de las tendencias del mercado, marca un
cambio de preferencias del consumidor hacia los productos no alcohdlicos, naturales,
saludables, con aromas y sabores innovadores, favoreciendo ampliamente el desarrollo

de productos a partir de frutas tropicales.

El objetivo del presente estudio fue obtener productos procesados a base de araza
que combine 6ptimos niveles de compuestos saludables y elevada estabilidad fisica para
ser utilizado en las industrias alimentarias y farmacéuticas. Aplicacion al desarrollo de

bebidas saludables y “snacks”.
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Capitulo 2. Obtencion de una bebida instantanea liofilizada de
pulpa de araza. Efecto del tiempo de almacenamiento, la
temperatura, humedad y estado fisico en las caracteristicas
fisicoquimicas del polvo

1. Introduccion

El araza puede ser una materia prima prometedora en la elaboracion de bebidas en
polvo pero debido a su alto contenido de compuestos termosensibles tanto la seleccion
del método de secado como las condiciones de almacenamiento (temperatura, actividad

acuosa) tiene una importancia fundamental en la calidad y estabilidad del producto final.

El araza tiene un alto nivel de carotenoides, estos compuestos junto con el acido
ascorbico, ciertos flavonoides y compuestos fendlicos son los principales antioxidantes
presentes en la fruta (Garzon y col., 2012). Martinelli y col. (2007) informaron que la
estabilidad de estos bioactivos depende principalmente de la temperatura, el contenido de
agua y la actividad acuosa del alimento, por consiguiente la obtencion de jugos de araza
deshidratados de alta calidad y larga vida util requiere un analisis completo y detallado
acerca de la relacion entre los distintos parametros de calidad fisicoquimica y estas

variables.

Aunque los alimentos almacenados en condiciones vitreas pueden ser estables,
algunas reacciones de degradacion no deseadas pueden ocurrir (Syamaladevi y col.,
2011), por lo tanto, la estabilidad 6ptima del producto requiere un analisis exhaustivo del

efecto Ty/aw en la estabilidad fisicoquimica del producto.

Los antioxidantes presentes en los alimentos requieren ser absorbidos por el
organismo para efectivizar los beneficios que aportan a la salud, por consiguiente es
necesario determinar como afecta el tracto gastrointestinal la composicion y actividad de

los mismos. La bioaccesibilidad es un término usado para referirse al contenido de
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nutrientes liberados de una matriz alimentaria durante el proceso de digestion y
usualmente se evalua mediante un ensayo de digestion gastrointestinal simulada (Li y
col., 2012). La biodisponibilidad es la fraccion del nutriente ingerido disponible para ser
utilizada por el cuerpo durante las funciones fisiologicas (Liy col., 2012) y dependera de
su estabilidad durante el proceso de digestion, su liberacion desde la matriz alimentaria

(bioaccesibilidad) y la eficiencia del pasaje transepitelial (Tagliazucchi y col., 2010).

2. Objetivo

e Obtener un polvo liofilizado de arazd con elevada calidad fisicoquimica y
nutricional utilizando maltodextrina o goma arabiga como coadyuvantes (carrier)
de la liofilizacion.

e Analizar el efecto del tipo de “carrier” en las propiedades fisicas (densidad, angulo
de caida, solubilidad, higroscopicidad, grado de apelmazamiento) y nutricionales
(concentracion de antioxidantes y actividad de los polvos).

e Determinar y modelar las isotermas de adsorcion de polvos de
araza/maltodextrina (AMD) o arazd/goma arabiga (AGA) a 3 temperaturas (10,
20y 40°C)

e Calcular el calor isostérico de sorcion, la entropia diferencial y determinar el
mecanismo de control del proceso de adsorcion de humedad de los polvos de
araza.

e Analizar la relacion entre la capacidad de adsorcion de humedad, la temperatura
y el tipo de coadyuvante (maltodextrina o goma arabiga) en la estabilidad del
color, solubilidad en agua fria, concentracion de antioxidantes y su actividad.

e Determinar el efecto del ayw, estado fisico (vitreo/gomoso) y tipo de coadyuvante
en la estabilidad de los compuestos bioactivos asi como en la actividad

antioxidante, color y solubilidad del araza liofilizado a 20°C.
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e Determinar el efecto del tiempo de almacenamiento en el contenido de
antioxidantes y su actividad asi como en la composicion de polifenoles
considerando los valores de ay que proporcionaron los niveles mas altos de
retencion del color, nivel de bioactivos y actividad antioxidante determinados
previamente.

e Evaluar la influencia de la digestion gastrointestinal en la bioaccesibilidad y la

actividad antioxidante de los polvos.

3. Materiales y métodos.
3.1.  Eleccion de la fruta y preparacion de la muestra

La Figura 2.1 muestra el diagrama de flujo describiendo el procesamiento de la
fruta al igual que los andlisis realizados para la evaluacidon de sus caracteristicas

fisicoquimicas.

La fruta fresca de araza (Eugenia stipitata Mc Vaugh; humedad (H) 94.65+2.45%;
solidos solubles totales (SST) 3.9 + 0.4°Brix) fue adquirida en un local comercial de
Ibagué (Colombia), y seleccionada de acuerdo a un estado de madurez intermedio (verde-
amarillo) y tamafio (10 - 14cm de didmetro). Posteriormente se almacené y refrigerd a
4°C durante 7 dias en el laboratorio GIPRONUT de la Universidad del Tolima (Colombia)
antes de su procesamiento. Para obtener la pulpa de araza la fruta fue lavada con agua

removiendo las impurezas externas, pelada, cortada en trozos.

Para evaluar el efecto del nivel de coadyuvante en las propiedades fisicoquimicas,
la fruta se presiond manualmente para formar una pasta y se mezcld con diferentes
concentraciones [0, 2.5, 5 % p/p (peso de carrier/peso de pulpa humeda)] de (a)
maltodextrina Dextrosa Equivalente 10 (AMD; Productos de Maiz S.A., Buenos Aires,

Argentina) o (b) goma arabiga (AGA; Quimica Oeste S.A., Buenos Aires, Argentina).
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Araza

Almacenamiento (4°C) ¢

Preparacion de la pulpa ¢

T

;%Pulpa con 0, 2.5, 5% de MD o GA

Congelacion -80 °C

| |
 Propiedades fisicas (H (%), Hig |
. (%), GC (%), angulo de caida,

Hausner, Sol (%), a,,, pH, color) .

Propiedades quimicas
(Bioactivos y AOA)

Figura 2.1 Diagrama de la caracterizacion fisicoquimica de la pulpa de araza. H (%): Contenido de
humedad; Hig (%): Higroscopicidad; GC (%): Grado de apelmazamiento; Sol (%): Solubilidad; AOA:
Actividad antioxidante

3.2.  Congelacion y liofilizacion

Las fracciones de pulpa (=300 g) en bandeja de aluminio se mantuvieron a -35°C
(48 h), y luego a -80°C (24h) para garantizar la pérdida de agua por sorcion. La
liofilizacion se realizé en un liofilizador FIC L1-1-E300-CRT (presion de vacio <13.32

Pa, temperatura del condensador = -35°C, temperatura de los estantes = 22°C; Buenos
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Aires, Argentina). Los liofilizados obtenidos se envasaron en peliculas de

poliamida/polietileno (70 um) y se almacenaron a -18°C hasta su uso.

Para calcular el rendimiento de liofilizacion (%R), se uso la siguiente expresion:

%R = (22) + 100 (Ec 2. 1)

l

Donde, P es el peso del polvo liofilizado (g) obtenido a partir de 100 ml de

muestra y P es el peso de 100 ml de muestra (g).

3.3. Ensayos fisicos
3.3.1. Sdlidos solubles totales (SST)

La medicién de los solidos solubles se basa en la refraccion de la luz creada por
el tipo y concentracion de los solutos (por ejemplo, sacarosa). La unidad de medida es
grados Brix (°Bx), donde 1°Bx corresponderia al indice de refraccion de una solucion de

sacarosa en agua al 1%.

La escala Brix expresa entonces, el contenido de azucar en g de sacarosa por 100
g de solucion acuosa, asi 20°Bx ~ 20% p/p de sacarosa en solucidon (Bakker y Clarke,

2011).

El contenido de s6lidos solubles totales (SST) de las muestras se determind con

un refractometro manual Atago N2 (Tokyo, Japan).

3.3.2. Actividad acuosa (aw)
La actividad acuosa (aw) fue determinada con un equipo Aqualab serie 3 (Decagon
Device, Pullman, Washington, USA), previamente calibrado con soluciones salinas

saturadas en un rango de humedad entre 11 — 76%.
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3.3.3. Humedad

El contenido de humedad se midi6 mediante secado en estufa (método AOAC,
(1998) parte 934.06; Sanjor serie SL DB; Buenos Aires, Argentina) a 105 £ 1°C hasta
alcanzar peso constante. Todas las determinaciones se hicieron por triplicado. El

porcentaje de humedad (H(%)) se calculdé mediante la ecuacion (Ec 2.2):
H(%) = |22 « 100 (Ec 2.2)
P
Donde, P es el peso del producto liofilizado (g) y Ps es el peso seco final (g).

3.3.4. Densidad volumétrica

Para la determinacion de la densidad volumétrica, 40 g del polvo se colocaron en
una probeta de 100 ml, la medicion se realizo de dos maneras, la primera en reposo
(densidad aparente) y la segunda golpeando la probeta sobre una superficie plana hasta

alcanzar volumen constante (densidad compactada), la densidad se calcul6 con la Ec 2.3.
p volumétrica = % (Ec 2.3)

Donde, p es la densidad, pi es el peso de la muestra en gramos y V el volumen

medido en ml (Papadakis y col., 2006).

El indice de Hausner (Ha), se defini6 como la relacion entre la densidad

compactada/densidad aparente.

3.3.5. Angulo de reposo
Para la determinacion del d&ngulo de reposo se utiliz6 un dispositivo perteneciente
al banco para el estudio de s6lidos CEN (Armfield, Inglaterra). El mismo esta compuesto

por una camara cilindrica de acrilico transparente que puede rotar libremente montada
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sobre un tablero con una escala de 0 a 360° que permite la medida de la rotacion en grados

(°) (Figura 2.2).

Figura 2.2. Camara cilindrica para medida del angulo de reposo

La muestra se carg6 dentro de la cadmara a través de un orificio en su pared hasta
alcanzar la mitad de su capacidad y se nivel6 la superficie; se prosiguio a rotar hasta que
la primera particula de muestra comenzara a deslizarse y se registro el angulo formado.
Se rota nuevamente en la direccion opuesta hasta que las particulas comiencen a
deslizarse y se registrd el angulo formado. El promedio de las dos medidas representa el
angulo de reposo de la muestra. La prueba se repiti6 10 veces y los resultados se
promediaron (Solids handling study bench, CEN, Armfield, United Kingdom; Geldart y

col., 2006).

3.3.6. Higroscopicidad
La higroscopicidad se expresé como el contenido de humedad después de la

exposicion de un polvo a una humedad relativa del 76%. (Jaya y Das, 2004).
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Figura 2.3. Frasco hermético con NaCl, HR= 76%

Sobre un soporte plastico se pesaron 2 g de polvo previamente tamizados con un
tamiz de apertura de poro 495 mm (tamiz #32) y se colocaron en frascos con soluciones
saturadas de NaCl, herméticamente cerrados (Figura 2.3). Posteriormente se
almacenaron en un cuarto a temperatura controlada de 20°C. La higroscopicidad se
calcul6 usando la ecuacion 2.4:

b/a+Wi

Hig(%) = 7257

(Ec 2.4)

Donde a (g), b (g) y Wi (%, base himeda (b.h)) son la masa de polvo, el

incremento de peso y el contenido de agua inicial, respectivamente.

3.3.7. Grado de apelmazamiento

Luego de la determinacion de higroscopicidad, la muestra himeda se seco en una
estufa de vacio (FERCA) a 102°C por 1 h. Después de enfriar la muestra seca se peso y
se tamizd en un tamiz con apertura poro de 495-mm (#32) agitdndolo durante 5 min. Al
final del proceso, el peso del polvo remanente en el tamiz se registrd en una balanza

analitica. El grado de apelmazamiento (GC) se calculd usando la siguiente expresion:

GC(%) = 5* 100 (Ec 2.5)
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d (g) y ¢ (g) son los pesos del polvo total y retenido en filtro, respectivamente

(Jaya y Das, 2004).

3.3.8. Solubilidad
La solubilidad de la muestra en polvo se determind segun el método de Chen y
Jane (1994). Las muestras reconstituidas en agua destilada se agitaron durante 5 minutos

a 25°C; las dispersiones obtenidas se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos en una

centrifuga Rolco CM 2036, (Buenos Aires, Argentina).

Una alicuota del sobrenadante se transfirid a cajas de Petri de vidrio (50 mm de
diametro) previamente pesadas e inmediatamente se secaron en estufa (Sanjor serie SL
DB (Buenos Aires, Argentina) a 105 + 1°C por 5 horas. La solubilidad en agua se calcul6

mediante la ecuacion 2.6:

Solubilidad (%) = P 2100 (Ec. 2.6)
1

Donde pss es el peso seco de sobrenadante (g), Pl es el peso del producto
liofilizado (g) y FD es el factor de dilucion. Las determinaciones se hicieron por

duplicado.

3.3.9. pH
El pH de las muestras se midié con un pHmetro Hach Sension+ pH3 Lab (Hach

Company, Lovely, CO, USA) a 25°C. Las mediciones se hicieron por duplicado.

3.3.10. Medidas de Color
El color (L*, IS, AH) de las muestras se midi6 por triplicado con un colorimetro

Minolta CR-400 (Minolta, Osaka, Japon), cada valor fue el promedio de 9 mediciones.
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El color se expresé mediante luminosidad (L*), indice de saturacion (IS; Ec 2.7) y el

angulo de matiz (AH) que representa el tono psicométrico (Ec.2.8).

IS= vaZ+Db? (Ec 2.7)
_ -1 (b°
AH = tan™ (%) (Ec 2.8)

Los valores del &ngulo de matiz de 0, 90, 180 y 270° corresponden a rojo-amarillo,

verde y azul respectivamente (Minolta, 1998).

La diferencia de color total con respecto a las muestras liofilizadas no equilibradas

(AE) se calcul6 a partir de la Ee. 2.9.

AE = VAL*2 + Aa*2 + Ab*2 (Ec. 2.9)

3.4. Caracterizacion quimica de las muestras
3.4.1. Extraccion de los antioxidantes
La Figura 2.4 muestra el protocolo utilizado para obtener antioxidantes extraibles

y no extraibles por solventes organicos acuosos (Saura-Calixto y col., 2007).

0.5 g de muestra se mezclaron con 20 ml de metanol/agua (50:50, v/v; pH 2) en
un vaso precipitado con agitacion constante por 60 min, el sobrenadante se separ6
mediante centrifugacion (2500 g, 10 min) en una centrifuga Rolco CM 2036, (Buenos
Aires, Argentina). El residuo se extrajo por 2°? vez con 20 ml de acetona/agua (70:30, v/v).
Los sobrenadantes de las 2 extracciones (metanolicos/acetonico) se combinaron y se
utilizaron para la determinacion de la capacidad antioxidante y la concentracion de

bioactivos asociados con los compuestos extraibles (Saura-Calixto y col., 2007).
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0.5 g de muestra

20 ml metanol / agua
(50:50 v/v, pH 2)

/ "\

Residuo

20 ml acetona/agua
(70:30 v/v)

Extracto antioxidante Residuo
(Polifenoles extraibles) Sobrenadante

Sobrenadante

J/ Butanol/ Metanol/
Capacidad antioxidante HCl H2S04
Extracto antioxidante ()| EXtracto antioxidante (taninos
(Taninos condensados) TC hidrolizables) TH
Capacidad antioxidante Capacidad antioxidante

Figura 2.4. Extraccion y caracterizacion de compuestos antioxidantes (Pérez-Jiménez y col., 2008;
Saura-Calixto y col., 2007)

Los polifenoles no extraibles (taninos condensados-proantocianidinas y
polifenoles hidrolizables) se determinaron en el residuo de la extraccion con

metanol/acetona/agua (Saura-Calixto y col., 2007).

Para extraer los taninos/proantocianidinas condensados, el residuo se trat6 con 5
ml/L de HCI-butanol (3 h a 100°C), la fraccion soluble se separo6 por centrifugacion (2500

g por 10 min) y se usd para analizar la concentracion de taninos/proantocianidinas y su

actividad antioxidante.

Para determinar los polifenoles hidrolizables: el residuo se hidrolizd con
metanol/H2SO4 90:10 (v/v) a 85°C durante 20 h. Después de la centrifugacion (2500 g,
10 min), se recogi6é el sobrenadante y se usd para determinar el contenido total de

polifenoles y la actividad antioxidante.
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3.4.2. Concentracion de compuestos antioxidantes
3.4.2.1. Polifenoles Totales (PT)

La concentracion de polifenoles totales se determind con el método de Folin-
Ciocalteu  (Schlesier y col., 2002). 0.2 ml del extracto liquido de arazd (o su
correspondiente dilucion) se colocaron en tubos que contenian 2 ml de Na>xCO3 2% (p/v),
0.2 ml de reactivo Folin-Ciocalteu (1:1) (Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina), se
agitaron y se protegieron de la luz. Después de 30 min, la absorbancia se midié en un
espectrofotometro Shimadzu UV-VIS (Seisakusho Ltd., Kyoto, Japon) a 725 nm. El
contenido de polifenoles totales se expres6 como mg de equivalentes de acido galico
(EAG)/gramos de materia seca (g m.s) por medio de una curva de calibracion en un rango

de concentraciones de acido galico (0.05 - 0.2 mg 4cido galico/ml).

3.4.2.2. Flavonoides Totales (FT)

El contenido de flavonoides totales (mg de equivalentes de catequina (CAT)/g
m.s.) en el extracto se determindé mediante la metodologia propuesta por Chang y col.
(2002). Para la curva de calibracion se us6 como patrén una solucion estandar de

catequina (0.05 -0.2 mg/ml).

100 pl del extracto se mezclaron con 500 ul de agua destilada, 30 pul NaNOz 5%
luego de 6 min, se agregaron 90 pl AICI3 10% y se esperaron 5 minutos. Por ltimo, se
afiadieron 200 pl de NaOH 1M vy la mezcla se homogenizo con un vortex (Precytec,
Industria - Argentina). La absorbancia de los extractos a 510 nm se midi6 después de 30

minutos.

3.4.2.3. Carotenoides Totales (CT)
Se pesaron 0.5 g de la muestra y se realizd una extraccion con 5 ml de

hexano:acetona:etanol (2:1:1), el extracto se mezcld en un vortex por 2 minutos. Luego,
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se adiciond 1 ml de agua destilada para lograr la separacion de fases. La absorbancia del
sobrenadante se midi6 en un espectrofotometro a 454nm. El contenido de carotenoides

se expresd como mg B-caroteno/g m.s, mediante la siguiente ecuacion, (Ec 2.10).

__ AxVF%103
~ exPM

CT (Ec 2.10)

(A) es la absorbancia en nm, (€) coeficiente de extincion molar del B-caroteno
(hexano, 490nm) = 2592 L mol! ¢m™, (VF) volumen final, (PM) Peso de la muestra

(Ordofez-Santos y col., 2014).

3.4.2.4. Determinacién de Acido Ascérbico (AA)

Para la determinacion de acido ascérbico, 0.5 g de muestra se extrajeron con una
solucion de dcido metafosforico acuoso al 5% (HPOs; 50 g L™!; Carlo Erba S.A, BCN,
Espana). El extracto se mantuvo protegido de la luz con papel aluminio, se centrifugd a
2000 g por 5 min (Rolco CM 2036, Buenos Aires, Argentina). La concentracion de acido
ascorbico se determiné por HPLC (Waters, model R-414, Milford, 152 MA, USA). El
método consistido en una elucion isocratica y la sefal fue traducida mediante un detector
UV-Visible con un A de 245 nm, usando AA (de grado alimentario, Parafarm) como
estandar externo. Antes de inyectar la muestra en el equipo los extractos se filtraron con

membranas de miliporos de 0.45 pm (Novakova y col., 2008).

La separacion fue hecha en una columna RP C18 (Symmetry, Waters, Dublin,
Irlanda) a 25 °C. La fase movil fue una mezcla de 5 g*L ™! HPOs (Carlo Erba S.A, BCN,
Espafia) y CH3CN (acetonitrilo; Sintorgan, grado HPLC) 93:7, con un caudal de 1ml/min
(Novakova y col., 2008). La cuantificaciéon de AA fue hecha contrastando el area del pico
cromatografico vs el estandar externo. La curva de calibracion estuvo entre 0.5 — 200

mg/ml.
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3.4.3. Actividad antioxidante
3.4.3.1. Método del DPPH*

La capacidad de secuestro de radicales libres fue determinada usando el 2,2-
diphenyl-1-picril hidracil (DPPHe) (Brand-Williams y col., 1995) usando etanol como
solvente. El radical DPPHe fue solubilizado en etanol para una concentracion de 25 mg
DPPH- (Sigma)/L. A 100ul del extracto se le afiadio 3.9 ml de solucion de DPPHe. La
disminucion de la absorbancia fue medida espectrofotométricamente a 517nm después de
90 min, tiempo en el cual la reaccion llega al estado estacionario. La actividad

antioxidante fue calculada como porcentaje de inhibicion segun la Ec 2.11:

ARA(%) = Esbo4bss)) 4 10 (Ec 2.11)

AbSbO

Donde Absby y Abss: corresponden a la absorbancia del blanco (b) y de la muestra

(s)atiempo=0yat=120 min.

3.4.3.2. Poder reductor del hierro (FRAP)

La prueba de FRAP mide la capacidad para reducir el Fe™ -tripiridil-triazina (Fe
(TPTZ)*) incoloro, a su forma ferrosa (Fe (TPTZ)"?) que es un color azul profundo a pH
3.6. Se considerd que la concentracion de (Fe (TPTZ)*?) es proporcional al poder reductor

(Benzie y Strain, 1996).

Se mezclaron 900 ml de reactivo FRAP (TPTZ, FeCls, tampdn acetato) con 30 pl
de muestra y 90 pl de agua destilada. Después de 30 minutos de reaccion, la absorbancia
de las muestras se midi6 a 593 nm. Los resultados se expresaron como uM Fe?"
equivalente/gramo de materia seca, usando una curva de calibracion de FeSO4*7H,0

(100 - 2000 pmol Fe™?/L) (Benzie y Strain, 1996).
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3.5. Efecto de l1a humedad y del almacenamiento en los polvos
La Figura 2.5, muestra el diagrama de los analisis realizados para evaluar el efecto

de la humedad y del almacenamiento en AMD y AGA.

Liofilizados AMD y

:f o o 3 ) | Digestion gastro-
5; Isoterma de sorcién Determinacion T, . Almacenamiento | intestinal simulada !
Temperaturas ; i
10 20 40°C) DSC ¢! Cinética t= 90 dias, : _ %de
(10, 20,40°C) | 8 Bioaccesibilidad
a, (0.11 - 0.76) :

Modelo Gordon y & - Color % de Actividad

Modelo de GAB Taylor ; ' antioxidante

- [ L Concentracion de
Caracteristicas ¢ & Caracteristicas

Propiedades :
S ; - sl e —  compuestos
termodinamicas - fisicas o quimicas N
: i : bioactivos
- Color, solubilidad, ¢| : Concentracién de _ Actividad
i SEM i

- Bioactivosy AOA | antioxidante

Composicién de
polifenoles (HPLC) ]

Figura 2.5. Diagrama de los analisis fisicoquimicos realizados en el polvo liofilizado de araza

3.5.1. Isotermas de sorcion de agua

Las isotermas de sorcion de los polvos liofilizados con MD y GA se determinaron
mediante el método estatico gravimétrico a 10, 20 y 40°C (Demarchi y col., 2014). Las
muestras (1.5 g) se colocaron en recipientes plasticos previamente pesados y se
equilibraron en recipientes herméticos que contenian soluciones saturadas de sales que

proporcionaban humedad relativa (HR) ambiente constante (Tabla 2.1).

Los frascos herméticos se almacenaron en cdmaras a 10, 20 y 40°C. Para controlar

la ganancia de humedad los pesos de la muestra se registraron cada tres dias hasta alcanzar
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un valor constante (diferencia entre 2 pesadas consecutivas <+ 0.003 g) donde se asume
que se alcanzd el equilibrio; en este punto la actividad acuosa (aw) de la muestra

equilibrada puede considerarse igual a su correspondiente HR/100 (Labuza, 1975).

Tabla 2.1. Soluciones Salinas saturadas y sus actividades de agua a 10, 20, 40°C

(Demarchi y col., 2014)

Actividad acuosa (aw)

Soluciones salinas saturadas

10°C 20°C 40°C
LiCl 0.113 0.113 0.112
KCH3:COO 0.245 0.234 0.208
MgCI2 0.340 0.330 0.320
K.CO;s 0.431 0.432 0.433
Mg(NOs), 0.574 0.544 0.484
NaCl 0.760 0.754 0.747

3.5.1.1. Modelado matematico de las isotermas de sorcion de agua y comparacion
estadistica
La relacion entre el contenido de humedad de equilibrio (W.) y el ay del araza
liofilizado con MD o GA se predijo utilizando el modelo de GAB (Guggenheim-

Anderson-de Boer; Ec. 2.12; Demarchi y col., 2014).

_ W KCay
¢ 7 (1-Kaw)(1-Kaw+CKay)

(Ec 2.12)

W, (kg H20 (kg m.s)™!) y Wm (kg H2O (kg m.s)™!) representan las humedades de
equilibrio y de monocapa respectivamente; mientras C y K son las constantes del modelo

(Vega-Galvez y col., 2009).

Los parametros se estimaron usando una regresion no lineal de los datos
experimentales con el programa Origin Pro v 8.0 (OriginLab Corp., Northhampton, MA
USA). La bondad de ajuste del modelo se evalu6 con el médulo de desviacion relativa

media (% E; Ec. 2.13).
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100 n [Wci 'chi]

%E=1Lyn
¢ n =1 Wi

(Ec. 2.13)

"n" representa el mimero de observaciones, mientras que Wei v Wepi son los

contenidos de humedad en equilibrio experimental y predicho respectivamente. Lomauro
y col. (1985b) informaron que % E < 10 podrian considerarse como indicativo de buen
ajuste.

En el caso de la ecuacion de GAB, Lewicki (1997) informd que para una adecuada
descripcion del comportamiento sigmoidal y para asegurar que la diferencia entre los
valores de W, reales y predichos sea menor al 15%; los valores de Kgas y Ccas deben
cumplir las siguientes condiciones:

0.24 <Kgap<1y5.67<Cgapl @

3.5.2. Propiedades termodinamicas
3.5.2.1. Calor total de sorcion, calor isostérico neto y entropia diferencial

El calor isostérico neto (qsm; kJ mol™), el calor total de sorcion (Qs, kJ mol?) y la
entropia diferencial (ASq; kJ mol™! K!) se calcularon a partir de los datos de equilibrio
usando las siguientes ecuaciones (Al-Muhtaseb y col., 2004; Iglesias y Chirife, 1976;

Telis-Romero y col., 2005; Ec. 2.14 — 2.15).

Ina, | 234 Y Ec. 2.14
P lwe TRRT (Ec. 2.14)
Qg: qstn+AHcond (EC. 2.15)

aw representa el valor predicho de la actividad de agua para un contenido de
humedad de equilibrio especifico (Wc¢); AHcona es €l calor de condensacion latente del
agua libre (44.05 kJ mol"') calculado a la temperatura promedio entre 283 y 313°K

(298°K), R es la constante universal de los gases (0.008314 kJ (mol °K)!) y T la
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temperatura absoluta (°K). qstn y ASq se calcularon a partir de la pendiente (-qsw/R) y la

interseccion (AS4/R) de la gréfica In (aw) vs 1/T en cada We.

La relacion de gswm 0 Qs¢ con el contenido de humedad en equilibrio se determind

con la ecuacion empirica exponencial propuesta por Tsami y col. (1990); (Ec. 2.16 - 2.17).

R
g, = o€ "o (Ec. 2.16)

W,
Q= 4, ™0+ AH,gng (Ec. 2.17)

Donde qo representa el calor isostérico neto (kJ/mol) de la primera molécula de
agua y Wy el contenido de humedad caracteristico del alimento (kg agua/kg m.s (materia

seca)).

3.5.2.2. Teoria de la compensacion. Relacion entre la entalpia y la entropia.
La teoria de la compensacion entalpia-entropia propone una relacion lineal entre

gstn Y ASade acuerdo a la siguiente ecuacion 2.18 (Beristain y col., 1996).
Qstn = ASqTg + AGg (Ec 2.18)

donde Tp es la temperatura isocinética (°K) y representa la temperatura a la cual
todas las reacciones suceden a la misma velocidad, y AGg es la energia libre de Gibbs (kJ
mol!) a Tp. Ambos pardmetros se estimaron mediante regresion lineal de la ecuacién

2.18 utilizando los valores de gsm y ASq. calculados previamente.

Krug y col. (1976) concluyeron que una compensacién quimica de tipo lineal
requiere que Tp sea diferente de la temperatura armonica media (Thm; Ec 2.19;), definida

como:

n

Thm = SN, (Ec 2.19)
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n = numero total de isotermas

3.5.3. Determinacion de la temperatura de transicion vitrea (Ty)

Para determinar la temperatura de transicion vitrea (Tg), las muestras (5—10 mg),
colocadas en céapsulas de aluminio de DSC (TA Instruments; EE. UU.), se equilibraron
en humedades relativas entre 11 y 76% a 20°C. Las muestras equilibradas se sellaron
herméticamente, se pesaron en una balanza analitica y se escanearon con un calorimetro
diferencial de barrido (DSC, Q-100 TA 5000; TA Instruments; U.S.A) usando una
capsula vacia como referencia. La velocidad de calentamiento fue de 10°C/min y la
temperatura vario de -20°C a 120°C. Para cada muestra se realizaron dos corridas con el
proposito de reducir la entalpia de relajacion del polvo amorfo, mejorando la precision de

la medicion de la Ty en el termograma de DSC.

Las temperaturas de inicio (T I), media (Tgonset), y final (T F) se determinaron
por duplicado con el software TA Universal Analysis 2000 (TA Instruments Waters LLC,

EE.UU).

La relacion entre el contenido de agua del polvo y la T, se predijo mediante la
ecuacion de Gordon —Taylor (Ec. 2.20; Gordon y Taylor, 1953) considerando Tg= T,

onset.

T = Xs+kXy Tgw

s = o (Ec 2.20)

X5 y Xw representan las fracciones de solido y de agua (kgH20/kg m.s), Tew y Tgs
(°C) son las temperaturas de transicion vitrea de la matriz anhidra y del agua (-135°C)
respectivamente, y kgt corresponde a la constante del modelo relacionado con la

interaccion matriz/agua (Tonon y col., 2009).
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Los parametros de la ecuacion 2.20 se calcularon mediante analisis de regresion
no lineal con los programas OriginPro v 8.0 (OriginLab Corp., Northhampton, MA USA)
y Systat 12 (Systat Software Inc; San Jose, CA USA). El ajuste del modelo a los datos
experimentales se evalué con el modulo de desviacion relativa media (%E) y el

coeficiente de determinacion (Rag;?).

Los valores criticos del contenido de humedad (CW.) y de la actividad acuosa
(Cay) correspondientes a la transicion vitrea/gomosa a 20°C se determinaron segun lo
descrito por Tonon y col. (2009) donde se relaciono la Tg, el contenido de agua en el

producto y ay.

3.5.4. Determinacion de la microestructura mediante microscopia electronica de
barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM: Scanning electron microscopy)
permite estudiar las caracteristicas microestructurales de la superficie de diferentes
materiales. Su alta resolucion (de 20 a 50 A) y gran profundidad de foco
(aproximadamente entre 100 y 1000 veces mayor que la de un microscopio optico a la
misma magnificacion) brinda imagenes con apariencia tridimensional. En alimentos en
polvo, las imagenes SEM pueden detallar la forma de las particulas y el aspecto de la

superficie (Kang y col., 2013).

El microscopio esta compuesto por un sistema de vacio, la columna de electrones,
la cdmara porta muestras y el sistema de adquisicion y procesamiento de imagenes y
emplea un haz de electrones en lugar de uno de luz para formar la imagen. En algunos
casos es necesario cubrir las muestras con una capa delgada de carbon u oro para

proporcionar caracteristicas conductoras.
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La microestructura de los polvos se analizd con un microscopio FEI Quanta con
un voltaje de aceleracion de 20 kV en condiciones de alto vacio (Deladino y col., 2007).

Las muestras se recubrieron con una capa de oro (40—-50 nm).

3.6. Almacenamiento

Para analizar el efecto del tiempo y su interaccion con el tipo de coadyuvante (MD
o GA) en la concentracion de antioxidantes, la composicion polifendlica, la actividad
antiradicalaria (ARA) y la capacidad de reduccion del Fe™* (FRAP), las muestras,
envasadas en frascos color ambar, se almacenaron durante 90 dias a 20°C utilizando los
valores de RH/ay que proporcionaban maxima estabilidad a todas las propiedades

obtenidas previamente.

La retencion del contenido y actividad antioxidantes (RY) durante el

almacenamiento se analizd usando la ecuacion de Weibull (Ec. 2.21, Ec. 2.22; Oms-Oliu

y col., 2009).
RY= RYoexp(-(kt)" (Ec. 2.21)
RY+=RYo - (RYo- RY¢) exp( -(kt)” (Ec. 2.22)
RY=Y/Yo (Ee. 2.23)

RY: representa la fraccion de la propiedad Y (PT, FT, CT, AA, ARA, FRAP)
retenida a t dias, RYo y RY¢ corresponden a los valores de RY a 0 y 90 dias mientras que

k (dias™) y y son las constantes cinéticas y de forma respectivamente.

Los parametros de las ecuaciones (Ecs. 2.21; 2.22) se determinaron mediante
analisis de regresion con el software OriginPro v8.0. Los criterios de seleccion del modelo

fueron R%,qj maximo y el error de los parAmetros minimo.
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3.6.1. Composicion de polifenoles

La composicion de polifenoles se determind siguiendo el protocolo descripto por
Soares y col. (2019) enun HPLC Waters Modelo 6000 A (Milford, MA, EEUU) equipado
con un detector de arreglo de diodos (DAD) y una columna C-18 AltexUltrasphere ™ -

ODS (250 mm x 4,6 mm de diametro, 5 um de tamafio de pieza).

La identificacion de los compuestos se realizo comparando sus espectros DAD y
tiempos de retencion con los de los estandares comerciales (acidos cafeico (CAF),
cinamico (CIN), clorogénico (CL), cumarico (COU) trans-ferulico (tFER), galico (GA))
y Trihidrato de rutina (R3H2O; Sigma-Aldrich, Argentina) y con informacion de literatura

(Soares y col., 2019).

3.7. Biodigestibilidad in-vitro
El efecto de la digestion gastrointestinal en la concentracion de bioactivos y en la
actividad antioxidante (ARA, FRAP) de AMD y AGA se analiz6 siguiendo el protocolo

descripto por Chiang y col. (2013) (Figura. 2.6).

La muestras se reconstituyeron en agua mili-Q (1:10) y se homogenizaron con

agitacion constante por 5 minutos.

El ensayo consta de 2 etapas secuenciales: una digestion gastrica (Pepsina/HCl
pH=2.5) seguida por una digestion intestinal (pancreatina/sales biliares pH = 8) utilizando

enzimas activas (Gact/Glact).

2.5 ml del polvo reconstituido se mezclaron con 2.5 ml de una solucioén de pepsina
(3200 und/ml) acidificada con 4cido clorhidrico 1N a pH 2.5 y se incubaron durante 60

min a 37°C y 130 rpm.

La etapa de digestion géstrica se detuvo subiendo el pH a 6.5 con NaOH IN.

Entonces, se adiciond una solucién concentrada de jugo intestinal simulado (Pancreatina
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porcina 10mg/ml, sales biliares 20mg/ml), se ajustd el pH a 7.5 con NaOH 1N y se incubo
durante 120 min a 37°C y 130 rpm. Las soluciones obtenidas se centrifugaron a 13000
rpm por 10 minutos a 25°C. Las mediciones del contenido de bioactivos (PT, FT, CT) y
de actividad antioxidante (ARA, FRAP) se realizaron en el sobrenadante previamente

filtrado con membrana de nylon de poro 0.45 um.

Polvo reconstituido :
1:10

|

Digestion (Solucion :_
de pepsina activa)

|

Simulacién Gastrica .
(Activa) '

—

Adiciéon de :
pancreatinay sales &
biliares (Activa)

Simulacién
Gastrointestinal
(Activa)

Figura 2.6. Digestion gastrointestinal in-vitro

La bioaccesibilidad (%) se calculo aplicando la siguiente ecuacion (Ec. 2.24):

Bioaccesibilidad (%) = (a/b)*100 (Ec. 2.24)

Siendo (a) el contenido antioxidante en el sobrenadante de cada fase (mg
antioxidante/g polvo) y (b) contenido inicial de antioxidante en el polvo (mg

antioxidante/g polvo).
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3.8.  Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como “promedio + la desviacion estandar” de por lo
menos 3 replicados. El efecto de la temperatura, tipo de “carrier” y actividad de agua (aw)
en el color, concentracion y actividad antioxidante se analizaron mediante analisis de
varianza (ANOV A) mientras que el grado de significancia de la comparacion de medias
se determin6 con la prueba de Tukey a P< 0.05, (Infostat v. 2013, Grupo InfoStat, FCA,

Argentina).

4. Resultados y discusion

En una caracterizacion visual se observd que la pulpa de arazd present6 una
contextura pastosa y fluida que permitidé la mezcla con maltodextrina (MD) o goma
arabiga (GA). La pulpa present6 un color amarillo intenso tal como se evidencia en la

Figura 2.7.

Figura 2.7. Pulpa de araza homogenizada

Las muestras liofilizadas usando 0 (A/Lio) o 2.5% de maltodextrina (AMD) o
goma arabiga (AGA) tenian una textura gomosa con valores aw de 0.36 y 0.13
respectivamente, causadas probablemente por un nivel insuficiente de “carrier” y/o
gelificacion de las pectinas presentes en la fruta (Zambrano-Alcivar, 2014). En contraste,

las muestras con 5% de contenido de coadyuvante tuvieron buenas propiedades de flujo
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con a,= 0.08-0.09 (Tabla 2.2), por lo tanto, esta concentracion se selecciond para el resto

de los experimentos.

4.1. Caracterizacion inicial de los liofilizados
La Tabla 2.2 muestra las propiedades fisicoquimicas de los polvos liofilizados de
arazd con maltodextrina (AMD), goma ardbiga (AGA) y sin aditivos (ALio) sin

equilibrar.

Tabla 2.2 Caracterizacion fisicoquimica inicial de los liofilizados de araza

Parametros )
.. Tipo de muestra
iniciales
AMD/AGA ALio AMD AGA
H (%) 3.03+0.19 32.65+0.27
ay 0.09+7x1073 0.36+0.02
L* 85.35+2.03
IS 34.12+1.19
AH 86.23+0.122 93.24+0.27° 86.23+0.122
PT 107.93+0.53¢ 99.72+0.79° 92.36+0.34%
FT 19.49+1.08° 18.05+1.21%¢ 15.91+0.482
CT 47.04+1.60° 45.98+1.03>  38.83+0.43%
AA 92.76+0.28 97.28+0.25
ARA (%) 71.19+2.50 77.32+1.83
FRAP 1306.96+6.22 1455.65+12.74

ALio: Araza liofilizado sin carrier; AMD: Araza + maltodextrina liofilizado; AGA: Araza + goma
arabiga liofilizada; H%: Porcentaje de humedad; aw: Actividad acuosa; L*: Luminosidad; IS: Indice
de saturacion; AH: Angulo de matiz; PT: polifenoles totales (mg EAG (eq de icido gilico*g m.s)™);
FT: flavonoides totales (mg CAT (eq de catequina*g m.s)'); CT: carotenoides totales (mg de p-
caroteno eq*g m.s)™'); AA: Acido ascérbico (mg AA*100 g m.s™). ARA: Actividad antiradical; FRAP:
Poder reductor del hierro (uM Fe*?*g m.s™). * Supraindices con diferente letra en la misma fila son
significativamente diferentes (P <0.05; Tukey)

El anélisis estadistico indico que el tipo de “carrier” (MD/GA) no influy6 (P>
0.05) en el contenido humedad (H), la actividad de agua (ayw), la luminosidad (L*), el
indice de saturacion (IS), asi como el contenido de acido ascorbico (AA), la actividad

antiradical (ARA) y la capacidad de reduccion del Fe™.

Por otro lado los resultados indicaron que:



Capitulo 2. Obtencion de una bebida instantdnea liofilizada de pulpa de araza. Efecto del
tiempo de almacenamiento, la temperatura, humedad y estado fisico en las _
caracteristicas fisicoquimicas del polvo

FT/CT (AMD) = FT/CT (ALio) (P> 0.05),

AH (AGA) = AH (ALio) (P> 0.05)

por lo tanto, los resultados individuales de las propiedades fueron reemplazados

por sus promedio (Tabla 2.2).

Por otra parte, los valores de actividad acuosa (aw), el contenido de humedad
(H%), los polifenoles (PT), acido ascorbico (AA) y actividad antioxidante (ARA-FRAP)

eran mayores en ALio que AMD y AGA (Tabla 2.2; P<0.05).

Los valores de actividad de agua (aw) en los polvos AGA y AMD estuvieron
dentro del rango recomendado por Labuza y Altunakar (2007) para preservar la

estabilidad bioquimica y la seguridad microbiologica (aw< 0.25).

La Figura 2.8 muestra macroscopicamente la estructura del araza después de ser

liofilizado.

Figura 2.8. Pulpa de arazé procesada por liofilizacién a) sin “carrier” (ALio), b) con goma arabiga
(AGA), ¢) con maltodextrina (AMD)

Las muestras AMD y AGA presentaron estructuras particuladas, no asi para ALio
el cual presentd una estructura de goma o pegajosa, ya que hay mayor cantidad de agua

interactuando en su estructura que no pudo ser removida durante el proceso.
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Propiedades fisicas como los solidos solubles totales (SST), pH, la temperatura de
transicion vitrea (Ty) y solubilidad asi como las propiedades de flujo (dngulo de reposos,
indice de Hausner, higroscopicidad y grado de apelmazamiento) solo se midieron en los
polvos AMD y AGA (Tabla 2.3). En estos casos tanto las propiedades de flujo (angulo
de reposo, indice de Hausner) como la solubilidad, solidos solubles totales, azucares
totales y reductores eran independientes del tipo de carrier asi que los valores individuales

se reemplazaron por sus respectivos promedios

Tabla 2.3. Caracteristicas fisicoquimicas y de flujo de los polvos con AMD y AGA

Parametros Parametros
iniciales iniciales

AMD/AGA AMD AGA
Angulo de reposo (°) 53.19+£3.83  Hig (%) 22.324+0.06*  25.53+0.23°
Indice de Hausner (Ha) 1.39£0.22  GC (%) 51.54£2.14*  56.51+0.91°
Solubilidad (Sol %) 81.01+1.34 T, (°C) 116.89+3.33% 99.12+0.0.41?
SST (°Brix) 7.75+0.07 pH 2.79+0.032 2.9340.03°
Azucares Totales 5.554+0.02
Azucares Reductores 3.32+0.01

AMD: Arazi + maltodextrina; AGA: Araza + goma arabiga; SST: Solidos solubles totales; Hig:
Higroscopicidad; GC: Grado de apelmazamiento; Tg: Temperatura de transicién vitrea; pH:
Potencial de hidrogenos. *; Supraindices con diferente letra en la misma fila son significativamente
diferentes (P <0.05; Tukey)

La UPS “United States Pharmacopeia Convention” (2012) y Geldart y col. (2006)
informaron que los polvos con 4ngulos de reposo mayores a 50° o con un indice de
Hausner mayor que 1.5 tienen problemas de flujo durante el procesamiento. Aunque el
angulo de reposo de las muestras fue 6.4% mayor que el limite (50°), la diferencia no fue
significativa (P> 0.05); por otro lado los valores del indice de Hausner (Tabla 2.3) de
ambas muestras también cumplieron con las condiciones de Geldart y col. (2006) Ha<

1.5), lo que indica que la fluidez de las muestras fue aceptable para fines de produccion.

Las microestructuras de AGA y AMD antes de ser equilibradas (Figura 2.9a, b)

fueron consistentes con las bajas humedades en las muestras, ya que las formas y tamafos
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de las particulas eran altamente irregulares con bordes afilados y superficies arrugadas,
lo que sugiere una ausencia de aglomeracion, aunque las particulas de AGA eran mas

grandes y gruesas.

a)

0.08 (Sin-eq)

b)
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Figura 2.9. Efecto de la actividad acuosa (ay) en la microestructura en muestras liofilizadas (a) AMD y
(b) AGA. Los valores de ay, se indican en la esquina superior izquierda de cada imagen. Sin-eq: muestras
no equilibradas.

Juliano y Barbosa-Canovas (2010) concluyeron que la fluidez de los polvos
dependia del tamafio de las particulas, la forma y las caracteristicas de la superficie. En
comparacion con las particulas redondas lisas, aquellas con tamafios mas pequefos,
formas irregulares y superficies asperas tienen mas puntos de contacto entre particulas
causando un aumento en la cohesividad y una menor capacidad de flujo (Juliano y
Barbosa-Céanovas, 2010). La forma escamosa irregular de AMD y AGA vy las superficies
rugosas (Figura 2.9 a, b) cumplieron esta condicion, por lo que su comportamiento de

flujo podria explicarse parcialmente por su morfologia.

Los niveles de higroscopicidad (Hig) y de grado de apelmazamiento (GC) fueron
mayores en AGA que en AMD, debido posiblemente al alto contenido de grupos
hidrofilicos en la goma arabiga. De acuerdo con el GEA Niro “Research Laboratory”.
(2003), los valores de higroscopicidad (Hig) y de grado de apelmazamiento (GC)
indicaron que las muestras fueron muy higroscopicas y propensas a apelmazarse. Ambos
productos presentaron temperaturas altas de transicion vitrea (Tg), debido probablemente
al bajo contenido de azucares en el arazéd y al efecto de los coadyuvantes (Tabla 2.3).
Tonon y col. (2009) informaron resultados similares para el agai secado por aspersion con

6% de MD.
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4.2. Isotermas de adsorcion de humedad
La Figura 2.10 muestra el efecto de la temperatura (10, 20 y 40°C) y del tipo de
“carrier” en las isotermas de sorcion de los polvos liofilizados de arazd. (AMD; Figura

2.10a) y goma arabiga (AGA; Figura 2.10b).
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Figura 2.10. Influencia de la temperatura en las isotermas de sorcién de AMD (a) y AGA (b). Las lineas
representan el contenido de humedad de equilibrio predicho y los simbolos los resultados experimentales
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La comparacion entre las isotermas de AMD (Figura. 2.10a) y AGA (Figura.
2.10b) indic6 que a 20 y 40°C y ay entre 0.11- 0.33 el contenido de humedad de equilibrio
(WAMPIAGA) fije similar (P> 0.05); 0.053 kg H,O (kg m.s)™). Sin embargo, a 10°C
WAMP se mantuvo estable hasta una actividad de agua de 0.43, mientras que el
comportamiento de W.A%* fue similar al observado a temperaturas mas altas. Para
actividades acuosas de 0.43 6 0.76 los efectos de la temperatura o del tipo de “carrier” no
fueron significativos (P> 0.05), los valores medios del contenido de humedad de
equilibrio en los polvos fueron: 0.13 y 0.25 kg H>O (kg d.m)™! para un ay de 0.43 y 0.76

respectivamente.

La Figura 2.10 (a y b) muestra los resultados de las isotermas de sorcion
predichos por el modelo de GAB. Los valores de R?> y E% (Tabla 2.4) indicaron que el
ajuste del modelo a los datos fue bueno y satisfizo los criterios de bondad de ajuste
propuestos previamente (E < 10; Lomauro y col., 1985b). Como K = 1 (P> 0.05), las
recomendaciones de Lewicki (1997) respecto de los rangos de validez de los valores de

Ky C (Sec. 3.5.1.1) también se cumplieron.

Tabla 2.4. Parametros de regresion y test estadistico (R?; %E) predichos mediante el

modelo de GAB para AGA y AMD a 10, 20 y 40°C

Parametros 10°C 20°C 40°C
AGA AMD AGA AMD AGA AMD
W 0.06 0.05 0.05 0.05 0.04 0.03
K 1.02 1.03 1.05 1.04 1.07 1.09
C 200 200 200 200 200 200
R? 0.91 0.97 0.98 0.97 0.96 0.98
E% 6.63 5.64 6.39 4.94 5.95 5.09

AMD: Araza + maltodextrina; AGA: Araza + goma arabiga; Wn: Humedad de la monocapa (kg H20
(kg m.s)™"); K: Factor relacionado con el calor de sorcién multicapa; C: Constante de GAB; R”:
Coeficiente de correlacion; E%: Error relativo medio
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Los contenidos de humedad de monocapa (W) representan el nivel de humedad
correspondiente a la estabilidad 6ptima de los alimentos (Orjuela-Palacio y Lanari, 2016).
Labuza y Ball (2002) concluyeron que para Wr> 0.1 kg H>O (kg m.s)! la estabilidad de
los alimentos deshidratados puede estar comprometida. Los resultados mostraron que
para todas las temperaturas, los valores de Wy, predichos eran iguales o menores al limite
anteriormente mencionado (Tabla 2.4), por lo tanto, los polvos tenian una buena

estabilidad.

Los valores de Wi de AGA fueron superiores a los de AMD, lo que podria deberse
al mayor contenido de grupos hidrofilicos en la estructura de GA en comparaciéon con
MD favoreciendo una mayor interaccion soluto/sorbente (Silva y col., 2005). A su vez
Pérez-Alonso y col. (2006) y Tonon y col. (2009) reportaron comportamientos similares

en MD y GA puras o mezcladas con agai secados por aspersion.

Por otra parte, el incremento en la temperatura redujo los valores de W, AMP/AGA

(Tabla 2.4) este fendmeno pueden estar relacionado con el tipo de moléculas y la
combinacion de los puntos hidrofilicos/hidrofébicos. Caballero-Ceron y col. (2018)

informaron un efecto similar en mango liofilizado.

4.3. Propiedades termodinamicas

En concordancia con Vega-Gélvez y col. (2009), se detectd una fuerte reduccion
en Qs a medida que aumentaron los niveles de W, en ambas muestras (Figura 2.11a) que
fueron satisfactoriamente predichos por la ecuacién 2.17 (Tsami y col., 1990). La Tabla

2.5 muestra los pardmetros de regresion obtenidos asi como los valores de R2.

Para todo el rango de humedad de equilibrio (W¢), Qst (AGA) fue mayor que Qst
(AMD) indicando que la unién del agua fue mas fuerte en AGA que en AMD (Figura

2.11a). Los valores de Qg (kJ mol™) predichos para cada Wi (kg H2O (kg m.s)™) fueron:
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e AMD: 73.29 (0.05), 80.41 (0.05) y 100.24 (0.03)

e AGA: 80.51 (0.06), 94.17 (0.05) y 72.10 (0.04)

Los valores entre paréntesis corresponden a los niveles de humedad de la

monocapa (Tabla 2.4).

st

Q (kJ mol")

40 T , . . T . . . T .
0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16

W_(kg H,0 (kg m.s)")

A1
AS, (kJ mol'K")

W_(kg H O (kg m.s)"

—— O AGA--- @ AMD----- H cond. |

Figura 2.11. Efecto del contenido de humedad en equilibrio en AMD y AGA (a) calor de sorcién (Qst) y
(b) entropia diferencial (ASd). Las lineas representan los valores de Qst y AS4 predichos por el modelo
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El aumento de W de 0.04 (AGA) o0 0.03 (AMD) kg H,O (kg m.s)! a 0.07 kg H>O
(kg m.s)! disminuyé Qs en ambas muestras (43 - 48%). Este comportamiento fue
esperado ya que parte de este rango corresponde a los contenidos de humedad de la

monocapa donde la energia de enlace del sorbato/sorbente es muy alta (Telis-Romero y

col.,, 2005).

Un incremento adicional de W. (0.07 - 0.12 kg H>O (kg m.s)™") disminuy6 Qs en
ambas muestras aunque continud siendo mayor que AHcon, indicando que la energia de la
interaccion sorbato/sorbente es mayor que la existente entre las moléculas de agua

favoreciendo la sorcion multicapa (Figura 2.11a).

A valores de W, entre 0.15 y 0.17 kg de H>O (kg m.s)™!, Q« alcanzé un nivel
asintotico similar a AHcond (Figura 2.11a) indicando que el limite del agua ligada en las

muestras se encuentra dentro de este rango (Iglesias y Chirife, 1976).

La relacion entre ASq y We de AMD y AGA fue satisfactoriamente modelada con

la Ec. 2.25 (Figura 2.11b; Tabla 2.5).

AS; = a(~PWe) (Ec. 2.25)

Para analizar la aplicabilidad de la teoria isocinética al proceso de adsorcion de
humedad de los polvos, la ecuacion 2.18 se ajust6 a los valores de qsm y ASq obtenidos

(Figura 2.12; Tabla 2.5).
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Tabla 2.5. Parametros de regresion y coeficientes de correlacion (R?) de las ecuaciones

2.17,2.18 y 2.25

Parametros AGA AMD
qo (kJ mol!) 486.47 192.96
W (kg H20 (kg m.s)™!) 0.022 0.027
R? 1 0.973
A 0.446 0.255
B 30.28 27.81
R? 0.964 0.975
Tp (K) 337.02 342.7
AGg (kJ mol™) 1.203 1.016
R? 0.999 0.999

AMD: Araza + maltodextrina; AGA: Araza + goma arabiga; qo: Calor isostérico neto de la primera
molécula de agua; Wo: Primera molécula de agua; R?: Coeficiente de determinacién; Tp:

Temperatura isocinética; AGp: Energia libre a T = Tj.
Para analizar la aplicabilidad de la teoria isocinética al proceso de adsorcion de

humedad de los polvos, la ecuacion 2.18 se ajusto a los valores de qsm y ASq obtenidos

(Figura 2.12; Tabla 2.5).
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Figura 2.12. Regresion lineal entalpia-entropia de polvos liofilizados AMD y AGA
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Las temperaturas isocinéticas para AMD (342.69+0.45°K) y AGA
(337.02+0.62°K) fueron distintas (P< 0.05) a la temperatura armoénica media (295.81°K)
utilizada en este estudio, satisfaciendo los requerimientos propuesto por Krug y col.
(1976) para la aplicacion de la teoria de la compensacion lineal. Este hecho, combinado
con los altos grados de linealidad obtenidos (R*> 0.99) confirma la existencia de una
compensacion qsw/ASg; por lo tanto, la teoria isocinética es un medio valido, dentro de las
condiciones experimentales usadas, para describir el mecanismo de adsorcion de agua en

ambas muestras.

Las muestras presentaron solamente una linea de compensacion (Figura 2.12),
por lo que no hay cambio de mecanismo dentro de las condiciones experimentales
utilizadas en este estudio. Como ambas temperaturas isocinéticas eran mas altas que la
temperatura arménica media, la adsorcion de humedad de AMD y AGA estaba controlada
por la energia de las interacciones relacionadas a la composicion quimica de las muestras

(Leffler, 1955).

4.4. Efectos de la temperatura, actividad acuosa y tipo de “carrier” en las
propiedades fisicoquimicas de pulpa de araza liofilizado
4.4.1. Color
Las medidas de color mostraron que los polvos sin equilibrar presentaron
diferencias (P< 0.05) en el angulo de matiz (AH®), pero valores similares en la

luminosidad (L*) y el indice de saturacion (IS) (Tabla 2.2; P> 0.05).

La Figura 2.13 presenta la relacion entre (a) luminosidad (L*), (b) indice de
saturacion (IS) y (¢) angulo de matiz (AH) frente a la actividad de agua (aw) en AGA y
AMD a 10, 20 y 40°C. Los resultados mostraron que el uso de MD como “carrier”

presentd ventajas con respecto al color del polvo, ya que en las mismas condiciones de
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temperatura y actividad de agua (T/aw), AMD tuvo valores de L*, IS y AH mas altos (P<
0.05) que AGA, indicando que el color del primero era mas luminoso, amarillo y saturado

que el del segundo.
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Figura 2.13. Influencia de la temperatura y la actividad de agua en la Luminosidad (L*; a), indice de
saturacion (IS; b) y Angulo de matiz (HA °; ¢) de muestras liofilizadas AGA y AMD
Para cada temperatura los incrementos iniciales de aw no afectaron los atributos
de color (P> 0.05), la extension de este periodo fue fuertemente dependiente de la

temperatura y el tipo de “carrier” (P< 0.05).

La Tabla 2.6 muestra los rangos de actividad del agua correspondientes a los
niveles mas altos de L *, IS y AH (P> 0.05) y sus respectivos valores. Aunque a 10 y
20°C los intervalos de aw para AMD fueron iguales o superiores a los de AGA, a 40°C
las diferencias no fueron significativas (P> 0.05) lo que sugiere que la influencia positiva
de la maltodextrina no pudo compensar los efectos negativos de los incrementos de

temperatura.
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Tabla 2.6. Rangos de actividad acuosa (aw) correspondientes a los valores maximos de

Luminosidad (L*); Indice de saturacion (IS) y dangulo de matiz (AH)

Muestra Temperatura °C Rangos de aw/parametros de color

aw L* aw IS ay AH

10 0.11-0.23 82.68 0.11-0.54 33.09 0.11-0.33 85.21

AGA 20 0.11-0.23 80.04 0.11-0.43 30.05 0.11-0.33 84.03
40 0.11-0.23 78.44 0.11-0.43 31.41 0.11 84.58

10 0.11-0.54 85.47 0.11-0.76 35.88 0.11-0.54 92.20

AMD 20 0.11-0.54 85.02 0.11-0.43 35.24 0.11-0.43 92.43
40 0.11-0.23 84.07 0.11-0.43 33.53 0.11 88.49

AMD: Araza + maltodextrina; AGA: Araza + goma arabiga

Las combinaciones de actividad acuosa/temperatura necesarias para prevenir los

efectos indeseables producidos por la sorcion de humedad fueron:

AGA AMD
e 10/20°Caw=<0.23 e 10°Caw<0.57
e 40°Caw<0.11 e 20°Caw=<0.43

e 40°Caw<0.11

Eluso de maltodextrina (MD) en lugar de goma arabiga (GA) extendio el intervalo
de aw correspondiente a los mejores atributos de color de 0.23 (10/20°C) a 0.54 (10°C) o

0.43 (20°C).

4.4.2. Solubilidad
Las solubilidades de AMD y AGA en agua sin equilibrar fueron: 81.96%=+0.38 y

80.06%=0.12 respectivamente; el efecto del “carrier” no fue significativo (P> 0.05).

La Figura 2.14 representa la influencia de la actividad acuosa en la solubilidad en

agua a 4°C de AMD y AGA.
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Figura 2.14. Efecto de la temperatura y la actividad de agua en la solubilidad en agua a 4°C de muestras
liofilizadas AGA y AMD

Los resultados experimentales mostraron que el incremento de aw de los valores
iniciales (Tabla 2.3) a 0.11 no modifico (P> 0.05) la solubilidad de las muestras
equilibradas a 10/20°C, sin embargo, aumentos adicionales (0.23-0.76) ocasionaron
pérdidas significativas (P< 0.05). Este comportamiento podria deberse a que la absorcion
de agua aumenta el contenido de particulas cristalinas de menor solubilidad y disolucion

mas lenta (Yu, 2001).

Los resultados experimentales mostraron que a 10/20°C y actividades de agua
entre 0.23-0.76, la solubilidad de AMD era 5.5-13% mas alta (P< 0.05) que la de AGA;
esta diferencia podria deberse a que la maltodextrina es mas soluble que la goma arabiga

(Cano-Chauca y col., 2005).

El aumento de la temperatura de equilibrado a 40°C ocasiond una pérdida de

solubilidad entre 15 - 46% en los dos polvos; en estas condiciones ambas muestras
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alcanzaron valores similares (P> 0.05) mostrando que la influencia positiva de la

maltodextrina fue compensada por la alta temperatura.

El orden de solubilidad decreciente para cada polvo fue:

AMD'"Cx AMD?°C > AGA'"Cx AGAY"C>> AMD*°C =~ AGA*"C

Al igual que en el color, el uso de maltodextrina como “carrier” extendio el limite
de ayw correspondiente a la solubilidad maxima a las 3 temperaturas de 0.11 a 0.33. En
estas condiciones, las solubilidades de AMD fueron 77.68 (10/20°C) y 65.89% (40°C)

mientras que para AGA fueron: 71.64 (10/20°C) y 61.32% (40°C).

La combinacion de temperatura/actividad acuosa necesaria para prevenir los

efectos de la sorcion de humedad en las solubilidades de los polvos fue: 10/20°C/0.11.

4.4.3. Contenido de antioxidantes

La Figura 2.15 (a, b, ¢, d) muestra la influencia de la actividad acuosa en los
niveles de polifenoles (PT; a), flavonoides (FT; b), carotenoides totales (CT; ¢) y de acido
ascorbico (AA; d) a 10, 20 y 40°C. A pesar de que los incrementos de temperatura
redujeron los contenidos de bioactivos en AMD o AGA (P< 0.05), el efecto fue

fuertemente dependiente del tipo de “carrier” utilizado (P< 0.05).

A 20°C, la maltodextrina compensé en exceso el efecto negativo de la temperatura
para PT y CT (Figuras 2.15 a, ¢), por lo que el orden de estabilidad decreciente para estos

antioxidantes fue:

AMD'"C > AMD?"C > AGA!"C > AGA™C > AMD**C > AGA***C
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Figura 2.15. Efecto de la temperatura y la actividad acuosa en los polifenoles totales (PT; a), flavonoides
totales (FT; b), carotenoides totales (CT; ¢), acido ascorbico (AA; d) de araza liofilizado con goma
arabiga (AGA) y maltodextrina (AMD)

En el caso de FT!'%4%°C (Figura 2.15b), la influencia del “carrier” siguid un patrén

ligeramente diferente y el orden de estabilidad fue:
AMD!”C > AMD?"°C > AGA!"C > AGAZ°C > AMDA*"°C = AGA*°C

El grado de proteccion del coadyuvante varié entre los diferentes bioactivos, las
diferencias (%) en el contenido de antioxidantes entre AMD y AGA a todas las
temperaturas fueron: 0 - 44% (PT) y 21 - 77% (CT) mientras que para FT el rango fue

entre 14 - 52%.

Las ventajas de encapsular con goma arabiga (GA) en la capacidad de retencion
de AA fueron significativas (P< 0.05; Figura 2.15d) y permitieron superar las pérdidas
ocasionadas por el incremento de temperatura, ya que AGA'”2°C tuvieron un contenido
de AA 14% mas alto que AMD'*C y no se detectaron diferencias entre AGA*’C y
AMD?’, Silva y col. (2012) determinaron efectos similares en la concentracion de 4cido

ascorbico de camu-camu secado por aspersion utilizando los mismos coadyuvantes.
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La capacidad de retencion de AA en AGA a través de todo el rango de ay fue 3.6

—56.8% (10°C), 11.6 — 86.8% (20°C) y 1.69 - 36% (40°C) mayor que en AMD.

Las combinaciones de temperatura/a, necesarias para prevenir la pérdida de

antioxidantes debido a la sorcién de humedad en polvos de araza fueron:

AMD

e PT 10°Caw<0.23
e FT 10°Caw<0.11
e CT 10°C aw<0.33/20°C aw<0.23

e AA 10/20°C aw=<0.11

4.4.4. Actividad antioxidante

AGA

PT 10°C aw<0.11

FT 10°C aw<0.11

CT 10°C aw=<0.11

AA 10/20°C aw<0.11

La Figura 2.16 a-b muestra la dependencia de la actividad antioxidante (FRAP,

ARA) con ay a las tres temperaturas.
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Figura 2.16. Efecto de la temperatura y la actividad acuosa en la actividad antiradicalaria (ARA; a) y el
poder reductor (FRAP; b) de araza liofilizado con goma arabiga (AGA) o maltodextrina (AMD)

Los resultados experimentales del poder reductor (FRAP; Figura 2.16a)
mostraron que para una actividad acuosa entre 0.11 y 0.57, el efecto del “carrier” y su
interaccion con la temperatura no fueron significativos (P> 0.05), sin embargo, a aw= 0.76
se detectd un fuerte efecto de la interaccion temperatura*actividad de agua (T*aw; P<

0.05). El orden de estabilidad de FRAP fue:
aw=0.11-0.57
AMD'"C = AMD*"C = AGA'"C = AGA?"C >> AMD*"C = AGA*"¢
aw=0.76
AMD'"C = AMD?*C > AGA!"C = AGA?""C >> AMD*"C = AGA*"¢

Los resultados de la actividad antiradicalaria (Figura 2.16b) mostraron que

aunque a cada temperatura ARAMP) fie mayor que ARAACSY, estas diferencias no
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fueron significativas (P> 0.05), excepto a ayw= 0.54 — 0.75 a 20°C donde la actividad en
AGA fue 11 —26% menor (P<0.05). El aumento de la temperatura de 10 a 20°C no caus6
una pérdida significativa (P> 0.05) en los niveles de ARA en ambas muestras, sin
embargo, el incremento a 40°C fue extremadamente perjudicial (P< 0.05), ya que los

valores de actividad en todo el rango de aw cayeron entre un 50 a 75%.

Los niveles de estabilidad fueron:

e a,=0.11-0.43

AMD'"C = AGA'"C = AMD?""C ~ AGA™'C >> AMD*'"C ~ AGA*'C

e a,=0.54-0.76

AMD'"C = AGA!"C~ AMD?'C > AGA™C >> AMD*"C = AGA*"C

En comparacion con las muestras no equilibradas, las pérdidas en la actividad

antioxidante a causa de la sorcion de agua en todo el intervalo a, fueron:

ARA FRAP

AMD/AGA'"C 3.5-28% AMD!%20°C 3-24.5%

AMD?*°¢ 10 -27% AGA!20°C 3-48.5%

AGA?¢ 10 —42%

AMD/AGA*C 51 -78% AMD/AGA*C 494 -79.2%

Las ventajas de usar maltodextrina (MD) como “carrier” fueron detectables solo
a 20°C. La temperatura y ay limites para prevenir los efectos negativos de sorcion de

humedad en ARA y FRAP fueron 10°C/0.11.
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4.4.5. Relaciones entre la temperatura de transicion vitrea, la humedad de

equilibrio y la actividad acuosa

Los liofilizados de araza presentaron altos valores de Ty (AMD= 116.89+3.33;

AGA=99.1240.41°C) debido posiblemente a su bajo nivel de azlicares reductores (5.55

mg GIuE (g m.s)”. Tonon y col. (2009) informaron resultados similares para el agai

secado por aspersion con 6% de maltodextrina.

La actividad del agua y el tipo de “carrier” afectaron fuertemente a la T (Figura

2.17, P< 0.05); en ay = 0.11, la caida de T, en AMD fue 3 veces mayor que en AGA.

Ademas, el incremento de la actividad de agua (aw) hasta 0.33 redujo la T de las muestras

un 26.5%, sin embargo, aw entre 0.43 - 0.76, la estabilidad T,*“* fue 14% menor.
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Figura 2.17. Efecto de la actividad del agua sobre el contenido de humedad de equilibrio (W.; AMD (0);
AGA (A)) y la temperatura de transicion vitrea (T,) de AMD (@) y AGA (A). Las lineas representan los
valores de W, y T, predichos por los modelos de GAB (Ec. 2.13) y Gordon-Taylor (Ec. 2.20). Cay;
actividad critica de agua; CW.: contenido critico de humedad. Las lineas solidas correspondes a los

polvos AMD vy las guionadas a AGA

La ecuacion de Gordon-Taylor (Ec. 2.20) predijo satisfactoriamente la relacion

Ty/aw (Figura 2.17; Tabla 2.7). kgt representa el grado de efectividad de la capacidad de
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plastificacion del agua en una matriz dada (Ramoneda y col., 2011), por lo tanto, un
incremento de esta propiedad implica una caida mas rapida de T, a bajos contenidos de
agua. Los valores de kgt en AMD y AGA fueron similares (P> 0.05) por lo que el efecto

de plastificacion del agua no se vio afectado por el tipo de coadyuvante.

Tabla 2.7. Pardmetros estimados de Gordon—Taylor (Tgs, Tew, Ws), valores criticos de
contenido de agua (CW,) y actividad acuosa (Cayw) de araza liofilizado encapsulado con

maltodextrina (AMD) o goma arabiga (AGA)

Parametros AGA? Error AMDP Error

Modelo de Gordon-Taylor

Tgs (°C) 105.86 11.79 97.96 6.98
ket 2.84 0.59 2.48 0.37
X 0.43 2.1x10°3 0.4 1.2x107
Taw (°C) -135 -135

R2,; 0.98 0.95

Parametros criticos

Cay 0.49 0.61
CW. (kg H20 (kg m.s)! 0.12 0.14

*AGA: araza liofilizado encapsulado con goma arabiga; "AMD: araza liofilizado encapsulado con
maltodextrina DE10; m.s.: materia seca; X;: fraccion de solidos; Tgw/Tgs : temperaturas de transicién
vitrea del agua y del solido anhidro

Para determinar la influencia de ay y las transiciones de fase en la diferencia total
de color (AE, Figura 2.18), la concentracion de los distintos grupos de antioxidantes
(Figura 2.19 a-d) y la actividad antioxidante (Figura 2.20 a-b), se consider¢ el efecto T,

como AT=T. almacenamiento - T, (T.alm= 20°C).

Los resultados mostraron que dentro de la zona correspondiente al estado vitreo,
la decoloracion y las pérdidas de contenido/actividad antioxidante fueron considerables.

A aw= 0.43, los valores de AEaga y AEamp aumentaron 14.75 y 1.75 veces
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respectivamente en comparacion con los niveles de este parametro en las muestras no

equilibradas (Figura 2.18).
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Figura 2.18. Actividad acuosa (AGA - -A; AMD -o-) y T.alm - T, (AGA - -A; AMD -e-), influencia en
la diferencia total de color (AE) en AMD y AGA. TGZ: zona de transicion vitrea T.alm= 20°C

Karmas y col. (1992) observaron una decoloraciéon significativa causada por el

pardeamiento no enzimatico en papas liofilizadas en estado vitreo.

La retencion de antioxidantes disminuyo6 en un 26% para PT y 20% para CT y FT
(Figura 2.19 a — ¢). La influencia del tipo de “carrier” en el contenido de AA fue
altamente significativa (P< 0.05), con aw = 0.43 la retencion de AA en AGA y AMD

disminuy6 19 y 37% respectivamente (Figura 2.19d).

Ismail y Mauer (2019) detectaron una degradacion significativa del éacido
ascorbico en los sistemas modelo de estado vitreo, mientras que Prado y col. (2006)
mostraron que la degradacion del B-caroteno fue mas rapida en el estado vitreo que en el

estado gomoso.
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Figura 2.19. Influencia de la actividad acuosa (AGA - -A; AMD -o0-) y T.alm - T, (AGA - -A;
AMD -e-) en la retencion de polifenoles (PT, a), flavonoides (FT; b), carotenoides totales (CT; ¢) y acido
ascorbico (AA; d) de muestras liofilizadas con maltodextrina (AMD) o goma arabiga (AGA)
TGZ: zona de transicion vitrea. T.alm= 20°C

De acuerdo con los resultados del contenido de antioxidantes, ARA y FRAP
también disminuyeron en el area vitrea (P< 0.05; Figura 2.20 a, b), a un a, = 0.43 la

retencion de actividades antioxidantes disminuyo en un 14% y no se vio afectada por el

tipo de “carrier” (P> 0.05).

Actividad acuosa (a,)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
a
1 Yitreo 1
5 0.8 L 0.8
< R N
< 06 TTSACAN 06
TGZ —
Goimoso
0.4 0.4
-100 -80 -60 -40 =20 0 20

T-Tg (°C)



Capitulo 2. Obtencion de una bebida instantdnea liofilizada de pulpa de araza. Efecto del

tiempo de almacenamiento, la temperatura, humedad y estado fisico en las _

caracteristicas fisicoquimicas del polvo

Actividad acuosa (a,)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
b
1 A _ L1
SR -4 _
g 0.8 N - 0.8
= s *
~ \
& SN R \\
9-1 3 < \
§ 0.6 SooN f 06
= A A
0.4 0.4
-100 -80 -60 -40 -20 0 20
T-Tg (°C)

Figura 2.20. Influencia de la actividad acuosa (AGA - -A; AMD -o0-) y T.alm - T; (AGA - -A; AMD -e-
) en la actividad antiradicalaria (ARA; a) y el poder reductor del hierro (FRAP; b) de muestras
liofilizadas con maltodextrina (AMD) o goma arabiga (AGA).

TGZ: zona de transicion vitrea. T. alm= 20°C

Syamaladevi y col. (2011) informaron que aunque la movilidad molecular se
redujo considerablemente en el estado vitreo, atin pueden producirse reacciones quimicas
indeseables causadas por cambios en la actividad del agua. Bell y Hageman (1994)

informaron que la degradacion del aspartame estaba mas afectada por aw que por Ty.

Deladino y col. (2007) concluyeron que aunque la maltodextrina y la goma
arabiga pueden encapsular los bioactivos protegiéndolos de las condiciones ambientales
adversas, su eficiencia se reduce porque la encapsulacion por secado por aspersion o
liofilizacion deja una proporcion significativa de los antioxidantes sin proteccion en la
superficie de la microcdpsula, ocasionando incrementos en las velocidades de

degradacion.

Las micrografias SEM (Figuras 2.9 a, b) muestran el efecto de ay en la
microestructura de los polvos, los incrementos de aw hasta 0.33 (Estado vitreo) no

produjeron signos visibles de aglomeracion; las particulas tenian superficies arrugadas,
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poros y formas de vidrio roto. En contraste, en las regiones de transicion de fase (0°C <
AT <20°C - Tg) y de estado gomoso (T - Ty > 20°C - Tyr), la formacion de puentes entre

particulas fue notable en ay= 0.54 siendo atn mas visible 0.76.

4.5. Estabilidad de almacenamiento
Para determinar el contenido de bioactivos (Figura 2.21 a-d) y las variaciones de
actividad antioxidante (Figura 2.22 a, b) durante el almacenamiento, las muestras de

AGA y AMD se mantuvieron durante 90 dias a 20°C y aw = 0.11.
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Figura 2.21. Efecto del tiempo de almacenamiento en la retencion de polifenoles totales (PT, a),
flavonoides totales (FT; b), carotenoides totales (CT; ¢) y acido ascorbico (AA; d) de araza liofilizado
con maltodextrina (AMD @) o goma arabiga (AGA A). Lineas solidas y guionadas representan los

valores predichos por el modelo de Weibull (Ecs. 2.21 y 2.22)

Los resultados mostraron que las pérdidas de actividad/concentracion de

antioxidantes fueron: 10% (PT/CT/FT), 6 — 9% (AA), 9 — 12% (ARA) y 10 — 14%

(FRAP).

Las velocidades de degradacion siguieron dos patrones diferentes:

a) Disminucién continua (PTAMD/AGA, FTAGA, CTAMD, AAAMD y FRAPAMD)
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b) Un periodo inicial estable seguido de una fuerte caida hasta alcanzar un nivel

asintotico (FTamp, CTaca, AAacga, FRAPAGa Yy ARAAMD/AGA).
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Figura 2.22. Efecto del tiempo de almacenamiento en la retencion de la actividad antiradical (ARA; a)y
poder reductor del hierro (FRAP; b) de araza liofilizadas con maltodextrina (AMD e) o goma arabiga
(AGA A) Lineas solidas y guionadas representan los valores predichos mediante el modelo de Weibull
(Ecs. 2.21 y 2.22)

Los resultados fueron predichos satisfactoriamente por la Ec. 2.21 en el primer

caso y Ec. 2.22 en el segundo. La Tabla 2.8 muestra los parametros de regresion y los
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errores correspondientes junto con los coeficientes de determinacion ajustados de los

modelos (R%ag).

Tabla 2.8. Parametros de Weibull correspondientes a la retencion del contenido de
bioactivos (PT, FT, CT, AA) y de la actividad antioxidante (ARA, FRAP) (Ecs. 2.21 y
2.22) de araza liofilizado con maltodextrina (AMD) o goma arabiga (AGA)

almacenados durante 90 dias (20°C)

Muestra % Parametros de Weibull Vida util
RY) Y k (dias’) RYr R (dias)

PT 1.00  3.30 4.8x1073 0.96 >9()

FT 1.03 2.18 3x1072 084 092 34

R CT 099 5.17 7.1x1073 0.83 >9(0)
AA 1.00 1.48 1.35x1073 0.84 >9()

ARA 1.00 240  1.18x102 0.85  0.92 >9()

FRAP 1.00 2.01 3.4x1073 0.87 >9()

PT 1.00  2.10  3.49x107 0.97 >9()

FT 097 251 5.31x107 0.71 50

AGA CT 1.00 551 242x102 090 0.96 >9()
AA 1.01  2.59 1.43x102  0.90 0.86 >9(0)

ARA 1.00  7.08  2.59x102 092  0.95 >9(0)

FRAP 1.0l 500 2.29x102 0091 0.81 >9(0)

AMD: Araza + maltodextrina liofilizado; AGA: Arazi + goma arabiga liofilizada; RYo-RYr: Y
retencion de 0-90 dias; k/y: cinética/constantes de forma; m.s: materia seca; PT: polifenoles totales
(mg EAG (eq de 4cido galico*g m.s)™); FT: flavonoides totales (mg CAT (eq de catequina*g m.s)™");
CT: carotenoides totales (mg de p-caroteno eq*g m.s)™"); AA: Acido ascérbico (mg AA*100 g m.s™).
ARA: Actividad antiradical; FRAP: Poder reductor del hierro (uM Fe***g m.s™).

Los valores de retencion de PT predichos por el modelo entre los dias 0 y 90
fueron ligeramente mas altos en AMD que en AGA, pero la diferencia fue no significativa
(P> 0.05). Por el contrario, después de un periodo inicial de 15 a 75 dias en el que no se
detecto efecto del coadyuvante (P> 0.05), FT, CT y AA mostraron una fuerte interaccion
“carrier”*tiempo (P< 0.05). Desde los dias 30 a 90 (CT) o los dias 36 a 90 (AA), las
estabilidades de CT y AA fueron mas pronunciadas en AMD que en AGA (P< 0.05)

mientras que entre los dias 22 a 67, la retencion de FT fue mayor en AGA que en AMD
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(P< 0.05). Después de estos periodos, AGA tuvo mayores concentraciones de PT, CT y

AA y menores de FT que AMD (P< 0.05).

Las estabilidades de FRAP y ARA durante el almacenamiento tuvieron
comportamientos similares: un periodo inicial de 30 dias sin cambios (P> 0.05) seguido

de una caida, el orden de estabilidad para la actividad antioxidante fue:

ARAAamMD > ARAAGA (31 - 77 dias)

FRAPAmD > FRAPAGa (31 - 90 dias)

Después de estos periodos AGA presento niveles mas altos de ARA y FRAP que

AMD (P< 0.05).

Las estimaciones de vida util (VU) de AGA y AMD se calcularon considerando
como limite de aceptabilidad una retencion del 90% de las diferentes propiedades. Los
resultados (Tabla 2.8) indicaron que el uso de goma arabiga (GA) como coadyuvante
incremento la vida util (VU) de 34 a 50 dias; sin embargo, si solo se tiene en cuenta la
contribucion de la actividad antioxidante, los valores de vida 1til fueron mayores a 90

dias en ambos polvos.

El tiempo de almacenamiento y el tipo de “carrier”, produjeron cambios

significativos (P< 0.05) en el perfil de polifenoles de las muestras de araza (Tabla 2.9).
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Tabla 2.9. Efecto del tiempo de almacenamiento en la composicion polifendlica de polvos liofilizados de araza con goma arabiga (AGA) o

maltodextrina (AMD)
AGA AMD Pérdida Alm. (%)*
Bioactivos TR
(min)? 0 dias 90 dias 0 dias 90 dias AGA AMD
Acido cafeico (CAF)* 11.3 66.49+5.52°  21.14+3.09% 187.87+7.07° 70.64+4.62°  68.21 62.42
Acido clorgenico(CL)* 9.6 96.94+1.83¢  38.12+4.15° 166.98+4.76¢ 71.70+7.48°  60.68  57.42
Acido cinamico (CIN)* 27.5 126.5842.54¢  41.82+0.84° 288.95+£5.07¢ 87.72+£1.29°  66.96  69.58
Acido coumarico (COU)* 15.1 128.55+3.48°  67.86+£2.04* 354.23+6.19° 121.24+2.75°  47.21 65.77
Acido coumarico-O-hexosido (COUHex)' 13.9 57.15£1.79°  36.60+1.54% 119.87+9.25¢ 85.51+0.94° 3596  28.66
Acido gilico (AG)* 4.4 166.02+3.39¢  106.01+0.88° 81.08+2.45°  68.19+1.83*  36.15 15.90
Acido trans-ferulico (tFER)* 17.4  468.44£10.10° 395.21+10.86% 524.68£6.99° 419.15£6.12*  15.63  20.11
Di-HHDP-galoil-glucosa
14.7  235.21£6.94° 164.242+2.57* 586.78+3.69° 170.06+10.79° 30.17  71.02
(casuarictina/potentilina) derivado (CPD)?
Eriodictiol-7-O-glucosido (EGlu)? 25.0  575.15+13.37° 281.15+8.14* 581.21+4.79° 455.75+8.57° 51.12  21.59
Quercetina 3-O-rutinosido (QRut)* 3.1 699.75£11.829 643.63+5.14° 417.5124.02° 347.27+4.28*  8.02 18.02
Rutina (trihidrato; R3H,0)* 18.9 171.81+8.14° 143.21+3.68° 132.53+8.57° 100.81+3.06*  16.65 23.93
Rutina (hidrato; RH,0)° 3.5 413.33£12.34% 395.75£5.99° 214.78+4.97° 192.72+5.14°  4.25 10.26

+TR: Tiempo de retencién; *mg (100g m.s (materia seca))’'; COUHex': mg COU eq (100g m.s)'; CPD*: mg acido gilico eq (EAG) (100g m.s)™;
EGIu*: mg EAG (100g m.s)"'; QRut*: mg R3H:0 eq (100g m.s)'; RH:O/R3H:0 °: mg R3H:0
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En concordancia con el trabajo de Soares y col (2019), se detectaron 6 acidos
fenolicos: galico (AG), clorogénico (CL), coumarico (COU), cindmico (CIN), cafeico
(CAF) y trans-ferulico (tFER), asi como un derivado de acido coumarico identificado
como acido coumarico hexosido (COUHex). Ademds, ambas muestras contenian 4
flavonoides (monohidrato (RH2O) y trihidrato (R3H»,O) de rutina; quercetina-3-O-
rutinosido (QRut), eriodictiol -7-O-glucdsido (EGlu)) y un elagitanino; derivado di-

HHDP-galoil-glucosa (casuarictina/potentilina) (CPDer).

El tipo de “carrier” influy6 en el contenido de polifenoles (Tabla 2.9; P< 0.05).
La comparacion entre las muestras mostré que AGA contenia 130 - 204% mas AG, QRut,
R3H>0 y RH>0O, mientras que CAF, CL. CIN, COU, COUHex y CPDer fueron 172 -

283% mas altos en AMD.

En el dia 90, las pérdidas de acidos fendlicos fueron 16 - 68% para AGA y 16 -
70% para AMD, en el caso de los flavonoides y el derivado di-HHDP-galoil-glucosa, las
reducciones fueron: 4 - 51% (AGA) y 10 - 71% (AMD; Tabla 2.9), mientras que el
contenido de rutina monohidratada se mantuvo constante durante todo el periodo de

almacenamiento.

La clasificacion de estabilidad de los acidos fendlicos fue:

AGA

e RH20 > QRut > R3H,0 > CPDer > EGlu

AMD

e RH>O > QRut > EGlu > R3H,0 > CPDer

Los resultados obtenidos al contrastar los efectos del coadyuvante en la estabilidad

de los polifenoles mostraron que el uso de goma arabiga redujo las pérdidas de QRut,
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COU, CPDer y RH>,0/R3H20 durante el almacenamiento 28 - 59%, mientras que la

maltodextrina (MD) mejord las estabilidades de COUHex, AG y EGlu 20 - 58%.

4.6. Biodigestibilidad in-vitro
La Tabla 2.10 muestra la concentracion de compuestos bioactivos (PT, FT, CT,)
y la actividad antioxidante (ARA, FRAP) obtenidos antes (control) y después de cada

etapa de la digestion gastrointestinal in-vitro.

Tabla 2.10. Efecto de la digestion in-vitro en la concentracion de compuestos

bioactivos y actividad antioxidante en polvos de arazd AMD y AGA

Control Digestion Gastrica Digestion Gastrointestinal

AMD AGA AMD AGA AMD AGA
PT 99.72+0.79"  92.36+0.34°  41.14+0.88° 33.27+1.71° 79.97+2.13¢  72.1242.92°
FT 18.01+0.28¢  15.91+0.48>  7.31£1.02* 6.72+0.84° 17.2740.30%¢  14.59+0.42°

CT 44.85+0.78¢ 38.83+0.28¢  12.79+£1.37* 10.21+1.65° 27.13+0.15°  26.69+0.46°
ARA  72.96%+2.04° 69.43%+1.21° 37.9442.80° 35.21+0.51? 65.33+3.40°  63.01+1.42°
FRAP 1311.37+5.69¢ 1302.56+£6.98° 285.70+4.34* 162.89+0.62% 665.39+10.23° 720.19+5.58°

AMD: Araza + maltodextrina liofilizado; AGA: Araza + goma arabiga liofilizada; PT: polifenoles
totales (mg EAG (eq de acido galico*g m.s)™); FT: flavonoides totales (mg CAT (eq de catequina*g
m.s)"); CT: carotenoides totales (mg de p-caroteno eq*g m.s)"'); AA: Acido ascérbico (mg AA*100 g
m.s'). ARA: Actividad antiradical; FRAP: Poder reductor del hierro (uM Fe™**g m.s™).
*Supraindices con diferente letra en la misma fila son significativamente diferentes (P< 0.05; Tukey)

La condiciones de la fase gastrica mostraron un descenso significativo (P< 0.05)
del nivel de PT (59 - 64%), FT (62 - 56%) y CT (75 — 71%) para AMD y AGA
respectivamente, asi como caidas de la actividad de 44% (ARA) y 83% en el poder

reductor frente al nivel inicial en ambos polvos (Tabla 2.10).

Por su parte la etapa intestinal mostré un aumento de 94 - 116% en el nivel de PT,
146 — 108% para FT, asi como de 134% para CT, ademas de incrementos de la actividad
(ARA y FRAP) frente a la etapa gastrica de 76 y 208% respectivamente en ambos polvos
(Tabla 2.10). Segun Rodriguez-Roque y col. (2013) las condiciones 4cidas de la fase

gastrica afectan de distinta manera a la estabilidad de los compuestos bioactivos en
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funcion de su naturaleza pudiendo favorecer su oxidacidbn quimica o enzimatica, o
protegerlos de la misma. Asi, algunos flavonoides como la hesperidina, la quercetina o la
catequina disminuyen durante la digestion gastrica y otros compuestos como la

naringenina o la rutina aumentan (Rodriguez-Roque y col., 2013).

Las Figuras 2.23 y 2.24 muestran la retencién (%) de bioaccesibilidad y de
actividad luego de cada etapa de la digestion gastrointestinal considerando los niveles de

los parametros de la muestra sin digerir como 100%.
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m % Inicial ODigestion Gastrica  E3Digestivon Gastro intestinal

Figura 2.23. Porcentaje de bioaccesibilidad de compuestos bioactivos en las distintas etapas de la
digestion “in-vitro” de polvos AMD y AGA

Los carotenoides fueron los compuestos mas sensibles a la etapa géstrica con
caidas del % bioaccesibilidad de 71 (AMD) y 74% (AGA), mientras que PT y FT tuvieron
descensos de 58 (AMD) y 64% (AGA) (Figura 2.23). La etapa intestinal mostrd
aumentos importantes en la bioaccesibilidad (Figura 2.23), los niveles de retencion

respecto del contenido inicial fueron:

PT: 79% (AMD/AGA)

FT: 92 (AMD) y 96% (AGA)
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CT: 60 (AMD) y 69% (AGA).

La Figura 2.24 muestra el efecto de la digestion simulada en la actividad

antiradical (ARA) y la capacidad de reduccion del Fe** de las muestras.
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Figura 2.24. Porcentaje de actividad antioxidante en distintas etapas de la digestion “in-vitro” de polvos
AMD y AGA

La actividad antioxidante tuvo un patron de comportamiento similar al de los
compuestos antioxidantes: una caida pronunciada en la etapa gastrica seguido por una

recuperacion parcial luego de la fase intestinal. El balance neto del efecto de la digestion

en la retencion de actividad con respecto a la muestra sin digerir fue:
ARA: 90.14% (AMD/AGA)

FRAP: 50.74 (AMD) y 69.75% (AGA)

Los resultados sugieren que los cambios detectados en el nivel de antioxidantes
durante la digestion y la actividad antioxidante de ambas muestras estan fuertemente
relacionados. Andrés (2019) obtuvo resultados similares analizando el efecto de la

digestion gastrointestinal in-vitro en jugo de naranja.
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5. Conclusiones

e EIl tipo de coadyuvante (maltodextrina, goma ardbiga) y la concentracion (5%)
utilizada en el presente estudio permitieron la elaboracion de polvos con buena
estabilidad.

e Los valores criticos de actividad del agua pronosticados por la interrelacion Tg/ayw
(0.61 (AMD), 0.49 (AGA)) sobreestimaron los rangos de aw correspondientes al
color de las muestras y los niveles de estabilidad del contenido/actividad del
antioxidante. La validacion de estos resultados mostrd que la estabilidad 6ptima de
estas propiedades a 20 °C correspondia a aw< 0.11, lo que indica que en estos casos,

la Tg no era un criterio confiable para la prediccion de la estabilidad.

e Laecuacion de Weibull predijo satisfactoriamente el comportamiento de la actividad
y el contenido de antioxidantes durante el almacenamiento. Suponiendo una
retencion del 90% de las diferentes propiedades como limite de aceptabilidad, los

tiempos de conservacion de AGA y AMD (20°C, aw= 0.11) fueron 50 y 34 dias.

e Aunque AGA tuvo la vida 1til mas larga, AMD tuvo un mayor contenido de PT, FT
y CT, por lo tanto, el uso de una mezcla de maltodextrina/goma arabiga podria
mejorar la estabilidad del contenido/actividad antioxidante y extender la vida util de

las muestras.
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Capitulo 3. Factibilidad del uso de araza liofilizado para
obtener una bebida con bacterias lacticas y compuestos
prebioticos

1. Introduccion
En los ultimos afios la demanda de los consumidores ha impulsado la creacion de
productos funcionales que ademads de su valor nutritivo intrinseco, puedan tener un efecto

benéfico adicional en la salud (Olagnero y col., 2007).

El ILSI (International Life Sciences Institute, 2002) define como alimento
funcional a todo aquel producto que ademas de sus efectos nutritivos intrinsecos, ejerce
un efecto benéfico sobre una o mas funciones selectivas del organismo, de modo tal que
resulte apropiado para mejorar el estado de salud y bienestar, reducir el riesgo de

enfermedades, o tenga ambos efectos.

Un alimento natural o procesado se considera funcional si cumple los siguientes

requisitos (ILSI, 2002):

. La adicion al alimento de componentes para que produzcan beneficios como pre
y probioticos.

. Producir efectos benéficos en el organismo, ademas de sus efectos nutricionales
intrinsecos.

. Reduce o elimina componentes que produzcan efectos adversos sobre la salud (e;j.

grasas trans).

o La naturaleza de uno o mas de sus componentes ha sido modificada quimicamente
para dar un aporte para la salud (ej. hidrolizados proteicos).

o Aumenta la biodisponibilidad de uno o mas de sus componentes, mejorando la

asimilacién de compuestos benéficos.
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A la fecha, la legislacion Argentina no cuenta con una definicién consensuada
sobre los alimentos funcionales (Secretaria de Agroindustria Argentina, 2013). Sin
embargo, el Cddigo Alimentario Argentino (CAA) en los articulos 1389 y 1390 definen

a los alimentos probidticos y prebidticos respectivamente.

Los productos probidticos estan enriquecidos con microorganismos vivos, que
ingeridos en cantidades recomendadas causan efectos benéficos a la salud. Estos
microrganismos tiene que ser: no patdogenos, resistentes a las secreciones gastricas y
biliares, ser capaces de colonizar el tracto gastrointestinal, ademds de poder resistir
algunas aplicaciones tecnologicas (CAA). Segun el codigo alimentario, para tener la
denominacion de probidtico el alimento debe tener una carga de células viables

comprendida entre 10° y 10° UFC/g.

Las bacterias del género Lactobacillus y Bifidobacterium son las mas usadas en la
elaboracion de lacteos o derivados como yogures, leches fermentadas, leches
maternizadas, quesos y postres (Romano, 2016). Sin embargo, su consumo presenta
ciertos factores limitantes como el alto contenido de colesterol y la presencia de lactosa
o proteinas alergénicas de la leche. Al respecto, se estima que mas del 75% de la poblacion
mundial presenta alglin tipo de intolerancia a la lactosa debido a la ausencia de una o mas

enzimas requeridas para su digestion (Petruldkova y Valik, 2015).

Por otra parte, los prebidticos son ingredientes alimenticios no digeribles en el
intestino delgado y que estimulan el crecimiento selectivo y/o la actividad de un nimero
limitado de bacterias de la flora colonica produciendo beneficios para la salud (Manning

y Gibson, 2004).

Por lo general son hidratos de carbono, entre ellos fibras solubles, lignina y

oligosacaridos no digeribles (Hill y col., 2014). La inulina es uno de los polisacaridos mas
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usado como prebidtico, es un fructano polidisperso que consiste en una mezcla de
oligbmeros y polimeros mayores formados por uniones [-(2-1) fructosil-fructosa

(Arrizon y col., 2014; Figura 3.1).

HO
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Figura 3.1. Estructura quimica de la inulina (Arrizon y col., 2014)

El grado de polimerizacion (GP) oscila entre 3 y 60, con un valor promedio
aproximado de 10. Este polisacarido puede ser extraido de la raiz de la achicoria. Tiene
diversas aplicaciones en la industria de alimentos, como sustituto del azicar,
reemplazante de las grasas, agente texturizante y/o estabilizador de espumas y
emulsiones. Por este motivo son incorporados a los productos lacteos, fermentados,
jaleas, postres aireados, mousses, helados y productos de panaderia. (Olagnero y col.,

2007).

Entre las aplicaciones mencionadas, diversos trabajos han reportado que
compuestos como fructo (FOS) o galacto-oligosacaridos (GOS), y maltodextrinas son
buenos agentes encapsulantes de bacterias, que ademas de actuar como prebidticos en
algunos casos, pueden ser coadyuvantes de secado por aspersion o liofilizacion, evitando

una pérdida significativa en la viabilidad bacteriana (Montes-Ramirez, 2013). La



Capitulo 3. Factibilidad del uso de araza liofilizado para obtener una bebida con bacterias _
lacticas y compuestos prebidticos

encapsulacion genera un microambiente que protege a los microorganismos luego de la
elaboracion, procesamiento y almacenamiento, permitiendo su liberacion durante la
reconstitucion (Fuentes-Zaragoza y col., 2011; Homayouni y col., 2008).

Los simbi6ticos son alimentos funcionales que contienen pre y probidticos que
influyen de manera positiva en el organismo mejorando el establecimiento y la

supervivencia de microflora benéfica en el tracto gastrointestinal (Correia-Calpe, 2013).

La oferta de alimentos funcionales con prebidticos y probidticos en matrices no
lacteas es escasa y estd dominada por productos tradicionales. En todo el mundo se
producen una variedad de bebidas tradicionales no lacteas fermentadas, tales como Boza,
Bushera, Mahewu, Pozol y Togwa Hardaliye (Bernal-Castro, 2017). Otros productos de
origen vegetal son los encurtidos fermentados de origen étnico como Tursu de Turquia
(fermentacion de repollo y tomate verde por accion de bacterias acido lacticas y levaduras
como Torulopsis sp., Hansenula sp. y Saccharomyces sp.) y el Pak-Gard-Dong
(fermentacion de hojas de mostaza por bacterias autdctonas acido lacticas; Bernal-Castro,

2017).

El crecimiento y la viabilidad de las bacterias probiodticas en bebidas de frutas
depende, entre otros factores, de la especie y cepa de la bacteria utilizada, el pH y las
concentraciones de 4cidos lactico y acético del producto final (Shori, 2016). La adicion
de probidticos en estos productos es mas compleja que en las formulaciones lacteas, ya
que las bacterias necesitan proteccion de las condiciones 4cidas imperantes en ellas

(Pimentel y col., 2015).

2. Objetivo
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e Obtener una bebida instantdnea en polvo con propiedades pre y probidticas a partir
de pulpa de arazd liofilizada utilizando bacterias lacticas e Inulina como agente
prebiotico.

e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas (color, capacidad de flujo, solubilidad,
grado de apelmazamiento) y nutricionales (concentracion y actividad de
antioxidantes) de los productos

e Evaluar las condiciones de inclusion, viabilidad y estabilidad de probioticos y
prebidticos en los polvos de araza.

e Determinar las propiedades quimicas y microbiologicas de la bebida deshidratada y

reconstituida luego de la exposicion a condiciones gastrointestinales simuladas.

3. Materiales y métodos
3.1. Preparacion de las muestras liofilizadas de araza sin y con probioticos

La pulpa de araza se mezclo con 5% p/p b.h de (a) inulina (AIN) o (b) inulina/MD
1:1 (AINMD, Figura 3.2), ambos compuestos actian como coadyuvantes de la
liofilizacion pero tanto la inulina y en menor escala la maltodextrina tienen propiedades
prebioticas (Correia-Calpe, 2013). El proceso de liofilizacion se realizo segun lo descripto

en el Capitulo 2, Sec. 3.1.

Como agente probiotico se utilizo la cepa Lactobacillus plantarum CIDCA 83114
previamente aislada por el grupo de Microbiologia del CIDCA a partir de leches
fermentadas (Garrote y col.,, 2001; Gomez-Zavaglia y col., 1999). Las bacterias se
mantuvieron congeladas a -80 °C en leche descremada (120 g/L de soélidos) (cultivo
stock). Para la obtencion de la biomasa se inoculd 1% v/v del cultivo stock en 100 ml de
caldo MRS (de Man y col., 1960). El cultivo se realizdo a 37°C en aerobiosis, hasta
alcanzar 2x10"® UFC/ml, concentracién de microorganismos correspondiente a la fase

estacionaria temprana de crecimiento bacteriano. Al finalizar el cultivo los
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microrganismos se cosecharon mediante centrifugacion (7000 x g durante 10 min) y se
sometieron a dos lavados sucesivos con solucion fisiolégica (NaCl 0.85 % p/v)
(Golowczyc y col., 2011). El pellet obtenido se resuspendid en soluciones de 20 % p/v de
fructooligosacaridos (FOS) (Orafti Beneo,

Mannheim, Alemania; Figura 3.2)

previamente esterilizadas por filtracion con filtros estériles de 0.22 um.

Preparacion del probiético!

(Latobacillus plantarum,
CIDCA 83114)

Preparacion del polvo de
araza con prebidticos

Cultivo stock (-80°C)

Arazd mezclado con 5%
(peso de polvo/peso
fresco) de IN o INMD (1:1)

Inoculacién en 100ml de

- Congelacién a -20°C

MRS a 37°C - Congelacién a -80°C
(crecimiento hasta fase (24 h antes de la
estacionaria) liofilizacién)
Colecta de M.O.
(centrifugacion) P
Liofilizacién

Lavado con NaCl 0.85%
(p/V)

Resuspension en FOS (20% Polvos con pre y
p/v) probidticos

Congelacion vy liofilizacion
en viales de 5ml

Figura 3.2. Esquema de produccion y liofilizacion del cultivo bacteriano y del polvo de araza con
prebidticos

3.1.1. Liofilizacion de las suspensiones bacterianas
Un mililitro de cada suspension (bacterias + FOS) se transfiri6 a viales de vidrio
de 5 ml.

Posteriormente las soluciones bacterianas se liofilizaron en las condiciones

descriptas en el Capitulo 2; Sec.3.1 para obtener un polvo con bacterias (PB).

3.2.  Analisis fisicoquimicos
La Figura 3.3 describe los analisis realizados para determinar la factibilidad del

uso de pulpa de arazé para obtener bebidas con propiedades pre y probioticas.
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Figura 3.3. Diagrama de analisis experimental de los polvos de araza liofilizado con inulina (AIN) e inulina/maltodextrina (AINMD)
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3.2.1. Caracterizacion fisicoquimica de la bebida instantanea en polvo

Los cambios en el color, solubilidad, angulo de reposo, indice de Hausner,
higroscopicidad y grado de apelmazamiento de los polvos (Figura 3.3) se determinaron
siguiendo los protocolos mencionados en el Capitulo 2, Sec. 3.3.4; 3.3.5; 3.3.6; 3.3.7;

3.3.8 y 3.3.10 respectivamente.

La concentracion de antioxidantes (PT, FT, CT, AA) y su actividad (ARA y

FRAP) se midieron segun lo descripto en el Capitulo 2 Sec. 3.4.1; 3.4.2; 3.4.3.

3.2.2. Propiedades de sorcion (Isotermas de sorcion de agua y temperatura de

transicion vitrea) a 20°C

Debido a la falta de informacion acerca de las propiedades de sorcion del araza
usando inulina como coadyuvante, se decididé determinar las condiciones de aw/humedad
relativa a 20°C necesarias para obtener un polvo con buena coloracion y altos niveles de
antioxidantes/actividad. Estos resultados son necesarios para determinar un rango de
actividad acuosa que permita estudios de estabilidad a largo plazo en condiciones mas
acotadas que incluyan tanto las propiedades fisicoquimicas como la viabilidad de los

probioticos.

Las isotermas de sorcion y la temperatura de transicion vitrea de los polvos
liofilizados AIN y AINMD a 20°C se determinaron segin lo descripto en Capitulo 2;

Sec. 3.5.1, 3.5.3.

Los datos experimentales de las isotermas y de la relacion Ty vs aw se modelaron
mediante las ecuaciones de GAB y Gordon y Taylor (Capitulo 2; Ecs. 2.13, 2.20)
respectivamente. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. Los valores criticos
del contenido de humedad (CW.) y de actividad de agua (Cay) se determinaron segtn lo

descripto en el Capitulo 2, Sec. 3.5.3.
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3.3. Evaluacion de la viabilidad bacteriana en polvos de arazi/inulina o
araza/inulina/maltodextrina
50 mg del polvo con bacterias y 250 mg de AIN o AINMD se rehidrataron en 5
ml de NaCl 0.85 % p/v durante 10 min. Las suspensiones obtenidas, previa dilucion en
serie, se sembraron en medio solido de agar MRS e incubaron a 37 °C por 24 h. Este
proceso se repitid toda vez que se evaluo la viabilidad bacteriana. Como control se utilizo
una suspension de las bacterias en buffer fosfato salino (PBS; Ko;HPO4KH>POs; 0.15

mol/L NaCl, pH 7 y pH del jugo de arazd).

3.4. Biodigestibilidad in-vitro

Las muestras de araza (AIN y AINMD) y los polvos con bacterias se
reconstituyeron en 2.5 ml de NaCl 0.85 % (p/v) y se homogenizaron con agitacion
constante por 5 minutos. Para analizar el efecto de la digestion in-vitro en la concentracion
y actividad de antioxidantes asi como en la viabilidad bacteriana se us6 el protocolo

propuesto en el Capitulo 2. Sec. 3.7.

Para determinar la viabilidad, las muestras reconstituidas, diluidas en serie, se
sembraron en placas con agar MRS y posteriormente se incubaron a 37 °C por 24 h. Este
procedimiento se realizo antes de la digestion y después de cada etapa de la misma (etapa

gastrica y gastrointestinal).

La viabilidad del L. plantarum CIDCA 83114 se expres6 como porcentaje de
supervivencia a las condiciones de la digestion gastrointestinal simulada, mediante el
cociente entre el valor logaritmico del recuento viable en el jugo luego de la etapa de
digestion gastrica o intestinal (Nt) y el recuento antes de la digestion (No; Ec. 3.1) en el

jugo (Montes-Ramirez, 2013).

log Nt
logNy

% Viabilidad = x100 (Ec 3.1)
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3.5. Analisis estadistico

Los resultados experimentales se analizaron mediante andlisis de varianza
(ANOVA) de una via, mientras que la comparacion de medias se determind con el ensayo
de Tukey para un nivel de significancia P< 0.05 (Infostat v. 2013; Grupo InfoStat, FCA,
Argentina). Los pardmetros de los diferentes modelos empleados se estimaron por medio
de andlisis de regresion no lineal (Origin Pro v 8.0; OriginLab Corp., Northhampton, MA

USA).

4. Resultados y discusion
4.1. Caracterizacion inicial de los polvos con pre y probidticos

La Tabla 3.1 muestra las propiedades fisicoquimicas de los polvos sin equilibrar
de araza, mezclados con inulina (AIN) o inulina/maltodextrina (AINMD) sin y con

agregado de bacterias lacticas (L. plantarum CIDCA 83114).

No se detectd efecto significativo (P> 0.05) del agregado de bacterias en todos los
parametros fisicoquimicos evaluados, debido posiblemente a que la proporcion polvo de

araza/polvo con bacterias era muy baja (5:1).

El tipo de carrier no influyo en los niveles de solubilidad, higroscopicidad y grado
de apelmazamiento, asi como en los indicadores de flujo (indice de Hausner, 4ngulo de
reposo). Los valores de estos tltimos indicaron que, al igual que en los polvos de araza
con maltodextrina (AMD) o goma ardbiga (AGA), la fluidez de AIN y AINMD
cumplieron con las condiciones propuesta por la UPS “United States Pharmacopeia
Convention” (2012) y Geldart y col. (2006) (4ngulo de reposos < 50; Ha< 1.5), por lo que

estos polvos también podrian ser aceptables para fines de produccion.
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Tabla 3.1. Propiedades fisicoquimica iniciales de los polvos AIN y AINMD sin y con probidticos

Parametros iniciales Tipo de muestra

AIN/AINMD AIN AINMD AIN(P)/AINMD(P) AIN(P) AINMD(P)
Solubilidad (Sol %) 84.77+£2.34 85.01+1.10
Indice de Hausner (Ha) 1.32+0.04 1.3440.01
Angulo de reposo (°) 53.60+0.44 53.57+0.20
Higroscopicidad (Hig (%)) 28.19+1.96 28.23+0.92
GC (%) 54.46+2.88 53.98+1.35

H (kg H20 (kg m.s)™)

Actividad acuosa (ay)

T, (°C)

Luminosidad (L*)

IS
AH ()

PT (mg EAG (g m.s)™)

FT (mg (CAT (g m.s)™)

CT (mg B-caroteno (g m.s)™)
AA (mg AA (100g m.s)™)

ARA (%)

FRAP (uM Fe™(g m.s)™)

SST

0.04+1.4x107
0.08+7.1x10
85.53°C £2.28°

97.23+0.38
31.84+0.36°
100.32+0.09°
96.53+1.39
20.93+0.39
45.4240.52°
95.81+0.89
77.56%+0.65
1356.02+2.36°

6.81+£0.53

0.03+1.4x107°
0.09+7.1x10™*
97.87°C £1.64°

37.00+0.16
95.90+0.05?

48.44+0.49%

1220.88+5.02°

97.63+0.65

96.13+0.65
20.74+0.17

95.57+0.41
76.78+0.30

6.9342.45

0.044+4.7x10®
0.08+3.4x10
85.61+1.07°

31.84+0.16"
100.67+0.27°

45.68+0.24°

1361.37+4.45°

0.03+2.3x1073
0.09+2.5x10
97.63+0.77°

37.28+0.75%
96.02+0.29?

48.14+0.22%

1231.59+9.46°

AIN: araza + inulina; AINMD: araza + inulina/maltodextrina; AIN(P): araza + inulina con probiéticos; AINMD(P): araza + inulina/maltodextrina con probiéticos;
GC: grado de apelmazamiento; H: Contenido de agua; T;: Temperatura de transicion vitrea; IS: Indice de saturacion; AH: Angulo de matiz; PT: Polifenoles totales;
FT: Flavonoides totales; CT: Carotenoides totales AA: Acido ascorbico; ARA: Actividad antiradical; FRAP: Poder reductor del hierro; SST: Solidos solubles totales;.
*Propiedades con letras distintas son significativamente diferentes (P < 0.05; Tukey)
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Al igual que con los polvos de arazd con maltodextrina (AMD) o goma arabiga
(AGA) (Capitulo 2, Sec. 4.1) el tipo de coadyuvante influyd (P< 0.05) en la actividad de
agua (aw), el contenido de humedad (H) y la temperatura de transicion vitrea (Tg). El
agregado de maltodextrina al “carrier” disminuy6 la humedad pero aument6 el aw y la Tg
en AINMD (P< 0.05). El efecto de la incorporacion de maltodextrina en la T, de AINMD
podria deberse a que como tiene una T, (160°C; Bhandari y Howes, 1999) mucho mayor
que la de la inulina (89.3°C; Yousefiy col., 2011), al incluirla en el “carrier”, incrementa

la temperatura de transicion vitrea del producto final.

La comparacion de los parametros de color de ambas muestras indicd que el
agregado de MD no afecto L* (P> 0.05), aument6 el indice de saturacion (7%) y redujo
el angulo de matiz (5%; Tabla 3.1; P< 0.05). Por otra parte, los valores de L*, IS y AH

de AIN/AINMD fueron mayores que los correspondientes a AMD/AGA.

Los analisis quimicos mostraron que el tipo de coadyuvante no influyo en los
contenidos de PT, FT y AA de ambas muestras (P> 0.05) mientras que el de CT fue mayor
en AINMD (P< 0.05). En el caso de la actividad antioxidante, ambas muestras tuvieron
valores similares de ARA (P> 0.05) pero la capacidad de reducir Fe** fue 11% mayor en

AIN (Tabla 3.1; P< 0.05).

4.2. Isotermas de sorcion de humedad
La Figura 3.4 muestra las isotermas de adsorcion de agua a 20°C de los polvos

de araza con inulina (AIN) o inulina/maltodextrina (AINMD).
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Figura 3.4. Efecto del tipo de “carrier” en las isotermas de sorcion de AIN y AINMD liofilizados. Las
lineas entera y punteada representan el contenido de humedad en equilibrio predicho
Inicialmente (aw= 0.11 - 0.23), la humedad de equilibrio era mayor en AINMD
que en AIN (P< 0.05) mientras que entre 0.33-0.44, no se detectaron diferencias
significativas (P> 0.05). En la zona de alta humedad (aw: 0.76), la humedad de equilibrio

(We) en AINMD fue 6% mayor que en AIN (P< 0.05).

Al igual que con AGA y AMD (Capitulo 2, Sec. 4.2) las isotermas mostraron un
buen ajuste de los datos experimentales al modelo de GAB ((AIN R?: 0.95; AINMD R?:

0.97; Tabla 3.2).

Aunque los niveles de humedad de monocapa (W) de AIN y AINMD fueron
30% mas altos que los correspondientes a AMD y AGA, eran menores que el limite de
humedad (Wn> 0.1 kg H,O (kg m.s)"! recomendado por Labuza y Ball (2002) para la
preservacion de la estabilidad del producto, por consiguiente las condiciones de

procesamiento utilizadas eran apropiadas para obtener polvos con buena estabilidad.
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Tabla 3.2. Parametros de regresion y test estadistico (R?; %E) predichos

mediante el modelo de GAB para AIN y AINMD

Ecuacion Parametros
AIN AINMD
Wn 0.064 0.066
K 0.96 0.95
GAB C 9.98 17.22
R? 0.95 0.97
E% 5.72 6.17

Wm: humedad de la monocapa (kg H20 (kg m.s)"); K: factor relacionado con el calor de sorcién
multicapa; C: constante de GAB; R?%: Coeficiente de correlacién; E%: error medio relativo

4.3. Efectos de la humedad en los parametros fisicoquimicos de AIN y AINMD

4.3.1. Color
El indice de saturacion fue el inico parametro de color afectado por el tipo de
coadyuvante, los valores de IS (AIN) fueron 12-33% mas bajos que IS (AINMD) (P<

0.05; Figura 3.5).
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Figura 3.5. Influencia de la actividad acuosa (aw) en el indice de saturacion (IS) de las muestras
liofilizadas AIN (o) y AINMD (0)
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El incremento de ay de 0.11 a 0.76 no influy6 en IS (AIN) (P> 0.05) mientras que
IS (AINMD) aument6 14% (aw= 0.11- 0.23) pero luego se mantuvo constante hasta aw=
0.76 ya que las variaciones detectadas entre 0.55-0.76 no fueron significativas (P> 0.05).
Por otro lado, los cambios en L* y AH dentro de todo el rango de ay estudiado no fueron
significativos (datos no mostrados; P> 0.05), sin embargo en AH se presentaron

diferencias entre los polvos sin equilibrar y aw= 0.11 en ambos casos.

4.3.2. Efecto de la humedad en la concentracion y actividad antioxidante
La Figura 3.6 muestra el efecto de la actividad de agua (aw) en la concentracion
(PT: a; FT: b; CT: ¢; AA: d) y actividad antioxidante (ARA: e; FRAP: f) de los polvos

de araza con inulina (AIN) o inulina/maltodextrina (AINMD).

No se detecto efecto del coadyuvante (P> 0.05) en la concentracion de PT, FT y
AA para valores de aw entre 0.11- 0.23, (Figura 3.6 a, b, d). A partir ay > 0.33 hubo
pérdidas significativas (P< 0.05) en PT [AINMD (28%) y AIN (34%)] y de FT [AINMD

(14%) y AIN (29%)].

En las zonas de aw> 0.54 se observaron caidas de 6 (AINMD y 20% (AIN) en PT
asi como de 8 (AINMD) y 14% (AIN) en FT. La pérdida de carotenoides totales no fue

afectada por el tipo de carrier (P> 0.05) alcanzando un valor de 37.5% en ambas muestras.

La variacion del contenido de AA fue significativa en todo el rango de actividad
acuosa utilizado y ademds dependi6 del tipo de coadyuvante ya que la pérdida fue 71

(AIN) y 78% (AINMD) (P> 0.05).
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Figura 3.6. Efecto de la actividad acuosa en los polifenoles (PT, a), flavonoides (FT, b), carotenoides
totales (CT, ¢), acido ascorbico (AA; d) de muestras liofilizadas AIN (o) y AINMD (9).

Los rangos de estabilidad para evitar las pérdidas por efecto de la humedad de

cada antioxidante evaluado fueron:

AIN AINMD
e PT<0.23 e PT<0.11
e FT<0.23 e FT<0.23
e (CT<0.33 e (CT<0.33
e AA<O.11 e AA<O0.11

La influencia del tipo de coadyuvante en ARA fue no significativa (P< 0.05) para
aw= 0.11- 0.43, con caidas del 20% en su actividad. Incrementos posteriores redujeron la
actividad de ambas muestras ya que en zonas de alta humedad (aw= 0.76) AIN y AINMD

presentaron pérdidas de 53 y 55% respectivamente respecto de su valor inicial (Figura

3.7a).
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Figura 3.7. Efecto de la actividad acuosa en la actividad antiradical (ARA; a) y el poder reductor (FRAP;
b) en los liofilizados de araza con inulina (©) e inulina/maltodextrina (0)

En cuanto al poder reductor (FRAP; Figura 3.7b) se observd un efecto del
“carrier” durante todas las humedades evaluadas, con un valor inicial mayor en AIN que
en AINMD (Tabla 3.1), sin embargo, los polvos de arazd mezclados con
inulina/maltodextrina (AINMD) fueron mds estables en ay entre 0.23 y 0.54 (Figura
3.7b). Aumentos del ay de 0.11 a 0.76 causaron caidas de FRAP de 46% en AIN y 24%

en AINMD.
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El rango de estabilidad en la actividad antioxidante con respecto a la humedad

fue:
AIN AINMD
e ARA<O0.23 e ARA<O(.11
e FRAP<O0.33 e FRAP<O0.11

4.4. Efecto de la temperatura de transicion vitrea/contenido de humedad de
equilibrio/actividad acuosa en AIN y AINMD
Inicialmente (aw = 0.11) se detectd un efecto significativo del coadyuvante en la
temperatura de transicion vitrea (Figura 3.8, P<0.05), la Ty de AIN fue mayor que la de

AINMD (P< 0.05) mientras que entre 0.23 - 0.54, ambas muestras tuvieron valores

similares (P> 0.05).
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Figura 3.8. Efecto de ay en la Ty (AIN (e); AINMD (#) y el contenido de humedad en equilibrio (We.
AIN (0); AINMD (©)) en los polvos AIN y AINMD. Las lineas representan los valores predichos por
GAB y Gordon-Taylor; Ca,: actividad de agua critica; CW.: contenido de humedad critico

Los resultados experimentales indicaron que incrementos de aw hasta 0.54

produjeron una caida 91% en la T, de ambas muestras, pero que entre 0.54 -0.76 la
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pérdida fue mayor (P< 0.05) en los polvos de araz4d mezclado con inulina/maltodextrina

(AINMD).

Al igual que en los polvos estudiados en el Capitulo 2, la ecuacion de Gordon-
Taylor predijo satisfactoriamente la relacion Ty/aw (Figura 3.8; Tabla 3.3) en AIN y
AINMD. Los valores de kgt en AIN y AINMD fueron similares (P> 0.05) por lo que el

efecto de plastificacion del agua no se vio afectado por el tipo de “carrier”.

Tabla 3.3. Parametros estimados de Gordon—Taylor (Tgs, Tew, Ws), valores criticos de
contenido de agua (CW,) y actividad acuosa (Cayw) de araza liofilizado encapsulado con

inulina (AIN) o inulina/maltodextrina (AINMD)

Parametros
AIN? Error  AINMD"  Error

Modelo de Gordon-Taylor
Tgs (°C) 112.85 11.79 162.33 6.98
Ker 2.58 0.59 2.14 0.37
Xs 0.57 2.1x107 0.29 1.2x10
Tgw (°C) -135 -135
R2,q 0.92 0.95
Parametros criticos
Cayw 0.49 0.49
CW. (kg H,O (kg m.s)™! 0.095 0.105

*AIN: araz4 liofilizado encapsulado con inulina; "AINMD: araz4 liofilizado encapsulado con
inulina/maltodextrina; m.s.: materia seca; Xs: fraccion de solidos; Tgw/Tgs : temperatura de
transicion vitrea del agua y del solido anhidro

Los valores criticos de contenido de humedad (CW¢) y la actividad de agua critica
(Cayw) para una temperatura de almacenamiento de 20°C (Tabla 3.3; Figura 3.8)
indicaron que para conservar el estado vitreo de los polvos con inulina (AIN) o

inulina/maltodextrina (AINMD) durante un almacenamiento, las muestras deben
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mantenerse en humedades relativas inferiores al 49% pero con contenidos de humedad
hasta 0.085 y 0.105 kg H,O (kg m.s)"!, respectivamente. Estos valores criticos de
actividad de agua (Cay) fueron similares a los obtenidos en polvos de araza con goma
arabiga (AGA; Capitulo 2, Sec. 4.4.6), sin embargo los valores criticos de contenido de
humedad fueron menores en AIN y AINMD respecto a los de AGA y AMD (0.12 y 0.14
kg H>O (kg m.s)!, respectivamente). Schaller-Povolny y col. (2000) informaron valores

criticos de actividad acuosa entre 0.44 y 0.49 en inulina HP.

La Figura 3.9, muestra el efecto de la actividad de agua y la temperatura de
transicion vitrea en la diferencia total de color. De la misma forma que se describio en el
Capitulo 2, Sec. 4.4.6, se consider6 el efecto Ty como AT= T. almacenamiento - Tg

(T.alm=20°C).

Actividad acuosa (a,)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
20.00 1 1 1 1 1 1 1
Vitreo
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T- T, (°C)

Figura 3.9. Efecto de ay (AIN-0-; AINMD- -0) y T.alm - T (AIN-e-; AINMD- -4), en la diferencia total
de color (AE) en AIN y AAINMD. TGZ: zona de transicion vitrea T.alm= 20°C

Al igual que en las muestras de araza liofilizado con maltodextrina o goma
arabiga, la pérdida de color total (AE) en la zona vitrea fue significativa (P< 0.05) con

incrementos respecto del valor inicial de 125 (AIN) y 221% (AINMD; Figura 3.9).
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Si se comparan con los valores obtenidos para AGA y AMD (Capitulo 2, Sec.
4.4.6), puede concluirse que el uso de inulina como coadyuvante tuvo efectos positivos

en la pérdida de AE ya que el orden de estabilidad de este parametro fue:
AE (AIN) < AE (AMD) < AE (AINMD) < AE (AGA)

La Figura 3.10 muestra el efecto de la humedad (aw) y la temperatura de transicion
vitrea (Tg) en la retencion de PT (a), FT (b), CT (¢), y de acido ascorbico (d) en AIN y

AINMD.
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Figura 3.10. Efecto de a,, (AIN-0-; AINMD- -0) y T.alm - T, (AIN-e-; AINMD - -¢) en la
retencion de PT (a), FT (b), CT (c¢) y AA (d) de los polvos de araza AIN y AINMD. TGZ: zona de
transicioén vitrea. T.alm=20°C

En la zona de baja humedad (aw: 0.11 — 0.23), la retencion de PT, FT y CT se
mantuvo estable, sin embargo estos valores disminuyeron marcadamente para ay = 0.23
y 0.33 con caidas entre 33 y 40% (PT), 28 y 36% (FT), 8 y 20% (CT) en AIN y AINMD
respectivamente (Figura 3.10 a, b ¢), con descensos mayores a su vez que los registrados

en AGA y AMD.
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De manera similar a lo observado en el Capitulo 2, Sec. 4.4.6, la influencia del
tipo de coadyuvante en el contenido de AA fue altamente significativa (P< 0.05), entre
0.11-0.43, la retencion de AA en AIN y AINMD cay6 51(AIN) y 58% (AINMD) (Figura
3.10d), mientras que con goma arabiga o maltodextrina la pérdida fue 19 (AGA) y 37%

(AMD).
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Figura 3.11. Influencia de ay (AIN-0-; AINMD- -0) y T.alm - T, (AIN-e-; AINMD - -¢) en ARA (a) y
FRAP (b) de los polvos AIN y AINMD. TGZ: zona de transicion vitrea. T. alm= 20°C

La actividad antioxidante (ARA, FRAP) en AIN y AINMD mostr6 una tendencia

en los cambios de la retencion presentados en la zona vitrea similar a la observada en
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AMD y AGA (Capitulo 2, Sec. 4.4.6); Figura 3.11a, b), con pérdidas de 19 (ARA
(AIN)) y 36% (ARA (AINMD)) y de FRAP de 12% (FRAP (AIN/AINMD)) en ay = 0.43.
Resultados similares se obtuvieron en la retencion del poder reductor de los polvos de
araza AGA y AMD (Capitulo 2, Sec. 4.4.6) con caidas en la retencion del poder reductor

de 14% independientemente del tipo de “carrier” (P> 0.05).

Estos resultados indican que para obtener la mayor estabilidad en el color, el
contenido de antioxidantes, la actividad antiradicalaria y la capacidad de reducir el Fe**
los polvos de araza liofilizado utilizando inulina o inulina/maltodextrina como
coadyuvantes a 20°C, la actividad acuosa debe ser < 0.11 que equivale a 11% .humedad

relativa.

4.5. Elaboracion de una bebida funcional de araza con inulina o inulina y
maltodextrina, en polvo
Para determinar la relacion polvo de araza liofilizado (PAL)/polvo con bacterias
(PB) que permita obtener un producto con buen color y niveles de palatabilidad y
viabilidad bacteriana que satisfagan los requisitos para que la bebida sea considerada

funcional (CAA; Hill y col., 2014) se utilizaron las siguientes condiciones.

a) Conc. final 110 mg/ml (PAL/PB = (100 /10) mg/ml)
b) Conc. final 60 mg/ml (PAL/PB = (50 /10) mg/ml)

c¢) Conc. final 30 mg/ml (PAL/PB = (20 /10) mg/ml)

Al reconstituir el polvo en una concentracion de 110 mg/ml (100 mg de AIN o
AINMD y 10 mg de polvo con bacterias) el crecimiento bacteriano fue nulo, mientras que
con 30 mg/ml (PAL/PB = 20/10), hubo crecimiento de las bacterias pero tanto el color
como la palatabilidad del producto eran inaceptables. Los resultados indicaron que la

concentracion de polvo de arazé/polvo con bacterias necesaria para obtener un producto
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con buen color, alta palatabilidad y baja pérdida de viabilidad seria de 60 mg/ml (50

mg/ml de PAL y 10 mg/ml PB).

Para determinar la influencia el pH y la digestion gastrointestinal in-vitro en la
viabilidad bacteriana de la bebida simbi6tica de araza, 50 mg de polvos con bacterias
obtenidos en la Sec 3.1 se incorporaron a muestras de AIN y AINMD (250 mg), la mezcla

obtenida se reconstituy6 con Sml de solucion fisiologica (NaCl 0.85%).

La Tabla 3.4 muestra el efecto del pH del jugo en la viabilidad de las bacterias

probioticas adicionadas a los polvos AIN y AINMD.

Tabla 3.4. Efecto del pH en la viabilidad bacteriana en los jugos de araza con

inulina (AIN) o inulina y maltodextrina (AINMD)

No
PBS pH 2.52 PBS pH 3.48 PBS pH 3.58 PBS pH 6.5
UFC/g 9.55x10!° 1.38x10'! 1.25x10'"! 2.10x10'"
LogUFC/g 10.98+0.08 11.14+0.03  11.10+0.05 11.32+0.10
Nt
AIN(P) AINMD(P)
UFC/g 1.06x10'"! 8.98x10!°
LogUFC/g 11.03+0.02 10.95+0.04
Supervivencia (%)
pH 2.52 pH 3.48 pH 3.58 pH 6.5
AIN(P) 101.24 % 100.17 % 99.80 % 98.18 %
AINMD(P) 99.75 % 98.70 % 98.34 % 96.74 %

PBS: Buffer fosfato salino; No: Recuento en los controles; Nt: Recuento en la muestra; AIN: Araza
con inulina; AINMD: Araza con inulina/maltodextrina; P: Probiéticos (lactobacillus plantarum
CIDCA 83114)

No se detectd un efecto del pH en el % de supervivencia de las bacterias en los
jugos de arazad con inulina o inulina/maltodextrina, los porcentajes de supervivencia

estuvieron por encima del 95% (Tabla 3.4) por consiguiente AIN y AINMD son una

matriz apropiada para el desarrollo de L. plantarum CIDCA 83114. Cabe sefnialar que los
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polvos de araza sin el agregado del probidtico (AIN y AINMD) no presentaron

crecimiento en los medios de cultivo.

4.6. Efecto de digestion in-vitro en la concentracion, actividad antioxidante y
viabilidad del probiético en los polvos AIN(P) y AINMD(P)
La Tabla 3.5 muestra el efecto de la digestion in-vitro en la concentracion de
compuestos bioactivos (PT, FT, CT,) y actividad antioxidante (ARA, FRAP) de los

polvos AIN y AINMD con probioéticos.

Al igual que en la caracterizacion inicial, no se detectaron diferencias
significativas en los niveles de bioactivos y de actividad entre las muestras con y sin
agregado de probidticos correspondientes a cada etapa de la digestion simulada por lo
tanto los valores presentados en la tablas corresponden a los promedios de los polvos con

y sin probidticos.

Tabla 3.5. Efecto de la digestion in-vitro en la concentracion de compuestos bioactivos

y actividad antioxidante en polvos de araza con AIN(P) y AINMD(P)

Valores iniciales Digestion Gastrica Digestion Gastrointestinal

AIN(P) AINMD(P) AIN(P) AINMD(P) AIN(P) AINMD(P)
PT 97.46+0.16°  95.76+0.56°  39.96£0.17°  31.93+0.76*  79.40+£0.79¢  69.614+2.21¢
FT 22.67+£1.05° 21.34+130c  7.13%£0.71% 8.61+1.57*  16.53+0.97"  15.41+0.36"
CT 45.1742.66°  47.83+1.62¢  26.91£1.09°  24.81+0.62°  38.96+1.09°  36.87+0.62°
ARA  7982+456°  76.40+1.22° 38.962.37°  37.19+1.94*  66.87+1.50°  65.01+0.88°

FRAP (3566619 38° 12212243020 247.10£10.54° 226.05£13.02° 725.26+9.30° 635.78+31.63°

AIN(P): Araza + inulina con probiéticos; AINMD(P): Araza inulina/maltodextrina con probiéticos;
PT: Polifenoles totales mg EAG/g m.s; FT: Flavonoides totales mg CAT/g m.s; CT) Carotenoides
totales mg p-caroteno/g m.s; AA: Acido ascérbico mg AA/100 g m.s; ARA: Actividad antiradical %
de inhibicion; FRAP: Poder reductor pnM Fe*'/g m.s. *Superindice con letras diferentes en cada
columna representan diferencias significativas (P< 0.05; Tukey)

La Figura 3.12 muestra la bioacessibilidad de los polifenoles (PT), flavonoides

(FT) y carotenoides totales (CT) correspondientes a las etapas géstrica e intestinal de la
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digestion simulada de AIN(P) y AINMD(P), considerando que 100% de bioaccesibilidad

corresponde a la concentracion del bioactivo en la muestra sin digerir.

La digestion gastrica redujo el contenido de bioactivos de AIN(P) (41- 69%) y de
AINMD(P) (49 - 67%), pero esta pérdida fue parcialmente compensada en la etapa
intestinal ya que la bioaccesibilidad de PT, FT y CT aument6 a niveles mayores al 70%
(Figura 3.12). El efecto del coadyuvante fue significativo solo para el contenido de
polifenoles totales, en ambas etapas la bioaccesibilidad de PT era mayor en AIN(P) que

en AINMD(P) (P< 0.05).

120

100
80 & N
60 -

40

% Bioaccesibilidad

20

AIN(P) AINMD(P) AIN(P) AINMD(P) AIN(P) AINMD(P)
PT FT CT

m % Inicial ODigestion Gastrica  EDigestivon Gastro intestinal

Figura 3.12. Retencion de la bioaccesibilidad (%) de compuestos bioactivos (polifenoles (PT),
flavonoides (FT) y carotenoides totales (CT)) en las distintas etapas de la digestion in-vitro de polvos de
araza/inulina (AIN(P)) y araza/inulina/maltodextrina (AINMD(P)) con probidticos (P). retencion 100% =

(PT/FT/CT) en muestras sin digerir

La Figura 3.13 muestra el efecto de las etapas digestivas (gastrica e intestinal) en
la actividad antioxidante (ARA y FRAP) del araza liofilizado con inulina e
inulina/maltodextrina con el agregado de bacterias lacticas liofilizadas (L. plantarum
CIDCA 83114). La influencia de la digestion gastrointestinal in-vitro en la actividad
antioxidante del araza liofilizado sigui6 un patrén de comportamiento similar al de los

bioactivos. La etapa gastrica produjo una pérdida pronunciada de ARA(51%) y FRAP




Capitulo 3. Factibilidad del uso de araza liofilizado para obtener una bebida con bacterias _
lacticas y compuestos prebidticos

(82%) en ambas muestras mientras que las condiciones existentes en la fase intestinal
favorecieron una recuperacion significativa (P< 0.05) en ARA (84.5%), y en FRAP el

efecto fue del 52% del valor del producto sin digerir.
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Figura 3.13. Efecto de la digestion in-vitro en la retencion (%) de actividad antioxidante (ARA, FRAP)
de polvos de arazé/inulina (AIN(P)) y arazé/ inulina/maltodextrina (AINMD(P)) con probidticos (P).
100% retencion = ARA/FRAP muestras sin digerir

Para lograr ejercer su efecto probiotico, las bacterias deben llegar vivas y en
cantidades suficientes al intestino, superando las condiciones gastricas (pH bajo, accion
de proteasas) e intestinales (sales biliares, proteasas, lipasas, nucleasas). Por lo tanto,
antes de asegurar que un alimento funcional posee potencial probidtico debe evaluarse la

viabilidad de los microorganismos durante la digestion gastrointestinal (Romano, 2016).

En esta etapa, se evalu6 el efecto de la digestion gastrointestinal en la viabilidad
de las bacterias (L. plantarum CIDCA 83114) incorporadas en el jugo de arazad (Figura

3.14).
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Figura 3.14. Porcentaje de supervivencia del Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 en las condiciones
simuladas de digestién gastrica e intestinal para los jugos de araza con inulina (AIN) o
inulina/maltodextrina (AINMD) con probiéticos (P)

Los jugos de arazd con inulina (AIN) e inulina/maltodextrina (AINMD) tenian
una carga inicial (No) de 9.13+0.08x10" UFC/g y de 2.36+0.03x10'* UFC/g,
respectivamente. Esta concentracion disminuy6 39 y 41% en la etapa gastrica, llegando a
un contenido de bacterias de 3.50x10% UFC/g (AIN(P)) y 4.60x10% UFC/g (AINMD(P)).
No se detectaron pérdidas significativas (P> 0.05) en la viabilidad luego de la digestion
intestinal simulada, los valores obtenidos {[AIN (6.75+0.13)x107 UFC/g; AINMD
(1.24+0.05)x10® UFC/g]; Figura 3.14} son mayores que los requeridos por los

organismos nacionales e internacionales (10° -10” UFC/g; Hill y col., 2014; Cédigo

Alimentario Argentino art. 1389, 2011) para ser considerada una bebida probiotica.

Coghetto y col. (2016) evaluaron la resistencia de Lactobacillus plantarum en
jugo de naranja a las condiciones gastrointestinal simuladas y encontraron que después
de una incubacion de 120 min en jugos gastricos e intestinales simulados, la resistencia a
estos ambientes disminuyd la viabilidad en 2.4 y 1.3 unidades logaritmicas

respectivamente. Kalita y col. (2018) informaron que las condiciones gastrointestinales
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simuladas redujeron el recuento de microorganismos de jugos de litchi con pre
(maltodextrina, fructooligosacéridos) y probidticos (Lactobacillus plantarum) en 5.0 y
1.9 ciclos logaritmicos a valores de pH de 2.5 y 3.0, mientras que en presencia de sales

biliares la reduccion fue de 0.67 log UFC/g.

Los resultados experimentales obtenidos confirman la capacidad de las bacterias
para superar las barreras fisiologicas dentro de la matriz compuesta por arazéd/inulina o
araza/inulina/maltodextrina con porcentaje de supervivencia de 56.73 y 55.27%,
respectivamente. Por esta razon, la determinacion del efecto de las condiciones
gastrointestinales simuladas sobre la viabilidad bacteriana en el jugo de araza constituye

una evaluacién importante.

A pesar de las pérdidas de viabilidad mencionadas, es importante destacar que
aun en las condiciones de estrés evaluadas, la concentracion de L. plantarum CIDCA
83114 que llega al intestino es lo suficientemente alta en AIN(P) [(6.75£0.13)x10’
UFC/g] y AINMD(P) [(1.24+0.05)x10% UFC/g] para ejercer un efecto benéfico (Anekella

y Orsat, 2013; Chavez y Ledeboer, 2007).

5. Conclusiones
e Los polvos de arazd con pre y probidticos obtenidos tenian altos niveles de
compuestos antioxidantes y buena actividad. Tanto su coloracion como sus

propiedades de fluidez eran apropiadas

e Aligual que en los polvos de araza liofilizados con maltodextrina o goma arabiga, el
estado fisico del polvo (vitreo/gomoso) no fue un factor determinante en la estabilidad
del color, el contenido de bioactivos y la actividad antioxidante ya que se detectaron

cambios indeseables en estas propiedades durante el estado vitreo
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Los valores criticos de actividad del agua pronosticados para AIN y AINMD (0.49)
sobreestimaron los rangos de ay correspondientes al color y los niveles de estabilidad
del contenido/actividad del antioxidante.

Las condiciones de maxima estabilidad para garantizar el 90% de la retencion de
color, contenido de antioxidantes, actividad antiradicalaria y la capacidad de reducir
el Fe’* en los polvos de araza liofilizados utilizando inulina o inulina/maltodextrina
como coadyuvantes a 20°C, deben ser a aw < 0.11.

Los polvos de arazad/inulina y araza/inulina/maltodextrina son matrices adecuadas
para la incorporacion de bacterias probidticas como L. plantarum CIDCA 83114,
satisfaciendo las condiciones nacionales e internacionales para ser considerados
alimentos funcionales.

Nuestros resultados indican que el jugo de arazd con pre y probidticos muestra
grandes posibilidades como alimento funcional, pero este trabajo debe completarse
con un ensayo de vida util, con el fin de determinar el efecto del tiempo y las
condiciones de almacenamiento en el producto. Al respecto, considerando los
resultados de estabilidad fisicoquimica de las matrices AIN y AINMD (Sec. 4.4), se
esperaria que en condiciones de humedad relativa < 11%, temperatura < 20°C y
envasado en peliculas de baja permeabilidad al agua, las variaciones fisicoquimicas y
la pérdida de la viabilidad del probidtico sean bajas, cumpliendo los criterios

evaluados por Romano (2016) que analizd la viabilidad de L. Plantarum a bajos ay,.
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Capitulo 4. Preservacion de araza mediante deshidratacion
osmotica sola o como pretratamiento del secado convectivo,
liofilizacion o congelacion

1. Introduccion

La deshidratacion osmotica (DO) es un método de procesamiento minimo
comunmente usado en frutas con una vida util corta y una alta tasa metabdlica (Torres-
Oquendo, 2007). Estd caracterizado por la difusidon simultdnea de so6lidos entre el
alimento y la solucion hipertonica en la que se sumerge y la pérdida de agua del fruto
hacia la solucion, permitiendo la deshidratacion parcial de los tejidos (Gamboa-Santos y

Campanone, 2018).
Entre sus ventajas se encuentra:

e FEl uso de temperaturas moderadas que favorece la preservacion de
compuestos termosensibles y atenta la incidencia de alteraciones quimicas
no deseadas como las reacciones de pardeamiento (Ponting, 1966).

e Alta retencion de color y prevencion del oscurecimiento lo que reduce o
elimina la aplicacion de aditivos quimicos como los sulfitos (Ponting, 1966).

e Mejora del sabor mediante el incremento de la relacion azucar/acidez sobre
todo en productos acidos, asi como la retencion de ciertos nutrientes
hidrosolubles como la vitamina C (Ponting, 1966).

e Aumento de la vida ttil (especialmente en frutas) (Heng y col., 1990; Ponting,

1966).

Estudios realizados por Forni y col. (1986) en damasco osmodeshidratado
indicaron que los productos tratados presentaron niveles de vitamina C similares a los de
la fruta sin tratar, mostrando un efecto protector del tratamiento en la retencion de este

antioxidante. Por otra parte, Quiles y col. (2005) observaron que usando una
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concentracion de sacarosa de 65°Brix (Bx) y 25°C, la actividad de la enzima
polifenoloxidasa (PPO) en manzanas osmodeshidratadas disminuyd 49% respecto de la
fruta sin tratar, ya que la contraccion de sus tejidos a causa de la solucidon osmoética en
estos, permitid la reducciéon de la disponibilidad de oxigeno en la microestructura
alrededor de enzimas degradativas como la polifenoloxidasa, disminuyendo Ia

degradacion de polifenoles.

Pereira y col. (2006) estudiaron la influencia de la concentracion de sacarosa o
maltosa, temperatura del proceso y adicion de sales de calcio en la cinética de
deshidratacion osmotica (pérdida de agua y ganancia de solutos) y en la textura, color de
trozos de guayaba, melon y papaya. Los autores informaron que los incrementos en la
concentracion de agente deshidratante (40 a 60°Bx) y la temperatura (30 a 40°C)
produjeron aumentos significativos en la pérdida de agua de las frutas analizadas (20 —
60%; Pereira y col., 2006). La presencia de sales de calcio en las soluciones osmoticas
evitaron alteraciones no deseadas en la luminosidad y el croma, aunque promovieron el
aumento de la dureza en las frutas (Pereira y col., 2006). Giraldo y col. (2003) informaron
que la influencia de la concentracion de soluciones de sacarosa y la aplicacion de pulsos
de vacio afectaron el rendimiento del proceso osmoético en mango osmodeshidratado,
influyendo fuertemente en el transporte de solutos en los tejidos de la fruta, induciendo
una alta proporcion de ganancia de solidos y pérdida de agua. Por otra parte, Atares y col.
(2011) informaron que tanto la concentracion de sacarosa como la temperatura tuvieron
un impacto lineal en el aumento de la eficiencia de deshidratacion, sin afectar los

parametros de color de bananas osmodeshidratadas.

El nivel de antioxidantes es un factor importante a tener en cuenta en las frutas,
ya que son una fuente natural de gran cantidad de este tipo de compuestos, por lo tanto,

se debe considerar el efecto global de la deshidratacion osmotica en la composicion y
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actividad antioxidante del producto. Devic y col. (2010) observaron que el aumento de la
temperatura de 45 a 60°C y el tiempo de residencia hasta 180 min, produjo una caida del
60% en los polifenoles de manzanas osmodeshidratadas, seglin los autores posiblemente
causado por la reduccion de la permeabilidad y selectividad de la membrana, lo que
facilita la lixiviacion de compuestos fenolicos hacia la solucion osmética junto con la
difusion del agua. A su vez la reduccion del contenido de humedad y la absorcion de
azlcares puede promover la aparicion de pigmentos marrones, relacionados también con
la oxidacion de compuestos fenolicos en los tejidos del producto deshidratado (Bobbio y

Bobbio, 2003).

Bolin y col. (1983) estudiaron el efecto de la concentracion y composicion de la
solucion osmotica en la calidad sensorial de manzanas y melocotones osmodeshidratados
con sacarosa y jarabe de alta fructosa. Los autores informaron que el panel evaluador tuvo
preferencias por las muestras deshidratadas con sacarosa. Torres-Oquendo (2007) analizé
la influencia de la osmodeshidratacion en el perfil de volatiles, las propiedades mecanicas
y la aceptacion sensorial del mango e informé que los panelistas destacaron la claridad,

el aroma y el color de las muestras procesadas.

1.2.  Uso de la deshidratacion osmética como tratamiento previo a la congelacion,

secado convectivo o liofilizacion

El uso de la deshidratacion osmotica como pretratamiento de la congelacion
(dehidro-congelacion) o de procesos de secado como el secado convectivo o la
liofilizacion podrian ser una estrategia valida para elaborar alimentos innovadores de
Optima calidad nutricional y sensorial (Ciurzynska y col., 2016). La aplicacion de la
osmodeshidratacion ademéas de reducir el contenido de agua del producto permite mejorar
el rendimiento del procesamiento posterior y la calidad del producto, incluyendo la

preservacion de las caracteristicas estructurales y de textura (Ben Haj Said y col., 2016).
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La congelacion es una de las formas mas usadas para la conservacion de frutas,
sin embargo el alto contenido de agua congelable presente en ellas puede causar dafios en
su estructura celular causando alteraciones fisicoquimicas y organolépticas indeseables
en el producto final (Blanda y col., 2009). Chiralt y col. (2001) informaron que la
aplicacion de deshidratacion osmotica antes de la congelacion (dehidro-congelacion,
DO/Cong) redujo el contenido de agua congelable y limit6 el dafio de los cristales de
hielo en la matriz de los alimentos. Esta metodologia puede utilizarse para obtener
productos que puedan almacenarse durante largos periodos de tiempo con buena
retencion de textura, color y sabor, después de la descongelacion (Dalla-Rosa y Spiess,

2000).

Blanda y col. (2009) evaluaron el efecto de la dehidro-congelacion en la retencion
de compuestos saludables (polifenoles) y calidad sensorial de frutilla y demostraron que
la aceptabilidad sensorial de las muestras dehidro-congeladas era mayor que la de las
congeladas. (Ramallo y Mascheroni, 2010) informaron que el uso de la deshidratacion
osmotica y el secado con aire caliente como pretratamientos de la congelacion redujeron
los tiempos de congelacion en el anana, pero que las pérdidas por exudados eran mayores

en las muestras osmodeshidratadas que en las secadas con aire caliente.

El secado por conveccion es un método comunmente utilizado para la
deshidratacion de productos perecederos sin embargo, las altas temperaturas de proceso
pueden causar cambios indeseables en el color y la estructura, asi como en los compuestos
aromaticos y nutritivos, reduciendo la calidad y aceptabilidad del producto (Cui y col.,
2003; Ratti, 2001). El tratamiento con DO aplicado antes del secado convectivo (secado
osmo-convectivo, DO/Sec) reduce la cantidad de agua que se evaporara durante el secado

por conveccion y por consiguiente la duracion del proceso lo que mejoraria la retencion
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de productos termo-sensibles y de los atributos de calidad como sabor, color, relacion de

rehidratacion y contenido de bioactivos (Grabowski y col., 2007; Oliveira y col., 2006).

La aplicacion exitosa del secado osmo-convectivo requiere una cuidadosa
seleccion de los parametros de operacion y el contenido de humedad intermedio en base
a las caracteristicas del producto y asi poder optimizar la calidad del producto y el
consumo de energia (Grabowski y col., 2007). Grabowski y col. (2007) aplicaron
tratamientos osmo-convectivos en arandanos, obteniendo bayas secas de alta calidad a
bajas temperaturas. Mandala y col. (2005) estudiaron la influencia del secado osmo-
convectivo en las caracteristicas de calidad de manzanas y concluyeron que las muestras
pretratadas con 45% de sacarosa presentaron mayor porosidad, incremento de la firmeza

y mayor retencion del color al final del secado.

Los tratamientos con deshidratacion osmdtica seguida de liofilizacién (osmo-
liofilizacion, DO/Lio) en frutas permiten mejorar el rendimiento del proceso y la
retencion de volatiles asi como aumentar la carga del liofilizador (Hawkes y Flink, 1978).
Pucuhuayla (2018) investigd el efecto de la osmodeshidratacion y el secado por aire
caliente como pretratamiento de la liofilizacion en la capacidad antioxidante, cinética y
rehidratacion de carambola (Averrhoa carambola L.), informando que la pérdida de la
capacidad antioxidante (48%) fue menor en fruta osmo-liofilizada que en la fruta
pretratada con aire caliente (60%). Piasecka y col. (2013) estudiaron el efecto del
almacenamiento en el contenido de polifenoles y 4cido ascorbico de manzanas, cerezas y
grosellas procesadas por osmo-conveccion y osmo-liofilizacion, informando que la
estabilidad de los antioxidantes durante el almacenamiento era mayor en las frutas osmo-

liofilizadas que en las tratadas con secado osmo-convectivo.

Arroyo (2017) estudi6 el efecto de la liofilizacion y el secado con aire en los

compuestos bioactivos de murtilla (Ugni molinae. Turcz) y su bioaccesibilidad e informé
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que el porcentaje bioaccesible al final de la digestion fue un 30% mayor en la fruta
liofilizada que en las muestras secadas por aire caliente. Por otra parte Pinazo (2015)
analiz6 los cambios experimentados por las propiedades antioxidantes del fruto, hojas y
fibra de caqui secadas por aire caliente y liofilizacion durante la digestion gastrointestinal,

obteniendo los mayores valores de bioaccesibilidad en la pulpa liofilizada.

2. Objetivos

e Optimizar las condiciones de proceso (temperatura (T); tiempo de residencia (t);
concentracion de la solucion deshidratante (C)) de osmodeshidratacion del araza con
el fin de maximizar:

a) Larelacion pérdida de agua/ganancia de solidos (eficiencia del proceso).

b) La aceptabilidad del producto medida como el grado de gusto o disgusto de los
siguientes descriptores: sabor, dulzor, acidez, sensacion residual, textura y
aceptabilidad global.

¢) La concentracion de antioxidantes (polifenoles totales (PT), carotenoides totales
(CT), flavonoides totales (FT), acido ascérbico (AA)) asi como su actividad
antioxidante (ARA, FRAP) mediante la metodologia de superficie de respuesta
multiple (SRM) con el fin de obtener un producto de elevada calidad nutricional
y sensorial.

e Evaluar el efecto de los métodos de secado (secado por conveccion, liofilizacion)
y de la congelacion, solos y combinados con una osmodeshidratacion previa en
las propiedades fisicoquimicas del producto.

e Analizar el efecto de la congelacion, liofilizacién y secado convectivo sin y con
deshidratacion osmdtica previa en la bioaccesibilidad y la actividad antioxidante
de las muestras mediante un modelo de digestion gastrointestinal simulada in-

vitro.



Capitulo 4. Preservacion de araza mediante deshidratacion osmaética sola o como m
pretratamiento del secado convectivo, liofilizacion o congelacion

3. Materiales y métodos
La obtencion y almacenamiento de la fruta se realizd segin lo descripto en el
Capitulo 2, Sec. 3.1. La fruta lavada, pelada y cortada en segmentos de 6 cm de largo y

1 cm de grosor aproximadamente, fue procesada siguiendo el diagrama de la Figura 4.1.

Preparacion de la

Fruta
]
Deshidratacion
osmoatica
i
H 1 1
. Caracterizacion Caracterizacién
Caracterizacion fisica . .
sensorial nutrcional
Humedad Pane! n Co.mp.uestos
sensorial antioxidantes
Solidos solubles | Actividad
totales antioxidante
Color OPTIMIZACION

Figura 4.1. Diagrama de los tratamientos y determinaciones correspondientes a la optimizacion de las
condiciones operacionales (tiempo, temperatura, concentracion sol. osmotica) de la deshidratacion
osmotica del araza

3.1. Deshidratacion osmoética (DO)
Los tratamientos de DO (Figura 4.2) se llevaron a cabo utilizando sacarosa
comercial (Ledesma, Jujuy, Argentina) como agente osmotico. Las condiciones

operacionales fueron:

Concentracion solucion osmotica (C): 20, 40 y 60 °Bx.

Tiempo de residencia (t): 60, 120 y 180 minutos.

Temperatura (T): 20, 30 y 40°C.
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Figura 4.2. Soluciones de sacarosa previa al tratamiento de DO en araza y fruta en porciones de 80 g por
triplicado

La relacion muestra/solucion fue de 1:10 (peso/peso (p/p)) y la agitacion se realizéd
en un agitador termostatizado (Modelo TT 400, marca: FERCA, Argentina) a 100
ciclos/min. Las muestras osmodeshidratadas se drenaron durante 2 min en papel
absorbente para eliminar el exceso de solucion y se pesaron en una balanza analitica para
registrar la reduccion de peso con respecto a la masa inicial del fruto. La ganancia (%) de
solidos (GS), la reduccion de peso (RP) y la pérdida de agua (PA%) se calcularon con las

Ecs. 4.1 -4.3.

RP, = {Mo=™) , 100 (Ec 4.1)
mo
RP:
PA, = WCy — WC, * ( - E) (Ec 4.2)
_ RP;
GS, = SST, * ( - E) — SST, (Ec 4.3)

Donde m es la masa de la muestra (g), WC es el contenido de agua (g/100 g) y
SST es el contenido de solidos totales (g/100g). Los subindices 0 y t indican el tiempo

inicial y final del proceso respectivamente.
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Ponjican y col. (2019) informaron que la relacion PA/GS podia ser utilizada como
indicador de la eficiencia del proceso de deshidratacion osmoética y que valores > 1

indicaban que la eficiencia del proceso era buena.

3.2. Caracterizacion de las muestras

El contenido de humedad (H, %), los niveles de solidos solubles totales (SST) y
los pardmetros de color (Luminosidad (L*), el indice de saturacion (IS) y el angulo de
matiz (AH®)) de la fruta sin pretratar y osmodeshidratadas se determinaron segun lo

descripto en el Capitulo 2, Sec. 3.3.1, 3.3.3, 3.3.10.

3.3. Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial de las muestras fue hecha por un panel semientrenado de
30 personas (20 hombres y 10 mujeres; entre 20 y 40 afios). Los panelistas evaluaron el
grado de gusto o disgusto teniendo en cuenta los siguientes descriptores: sabor, dulzor,
acidez, sensacion residual, textura y aceptabilidad global, en una escala hedonica de 7
puntos, donde 1= “disgusta mucho”; 4= “indiferente”; y 7= “gusta mucho” (Robinson, y

col., 2004).

3.4. Determinacion de las concentraciones de antioxidantes y su actividad
Los contenidos de compuestos bioactivos (PT, FT, CT, AA) y la actividad
antioxidante (ARA, FRAP) del araz4 sin tratar y osmodeshidratado se determinaron segiin

lo descripto en el Capitulo 2, Sec. 3.4.1 —3.4.3.

3.5. Optimizacion de las variables de procesamiento de la deshidratacion
osmotica
Para optimizar las condiciones de la osmodeshidratacion se utilizo6 el diseno
experimental de Box-Behnken (Tabla 4.1) con 3 factores (concentracion (C), tiempo de

residencia(t), temperatura (T) de 3 niveles cada uno (C: 20, 40, 60°Bx; t: 60, 120, 180
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min; T: 20, 30, 40°C) y 3 puntos centrales combinados para obtener 15 tratamientos

(Design-Expert version 7.1.1; Statease Inc, Minneapolis, EE. UU).

La relacion entre las variables independientes (T, t, C) y los indicadores de la
calidad sensorial (acidez, dulzor, sabor, textura, sensacion residual, aceptabilidad
general,) nutricional (PT, FT, CT, AA, ARA, FRAP) y de eficiencia del proceso (PA/GS)

del araz4 osmodeshidratado se modelaron con un polinomio de segundo orden (Ec 4.4):
Y = Bo + Xfq By x; + Xl By xF + XI5 X4 Bij Xix; (Ec 4.4)

Y representa el valor del indicador predicho por el modelo; Bi, Bii y Bjj los
coeficientes de los términos lineal, cuadratico y de interaccion respectivamente; y Xi/Xj
son las variables independientes relacionadas con T, C y t. La magnitud de los
coeficientes indica el grado de contribucion de la variable independiente a la respuesta,
mientras que el signo indica un efecto sinérgico (positivo) o antagdnico (negativo;

Valerga y col., 2013).

La estimacion de los parametros del modelo se realizO mediante regresion
automatica utilizando “backward elimination” con el software Design Expert 7 (Stat-

Ease, Minneapolis, MN, EE. UU.).

Las optimizaciones de las respuestas individuales o totales se evaluaron usando la
Funcion de Deseabilidad (0 = completamente indeseable, 1 = completamente deseable;
Derringer y Suich, 1980) teniendo en cuenta las relaciones de las variables de respuesta
dependientes (eficiencia, indicadores sensoriales y nutricionales; con el mismo peso) y
las condiciones de procesamiento con R%> 0.70, ya que en general para fines de prediccion
se recomienda un coeficiente de determinacion > 70% (Granato y col., 2010; Gutiérrez-

Pulido y Salazar, 2004).
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El factor de deseabilidad (di) correspondiente a la maximizacion (Ec.4.5) de la

respuesta yi se calculd segun lo propuesto por Derringer y Suich (1980):

di=0 yi< Li

_(yi-Li)® o
di= Tie Li Li<yi<Ti (Ec. 4.5)
di=1 yi>Ti

Por otra parte, la ecuacion usada (Ec. 4.6) para la minimizar yi fue:

di=1 yi< Ti

_(yiUi\® o
di= o Ui Ti<yi< Ui (Ec. 4.6)
di=1 yi> Ui

yi representa la respuesta predicha por el modelo, Li y Ui la yi aceptable minima
(Li) o maxima (Ui) respectivamente y Ti es el valor deseado dependiendo de las

restricciones especificadas. “‘s >’ y *“ u ”’ son factores definidos que sopesan la influencia

del valor objetivo y los limites minimos o maximos (Valerga y col., 2013).

3.6. Efecto de la congelacion, secado convectivo y liofilizacion en la calidad
fisicoquimica y nutricional de araza sin tratar y osmodeshidratado
La Figura 4.3 describe los ensayos realizados para determinar el efecto de la
congelacion, secado convectivo en estufa y liofilizacion en la calidad fisicoquimica
(capacidad de rehidratacion, humedad, textura, color, pérdida de sélidos por lixiviacion,
exudacion) y nutricional (composicion de bioactivos, actividad antioxidante) del araza

sin tratar y osmodeshidratado.



Capitulo 4. Preservacion de araza mediante deshidratacion osmética sola o como
pretratamiento del secado convectivo, liofilizacion o congelacion

Preparacion de la Fruta

l
i |
DO Optimizado Fruta sin tratar
L
Secado convectivo o, o, . L
Congelacién Liofilizacion : Osmodeshidratacion
T=70°C i
1 ’ ' I
i | i | | | i
Ensayos Fisicos Ensayos Quimicos Ensayos Fisicos Ensayos Quimicos Ensayos Fisicos Ensayos Qumicos Ensayos Fisicos Ensayos Qumicos
- Humedad (curvade } Co_mpugstos = Color = Co_mpugstos Humedad Co.mput-:nstos = Color = Co_mput_estos
secado) bioactivos Bioactivos Bioactivos Bioactivos
Actividad Actividad Actividad Actividad
T gexiue = Antioxidante = flumedad = antioxidante Coloy Antioxidante T Humedad = antioxidante
— Color “— Digestion simulada Exudacion e Digestion simulada = S Textura ——— Digestion simulada . Textura — Fisicos
~—  Rehidratacion

Figura 4.3. Diagrama de las pruebas realizadas en el araza procesado con y sin osmodeshidratacion
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Estas determinaciones también incluyeron la influencia de los distintos
procesamientos en la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos y la actividad
antioxidante del producto luego de la digestion géstrica y gastrointestinal in-vitro. Para
estos ensayos se utilizaron las condiciones de osmodeshidratacion optimas calculadas

segun lo descripto en la Sec. 3.5.

3.6.1. Congelacion

Los fragmentos de fruta se colocaron en bandejas de aluminio que tenian una
posicion fija en el tunel de congelacion. El tinel (Friotecnologia S.R.L, Argentina) tenia
un sistema de impulsion de aire frio y serpentines de refrigeracion y trabajé con un valor
de coeficiente de conveccion = 20 W/m? °C (h; permite cuantificar la influencia de las
propiedades del fluido, de la superficie y del flujo cuando se produce transferencia de
calor por conveccion) y la temperatura del aire varié entre -30 y -35°C. La temperatura
de las muestras se midid con dos termocuplas, una en el centro y otra en la superficie de

las mismas.

3.6.1.1. Exudado

Para determinar las pérdidas por exudado durante la descongelacion, las muestras
congeladas se colocaron sobre de papel filtro previamente pesado y se descongelaron a
temperatura constante (20°C) durante 2 h. Todo el sistema se mantuvo en frascos tapados

para minimizar pérdidas por evaporacion (Figura 4.4).

Las pérdidas por exudado, expresadas en gramos de liquido perdido por gramo de
fruta b.s (base seca) procesada, se calcularon con la Ec 4.7 (Ramallo y Mascheroni,

2010).

We—Wo
M;

Ex(M;) = (Ec 4.7)
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M; representa el peso de muestra congelada mientras que Wo y W¢ corresponden

a los pesos de los papeles seco y himedo con liquido exudado respectivamente.

Figura 4.4. Sistemas para la medicion de pérdida de liquidos por exudacion en muestras sin tratar y
osmodeshidratadas

3.6.2. Secado convectivo y cinética de secado

Las muestras, en bandejas rectangulares de aluminio, se secaron en una estufa de
conveccion forzada (Thermo Scientific, USA; Figura 4.5) a 70+2°C. La cinética de
secado se estimo registrando la pérdida de peso de las muestras en una balanza analitica
(Sartorius, OneLab, Argentina) cada 15 min hasta alcanzar peso constante. El contenido

de humedad se expreso en kg de H.O/kg b.s.

Figura 4.5. Estufa por conveccion forzada

3.6.2.1. Capacidad de rehidratacion
La rehidratacion es un proceso dirigido a restaurar las propiedades de la fruta al

poner al producto deshidratado en contacto con una fase liquida. En la rehidratacion de
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los tejidos vegetales la absorcion de agua y la pérdida de solutos (azucares, acidos,
minerales y vitaminas) en el liquido de rehidratacion son simultdneas debido a que el
dafio en la estructura celular y la pérdida de turgencia sufridas durante la deshidratacion
alteran la permeabilidad del tejido favoreciendo la transferencia de cantidades

significativas de solutos en el medio de rehidratacion (Contreras-Monzon, 2006).

Las rodajas de araza deshidratado se rehidrataron en agua Milli-Q (relacion sélido
a liquido 1:50) a 25°C durante 2 h, después de eliminar el agua superficial, el peso de las
muestras rehidratadas se registrd en intervalos 15 min. La capacidad de rehidratacion

(CR) para cada replicado (n = 3), se calcul6 a partir de la ecuacion 4.8:

my

CR = (Ec. 4.8)

mq

m, y mg representan la masa (g) de arazd rehidratada y deshidratada,

respectivamente.

Para determinar el nivel porcentual de solidos solubles perdidos durante la
rehidratacion (SSL), 0.5 ml de agua de remojo de cada experimento de rehidratacion se
secaron a 105°C por 24 h. Los s6lidos perdidos se calcularon a partir del peso del residuo
seco obtenido y se expresaron como SSL (g)/100 g muestra deshidratada. Todos los

ensayos se hicieron por triplicado.

3.6.3. Liofilizacion
Las muestras de araza sin (control) y con pretratamiento de osmodeshidratacion

se liofilizaron seglin las condiciones descriptas en el Capitulo 2, Sec. 3.2.

3.6.4. Propiedades mecanicas
El estudio de las propiedades mecanicas se realizd6 mediante ensayos de

compresion en dos ciclos (TPA) con una compresion de 30% en un texturdémetro
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Brookfield Texture Pro CT3® (USA). Para configurar los ensayos se trabajé con una
celda de compresion de 25 kg y una probeta TA10 cilindrica de acrilico de 12.7 mm de
didmetro y 35 mm de longitud, en tanto que la velocidad adquirida por el cabezal fue 5

mm/seg.

A partir de cada ensayo se obtuvieron los valores de las siguientes propiedades

mecanicas (Rosenthal, 1999):

e Dureza: Fuerza requerida para comprimir un solido entre los molares.

e Adhesividad: Trabajo necesario para remover el alimento que ha quedado
adherido a la boca (generalmente al paladar) durante el proceso normal de
ingestion.

¢ Cohesividad: Capacidad del alimento para deformarse antes de su ruptura en un
ensayo de compresion.

e [Elasticidad: Altura que recupera el alimento entre la primera y la segunda
mordedura.

e Firmeza: Energia requerida para desintegrar un alimento semi-sélido hasta ser
apto para ser ingerido.

e Masticabilidad: Energia requerida para masticar un alimento sélido hasta el

punto de poder ingerirlo.

Los valores informados corresponden promedio de 10 mediciones realizadas

sobre rodajas de fruta cortadas con sacabocado.

3.6.5. Efecto de la congelacion, secado convectivo y liofilizacion en la composicion
de polifenoles por HPLC- DAD del araza sin tratar y osmodeshidratado
La composicion de polifenoles se realiz6 segin lo descripto en el Capitulo 2, Sec.

3.6.1.
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3.6.6. Influencia de la digestion gastrointestinal in-vitro en la concentracion y
actividad antioxidantes de araza sin tratar, osmodeshidratado, dehidro-
congelado, osmo-liofilizado o procesado con secado osmo-convectivo
La digestion in-vitro se realizé de acuerdo al protocolo propuesto en el Capitulo

2, Sec. 3.7. Luego de cada etapa (gastrica o intestinal) se midi6 el contenido de

compuestos antioxidantes (polifenoles, flavonoides, carotenoides totales), el porcentaje

de bioaccesibilidad y la actividad antioxidante (ARA; FRAP).

3.7. Analisis estadistico
Los datos se analizaron mediante analisis de varianza de una via con el software
Infostat (v.2013). La diferencia significativa fue definida a P< 0.05 mediante la ecuacion

de Tukey).

4. Resultados y discusion
4.1. Eficiencia del proceso, humedad y solidos solubles totales

La Tabla 4.1 muestra la influencia de las condiciones operacionales en la
eficiencia del proceso (PA/GS), porcentaje de humedad (H) y el contenido de so6lidos
solubles totales (SST). Los valores de PA/GS de todas las condiciones de operacion
utilizadas fueron > 1 por consiguiente puede considerarse que la eficiencia del proceso
era buena (Ponji¢an y col., 2019). Los tratamientos de osmodeshidratacion en las
muestras A5, A9, A10, A14 (60/40/40; 120/40/20; 180/30/20; 60min/30°C/20°Bx) tenian
los valores mas altos (valor promedio 3.29+0.07; P< 0.05; Tabla 4.1) mientras que los
correspondientes a las muestras A2, A4, A7, A8, Al3, Al5 (120/20/60; 120/30/40;
120/40/60; 120/30/40; 180/30/60; 180min/20°C/40°Bx) fueron los mas bajos, con niveles

medios de PA/GS=1.79+0.11.
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Tabla 4.1. Efecto de las condiciones de proceso en la eficiencia del proceso, solidos

solubles totales y humedad del araza

t (min)/T (°C)/C (°Bx) PA/GS SST (°Bx) Humedad (%)
Fruta sin tratar - 3.80+0.622 94.19+0.42"
A1 60/20/40 2.28+0.08< 32.50+1.86° 70.17+0.23¢d
A2 120/20/60 1.81+0.06% 37.20+0.96 70.64+4.87¢
A3 180/40/40 2.59+0.099 40.90+1.63¢& 66.39+1.06°
A4 120/30/40 1.74+0.06* 32.60+1.28¢ 67.42+0.58¢
A5 60/40/40 3.2140.11F 25.70+1.71¢ 73.42+1.87¢%
A6 60/30/60 2.11+0.07% 34.20+1.71¢F 59.76+0.04°
A7 120/40/60 1.86+0.062 41.70+1.78h 66.67+0.45¢
A8 120/30/40 1.774+0.122b 35.60+1.01¢f 67.36+0.26¢
A9 120/40/20 3.40+0.11F 14.80+0.72° 80.19+0.12%
A10 180/30/20 3.29+0.07F 20.20+0.72¢ 78.26+0.12¢F
A11 120/30/40 2.104+0.09% 28.20+2.044 66.90+0.47¢
A12 120/20/20 2.82+0.05¢ 19.20+0.74¢ 80.45+0.86
A13 180/30/60 1.61+0.112 46.50+2.08! 39.55+0.16%
A14 60/30/20 3.2840.11F 14.50+1.41° 85.06+0.32¢

A15 180/20/40

1.94+0.06%"

34.20+1.62¢

69.19+0.31<

t: Tiempo; T: Temperatura; C: Concentracion de solucion deshidratante; PA/GS: Pérdida de
agua/Ganancia de solutos; SST: Solidos solubles totales. *Supraindices con letras diferentes en la
misma columna indican diferencias significativas (P< 0.05; Tukey)

Kvapil (2019), trabajando con calabacita amarilla osmodeshidratada, informé que
los indices de eficiencia mds altos se obtuvieron a tiempos cortos y concentraciones de
solucion deshidratante bajas y que el aumento del tiempo de residencia disminuia la
eficiencia del proceso, debido posiblemente a la ganancia de s6lidos (GS) ya que PA
permanecié practicamente constante para todos los tiempos evaluados. Por su parte
Acevedo y col. (2014) observaron aumentos en PA/GS por efecto de la temperatura y

concentraciéon en tamarindo osmodeshidratado siendo mayor la eficiencia para los
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tratamientos con temperatura mas alta y menor concentracion de solucion osmotica. Los
autores también informaron caidas del 67% en la eficiencia con aumentos del tiempo de
proceso, posiblemente causado por un valor constante de pérdida de agua pero con

aumento en la entrada de solutos.

Todos los tratamientos disminuyeron el contenido de humedad de la fruta entre
9.7 y 58.02% en comparacion al arazd sin tratar (Tabla 4.1). La mayor pérdida de
humedad (58.02%) correspondi6 a la muestra A13 (180min/30°C/60°Bx) donde las
condiciones de operacion utilizadas combinaron los tiempos de residencia mas largos
(180 min) y la concentracion de solucion osmoética mas alta (60°Bx). Los resultados
experimentales demostraron que en todos los casos donde se utilizd la solucion
deshidratante mas diluida (A9, 120/40/20; A10, 180/30/20; A12, 120/20/20; Al4,
60min/30°C/20°Bx) e independientemente de la duracion y la temperatura de proceso, la
pérdida de humedad promedio fue 14.6% (Tabla 4.1). Cambios similares en el porcentaje
de humedad se reportaron en frutas como: manzana (38.7°Bx/6h; H: 58.3%) y frutilla

(70°Bx/25°C/12h; H: 59.9%) osmodeshidratadas (Lara, 2010; Nieto y col., 2013).

Todos los tratamientos aumentaron el contenido de solidos solubles totales 281 -
1124% (P< 0.05; Tabla 4.1). Las muestras procesadas con 20°Bx tenian los contenidos
de SST mas bajos (14.6 - 19.7°Bx), mientras que en aquellas deshidratadas con 60°Bx

(A2, A6, A7, A13) los incrementos fueron entre 810 - 1124%.

4.2. Color
La Tabla 4.2 muestra la influencia de la temperatura (T), tiempo de residencia (t)
y concentracion de sacarosa (C) en la luminosidad (L*), indice de saturacion (IS) y &ngulo

de matiz (AH) del araz4 osmodeshidratado.
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Tabla 4.2. Efecto de las condiciones operacionales en la luminosidad (L*), indice de

saturacion (IS) y angulo de matiz (AH®) en muestras de araza osmodeshidratadas

t (min)/T (°C)/C (°Bx) L* IS AH (°)
Fruta sin tratar 68.52+0.77¢ 34.31+1.40° 103.10°+£0.93/
A1 60/20/40 67.9+0.05¢ 40.48+0.06% 85.04°+0.01"
A2 120/20/60 70.82+0.21% 42.12+0.16°" 87.15+0.02¢F
A3 180/40/40 70.45+0.13¢f 35.4340.03° 94.85°+0.03"
A4 120/30/40 67.30+0.33¢ 38.81+0.28¢ 85.05°+0.06%
A5 60/40/40 71.81+0.05¢" 44.86+0.068 92.56°+0.01¢
A6 60/30/60 69.60+0.09° 42.5240.06 84.29°+0.02"
A7 120/40/60 60.30+0.25° 34.35+0.2° 87.44°+0.04°F
A8 120/30/40 65.87+0.08¢ 39.32+0.05¢ 87.95°+0.024
A9 120/40/20 72.84+0.16" 35.92+0.11° 97.06°+0.07"
A10 180/30/20 66.68+0.28° 36.01+0.55° 84.76°+0.04°
A11 120/30/40 65.85+0.47¢ 36.09:£0.28¢ 86.68°+0.044
A12 120/20/20 70.83+0.08% 38.97+0.05% 88.61°+0.04
A13 180/30/60 55.73+0.05 32.24+0.08° 82.62°+0.04
A14 60/30/20 72.59+0.08" 40.03+0.14¢ 86.37°+0.02¢de
A15 180/20/40 66.27+0.09¢ 42.26+0.08° 85.26°+0.03b¢d

t: Tiempo; T: Temperatura; C: Concentracion de la solucion deshidratante; L*: Luminosidad; IS:
Indice de saturacion; AH: Angulo de matiz. *Supraindices con letras diferentes en 1a misma columna
indican diferencias significativas (P< 0.05; Tukey)

Figura 4.6. Fragmento de arazd osmodeshidratado (60 min/30°C/60°Bx)
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El color del arazd (Figura 4.6) depende en parte al contenido de carotenoides
presentes en la fruta. Garzéon y col. (2012) identificaron carotenoides como luteina,

zeaxantina, B-criptoxantina, a-caroteno y -caroteno en la pulpa de esta fiuta.

La Figura 4.7 muestra el efecto de la osmodeshidratacion en la relacion indice de
saturacion (IS)/angulo de matiz (AH) con valores maximos, minimos ¢ intermedios en

los tratamientos, frente a los de la fruta sin tratar en el diagrama de color.

(Amarillo) 90°

+b*
A TiEees
- ammmm T Hue
& H h
IS
(Verde) 180° (ROjO) 0°
+a* +a%
(Azul) 270°
+b*

Figura 4.7. Ubicacion de la fruta sin tratar y osmodeshidratada en el diagrama de color CieL*a*b*. (%)
Sin tratar; (m) AS; () promedio: A4, A8, All; (A) A9; (¢) Al3

La muestra A13, procesada utilizando los tiempos mas largos (180 min) y las
concentraciones de sacarosa mas altas (Tabla 4.2; P< 0.05), present6 las mayores
pérdidas en L* (18.7%), IS (5.7%) y AH (19.9%) indicando que la muestra es mas oscura,
menos saturada y el matiz viré hacia una tonalidad mas rojiza (Tabla 4.2; Figura 4.7;
P< 0.05). Los niveles mas altos de IS y AH correspondieron a las muestras A5 (60

min/40°C/40°Bx) y A9 (120 min/40°C/20°Bx) respectivamente, estos tratamientos
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produjeron un 30% de incremento de la saturacion y un aumento del grado de amarillo de
la muestra con respecto a la fruta sin tratar tal como puede verse en la Figura 4.7. Las
muestras A4, A8 y All (120 min/30°C/40°Bx) pertenecientes al punto medio de los
tratamientos aumentaron 10% IS pero fue un 17% menor AH, y con un mayor grado de
amarillo frente a la fruta sin tratar (Figura 4.7). La luminosidad de las muestras AS
(60/40/40), A9 (120/40/20) y A14 (60 min/30°C/20°Bx) alcanzé los niveles mas altos

(L*=72.41; P< 0.05).

Los cambios en la luminosidad principalmente en la muestra A13 (condiciones de
mayor tiempo (180 min) y concentracion (60°Bx)) podria estar relacionado al estrés
generado en el tejido por las altas concentraciones de soluto lo que afecta directamente
las propiedades del color de la frutas (Pereira y col., 2006). Ponting (1966) sefial6 que el
uso de soluciones deshidratantes azucaradas puede tener dos efectos: promover una
mejora en la calidad del producto tratado inhibiendo la polifenoloxidasa (agente de
pardeamiento oxidativo enzimatico) y prevenir la pérdida de volatiles durante la
deshidratacion, aunque al mismo tiempo puede haber cambios variables en la estabilidad
de los pigmentos, con respecto a la fruta fresca (Raoult-Wack, 1994). Por su parte Lee y
Coates (1999) mencionan que las reacciones mas comunes que afectan el color de las
frutas durante la DO son: la degradaciones de pigmentos (especialmente carotenoides y
clorofila) y de 4cido ascorbico relacionado con reacciones de pardeamiento no

enzimatico.

4.3. Cambios fisicoquimicos y sensoriales durante el proceso DO
4.3.1. Evaluacion sensorial

La Tabla 4.3 presenta los valores medios de los descriptores evaluados por el
panel para cada tratamiento de osmodeshidratacion en el araza. El panel detecté cambios

en el sabor, aspecto visual y textura.
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Tabla 4.3. Efecto de las condiciones operacionales en los atributos sensoriales del araza osmodeshidratado

t (min)/T (°C)/C (°Bx) Sabor Dulzor Acidez Sensacion residual Textura Aceptabilidad global
Fruta sin tratar 2.17+1.78? 2.40+1.65° 2.27+1.96 2.43+1.77° 3.4342.13° 2.40+1.79
A1 60/20/40 430+41.93%¢  4.50+2.10°  3.90+1.81°¢ 4.21£1.90% 4.53+]1.78% 4.43+2.01°%
A2 120/20/60 4.23+£1.96%  4.03£1.79%%  4.53+2.06% 4.17+1.74%% 4.77+1.8924 4.37+1.73%
A3 180/40/40 5.10£1.56%f 493+ 53" 4 43+] ggbede 4.93+1.80% 5.23+1.38b 5.13+1.50°f
A4 120/30/40 4.23+2.06%  4.30£1.97%f  4.27+2.07%% 4.13+1.50bcde 4,401,592 4.20+1.97¢%
A5 60/40/40 4.70+£1.78%F  4.13+1.57%%  4.57+1.74% 4.63+].52¢de 4.67+1.65% 4.83+1.56%"
A6 60/30/60 6.33+0.88¢ 6.10+1.32" 5.30+1.44% 5.43+1.38° 5.60+1.224 6.13+1.11°
A7 120/40/60 5.73+1.44°%  5.90+].24¢ 5.60+1.40° 5.43+1.28° 5.60+1.309 5.93+1.11°
A8 120/30/40 3.90+1.75%4  4.17+1.74%  4.00+1.53% 3.90+1.79% 4.27+1.892b< 3.87+1.80%d
A9 120/40/20 2.67£1.37%  2.70+1.32% 3.00+1.70% 3.47+1.61%¢ 3.80+1.79% 3.1£1.47%¢
A10 180/30/20 3.73+2.07%4  4.37+£2.01%F  3.90+1.83% 4.07+].82bede 3.87+1.89% 3.53+]1.89%d
A11 120/30/40 4.67£1.47%0  5.17£1.37°h  4.43+],19bcde 4.77+1.72¢d 4.77+1.3820d 4.93+1.46%
A12 120/20/20 2.60+£1.52®®  2.67+1.45%® 3.10+1.56%¢ 2.73+1.36% 3.87+1.78% 2.67+1.37%
A13 180/30/60 6.00£1.26%  5.63+1.71%" 4.90+1.424% 5.07+1.70% 5.07+1.315d 5.90+1.27°
A14 60/30/20 2.83+1.56%¢  3.03+1.52%%4  3.00+1.60%® 3.43+]1.48%¢ 4.10+1.35%¢ 3.17+1.49%¢
A15 180/20/40 4.77+1.68%"  4.57+1.76%%  4.50+1.725d 5.00+1.55% 5.33+1.40% 5.23+1.38¢f

t: tiempo; T: Temperatura; C: Concentracién de la solucién deshidratante; 1= “disgusta mucho”; 4= “indiferente”; 7= “me gusta mucho”.

*Supraindices con letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P< 0.05; Tukey)
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Las condiciones operacionales utilizadas para deshidratar las muestras A9 (120
min/40°C/20°Bx), Al12 (120 min/20°C/20°Bx) y Al4 (60 min/30°C/20°Bx) no
modificaron sus atributos sensoriales (P> 0.05), los valores medios de los mismos fueron:
[2.57+£0.04 (Sabor), 3.80+0.01 (Textura), 2.70+0.05 (Dulzor), 2.84+0.48 (Acidez),
3.02+0.04 (Sensacion Residual) y 2.84+0.43 (Aceptabilidad general)], eran similares (P>

0.05) a los de la fruta sin tratar y pertenecientes a la zona de rechazo (Tabla 4.3).

Por otro lado, las muestras A3 (180 min/40°C/40°Bx), A6 (60 min/30°C/60°Bx)
A7 (120 min/40°C/60°Bx) y Al3 (180 min/30°C/60°Bx) tuvieron las mejores
calificaciones en todos los atributos analizados por el panel, con valores promedio de
5.79+0.50 (Sabor), 5.38+0.55 (Textura), 5.64+0.30 (Dulzor), 5.06+0.25 (Acidez),
5.22+40.25 (Sensacion Residual) y 5.77+0.44 (Aceptabilidad general; Tabla 4.3). Estos

valores correspondieron a un rango entre indiferencia (4) a “gusta mucho” (7).

En este ensayo los mayores indices de aceptabilidad general correspondieron a
muestras tratadas con 40 o 60°Bx [A3 (180 min/40°C/40°Bx), A5 (60 min/40°C/40°Bx),
A6 (60 min/30°C/60°Bx), A7 (120 min/40°C/60°Bx), A1l (120 min/30°C/40°Bx), A13
(180 min/30°C/60°Bx), A15 (180 min/20°C/40°Bx)] mientras que los mas bajos (zona de
rechazo) se obtuvieron en frutas tratadas con la concentracidon mas baja de sacarosa
[20°Bx; A9 (120 min/40°C/20°Bx), Al12 (120 min/20°C/20°Bx), Al4 (60
min/30°C/20°Bx)]. La preferencia de los panelistas puede deberse a una mejora del
balance entre el dulzor y la acidez debido a una mayor acumulacion de sacarosa producida
por la osmodeshidratacion. Sanjinez-Argandofia y col. (2009) atribuyeron la mayor
aceptacion de rodajas de kiwi osmodeshidratado frente a las “sin tratar” al ingreso de la
sacarosa hacia el interior de la fruta, tornando la muestra mas dulce y menos acida y
asignaron la pérdida de acidez a la hidrélisis de los acidos de la fruta, favoreciendo su

aceptabilidad.
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Jacob y Paliyath (2012) plantearon que los cambios en los pardmetros de
procesamiento afectan la cinética de transferencia de masa durante los tratamientos de
DO, alterando la composicion del tejido vegetal y promoviendo cambios de textura en
productos osmodeshidratados. En el caso de la textura, las muestras A3 (180
min/40°C/40°Bx), A6 (60 min/30°C/60°Bx), A7 (120 min/40°C/60°Bx), Al13 (180
min/30°C/60°Bx) y A15 (180min/20°C/40°Bx) fueron las mejor calificadas (valor medio
5.36+0.25), mientras que los puntajes correspondientes a la fruta sin tratar y a las muestras
procesadas con 20°Bx [A9 (120 min/40°C/20°Bx), A10 (180 min/30°C/20°Bx), A12 (120
min/20°C/20°Bx) y Al4 (60 min/30°C/20°Bx)] fueron los mas bajos (valor medio
3.74+0.42; zona de indiferencia, Tabla 4.3) aunque debido a la alta variabilidad de los
resultados, la diferencia fue significativa (P< 0.05) solo con A6 (60 min/30°C/60°Bx) y

A7 (120 min/40°C/60°Bx).

4.3.2. Efectos de la deshidratacion osmotica en el contenido de bioactivos y la
actividad antioxidante
La Tabla 4.4 muestra los cambios producidos por la deshidratacion osmotica en
el contenido (PT, FT, CT, AA) y actividad antioxidante (FRAP, ARA) de las muestras de

araza.

Los contenidos de PT, FT y CT de las muestras osmodeshidratadas durante 60
min [Al (60 min/20°C/40°Bx), A5 (60 min/40°C/40°Bx), A6 (60 min/30°C/60°Bx) y
Al4 (60 min/30°C/20°Bx), Tabla 4.4] fueron similares (P> 0.05) a los de la fruta sin
tratar (PT: 28.63 mg EAG/g m.s; FT: 13.56 mg CAT/g m.s; CT: 62.20 mg B-caroteno/g

m.s).
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Tabla 4.4. Efecto de la osmodeshidratacion en la concentracion de bioactivos, actividad antiradical y capacidad de reducir Fe** de pulpa de araza

osmodeshidratada
£ (min)/T (C)/C (°Bx) Concentracion de Bioactivos AOA
PT FT CT AA ARA FRAP

Fruta sin tratar 31.04+0.63° 16.02+0.33¢ 68.56+1.01° 495.01+6.96° 80.17+2.01F 615.88+13.62!
A1l 60/20/40 25.02+1.01%% 11.44+0.22¢de 53.81+0.47bcde 283.26+1.36° 77.92+0.57¢ 438.54+13.62f
A2 120/20/60 17.4540.92? 7.13+0.06% 47.4142.132bcd 92.54+3.36° 61.98+3.46% 603.13+18.04
A3 180/40/40 15.35+0.16° 4.51+0.17% 33.02+1.11% 42.5340.17% 34.59+0.17° 271.88+12.15°
A4 120/30/40 19.9441.27% 10.99+0.73bcde 58.27+1.42¢%e 40.63+8.43? 54.27+0.72¢ 433.07+22.09f
A5 60/40/40 26.82+1.19% 10.58+0.11bede 60.64+7.83%4¢ 228.59+9.19° 66.34+2.11° 334.9+1.32¢
A6 60/30/60 29.06+0.76% 12.79+0.444% 56.76+6.01%% 286.67+3.39° 63.07+0.19% 520.83+19.51¢
A7 120/40/60 22.17+0.61% 6.31+0.11%% 38.99+1.4220 44.79+4.28% 52.65+1.83¢ 567.71+20.99"
A8 120/30/40 20.15+0.34% 5.44+0.17% 42.01£2.36* 27.9242.052 54.49+0.19% 363.8+4.77%
A9 120/40/20 17.14+0.09? 6.03+0.243b 46.04+2.0320cd 119.5446.74* 63.48+1.54% 485.94+47.87¢
A10 180/30/20 15.16+0.222 5.58+0.08° 41.9442.132be 29.23+1.892 41.44+0.73% 195.31+8.092
A11 120/30/40 17.43+1.90? 5.83+0.04% 49.35+(.2720cd 103.99+5.972 59.62+0.46¢ 287.5+5.89
A12 120/20/20 15.02+0.09? 7.83+0.843bcd 51.07+1.012bcde 65.54+3.42% 63.26+3.73% 398.18+1.84°F
A13 180/30/60 16.53+0.522 3.85+0.172 38.48+3.15% 41.65+2.932 48.36+0.19% 212.5+6.622
A14 60/30/20 27.63£2.16% 14.86+0.44° 62.87+9.25% 268.41+2.02° 74.52+0.77F 495.57+6.072
A15 180/20/40 15.29+0.09? 10.58+0.15b¢de 42.15+0.222b¢ 23.4744.96 40.66+1.05% 291.93+1.47

t: Tiempo; T: Temperatura; C: Concentracién de solucién deshidratante; PT: Polifenoles Totales (mg EAG*g m.s™); FT: Flavonoides totales (mg CAT*g m.s™); CT:
Carotenoides totales (mg B-caroteno*g m.s™); AA: Acido ascérbico (mg AA*100 g m.s™'); AOA: Actividad antioxidante (ARA: Actividad antiradical , % inhibicion;
FRAP: Poder reductor, uM Fe*?*g m.s™"); *Supraindices con letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P< 0.05; Tukey)
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La extension del tiempo de residencia a 120-180 min [A2 (120 min/20°C/60°Bx),
A3 (180 min/40°C/40°Bx), A8 (120 min/30°C/40°Bx), A9 (120 min/40°C/20°Bx), A9
(180 min/30°C/20°Bx), A11 (120 min/30°C/40°Bx), A12 (120 min/20°C/20°Bx) y Al14
(180 min/30°C/60°Bx)] produjo pérdidas significativas (P< 0.05) en los niveles de PT
(41%), FT (57%) y CT (29%) (Tabla 4.4). Araya-Farias y col. (2014) determinaron
pérdidas de polifenoles, carotenoides y vitamina C en bayas de espino de mar enteras
osmodeshidratadas mientras que Pan y col. (2003) reportaron una disminucion del 26 y
38% en el contenido de carotenos en calabazas y zanahoria osmodeshidratadas durante 4

horas.

El efecto del tiempo de residencia en la concentracion de acido ascorbico (AA;
Tabla 4.4) tuvo un comportamiento similar al detectado en los otros antioxidantes. La
retencion de AA en las muestras procesadas por 60 min [A1 (60 min/20°C/40°Bx, AS (60
min/40°C/40°Bx), A6 (60 min/30°C/60°Bx) y A14 (60 min/30°C/20°Bx)] fue del 54%,
mientras que en las tratadas por 180 min (A15 (180 min/20°C/40°Bx) fue del 5%. Fathi
y col. (2011) obtuvieron resultados similares en muestras de kiwi osmodeshidratados y
postularon que las pérdidas de AA podian deberse a que al ser soluble en agua, la DO

favorecia su salida desde el interior de la fruta hacia la solucion osmotica.

Las muestras Al y A14 (60 min/20°C/40°Bx; 60 min/30°C/20°Bx) tenian valores
de actividad antiradicalaria similares a los de la fruta sin tratar (> 70%; P> 0.05) mientras
que los niveles mas bajos (valor promedio 41.26+5.63%; Tabla 4.4) correspondian a las
procesadas durante 180 min [A3 (180 min/40°C/40°Bx); A10 (180 min/30°C/20°Bx);

A13 (180 min/30°C/60°Bx); A15 (180min/20°C/40°Bx).

Con respecto al poder reductor (FRAP), las muestras A2 (120 min/20°C/60°Bx)
y A7 (120 min/40°C/60°Bx) tuvieron valores similares al control (valor promedio de

597.83+25.04 uM Fe™?/g m.s; P> 0.05), mientras que en las muestras tratadas durante 180
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min A3 (180 min/40°C/40°Bx), A10 (180 min/30°C/20°Bx), A13 (180 min/20°C/60°Bx)
y A15 (180min/20°C/40°Bx)] el comportamiento fue similar al detectado en ARA, con

caidas en el poder reductor entre 55 - 67%.

Los resultados sugieren que, de acuerdo a lo publicado por Nowicka y col. (2015)
en cerezas osmodeshidratadas, el uso de tiempos de residencia muy largos (180 min)
puede afectar negativamente la actividad antioxidante del producto tal y como informaron

los autores, con caidas del 50% de la actividad en la fruta.

4.4. Ajuste de modelo de regresion
Las Tabla 4.5-4.7 muestran los modelos que relacionan la eficiencia del proceso
(PA/GS), las propiedades sensoriales y los indicadores nutricionales con las condiciones

operacionales [Temperatura (T), tiempo (t) y concentracion de solucion deshidratante
O]

Tabla 4.5. Analisis de regresion del modelo polindmico teniendo en cuenta la eficiencia

de proceso
Respuesta R? Prob. “Lack of fit”
PA/GS 0.88 2x10* 0.5

Ecuacion final en términos de factores reales
7.97 -0.13*T - 0.10*%C - 0.02 *t + 2.67x1073*T? + 8.37x10#*C?+ 1.02x10**t>

t: Tiempo; T: Temperatura; C: Concentracion de solucion deshidratante; PA/GS: Eficiencia de
proceso

La ecuacion obtenida para PA/GS mostré que los mayores contribuyentes fueron
los términos lineales de la temperatura (T) y la concentracion (C) seguidos de los
cuadraticos (T? y C?), mientras que el tiempo (t) y su término cuadratico (t?) fueron los
que menos aportaron. El efecto antagonista de los términos lineales (T, C y t) fue
parcialmente compensado por los cuadraticos de temperatura y la concentracion de

sacarosa (Tabla 4.5).
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Las respuestas sensoriales (Tabla 4.6) presentaron valores de R? entre 0.76 y 0.94

a excepcion del dulzor (R?= 0.63). La concentracion de la solucion de sacarosa (C) tuvo

un efecto sinergista en todos los indicadores mientras que el efecto del tiempo de

residencia fue sinergista solamente en acidez y antagonista en sensacion residual, textura

y aceptabilidad general. Por otro lado, la temperatura presentd un comportamiento

antagonista en los modelos correspondientes a sabor y acidez y sinergista en los de

sensacion residual y aceptabilidad.

Tabla 4.6. Analisis de regresion de los modelos obtenidos teniendo en cuenta los

indicadores sensoriales

Respuesta R? Prob. “Lack of fit”
Sabor 0.92 1x10* 0.60
Dulzor 0.63 4x10* 0.45
Acidez 0.94 1x10* 0.52
S. Residual 0.82 8x10* 0.72
Textura 0.76 9x10* 0.40
A. General 0.88 1x10* 0.77
Ecuacion final en términos de factores reales
Sabor 5.17 - 0.04*T + 0.01*C - 0.04*t + 1.78x10*T*C + 1.98x107*t?
Dulzor 2.19 +0.05*C
Acidez 2.02 - 0.03*T + 0.03*C + 0.01*t + 1.46x10>*T*C- 2.70x10**C*t
S. Residual 3.30 + 0.02*T + 0.04*C - 0.03*t +1.41x10™*>
Textura 4.20 + 0.03*C - 0.01*t + 8.41x107*¢2
A. General 3.08 + 0.02*T + 0.06*C - 0.04*t +1.78x10**¢

t: Tiempo; T: Temperatura; C: Concentracion de solucion deshidratante; S. Residual: Sensacion
residual; A. General: Aceptabilidad general

Los valores de los coeficientes de regresion indicaron que la concentracion de

sacarosa fue el principal contribuyente al dulzor, sensacion residual, textura y

aceptabilidad general mientras que la temperatura y el tiempo fueron los que mas
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influyeron en el sabor. En el caso de la acidez, el efecto sinergista de la concentracion fue

balanceado por la influencia negativa de la temperatura (Tabla 4.6).

Tabla 4.7. Analisis de regresion de los modelos obtenidos teniendo en cuenta las

respuestas nutricionales del araza osmodeshidratado

Respuesta R? Prob. “Lack of fit”
PT 0.95 1x10* 0.72
FT 0.61 3.1x107 0.85
CT 0.70 1x10* 0.93
AA 0.95 1x10* 0.89
ARA 0.91 1x10* 0.90
FRAP 0.82 1x10* 0.34
Ecuacion final en términos de factores reales
PT 23.87 + 0.92*T + 0.06*C - 0.28*t - 0.01*T?+ 7.74x10™*t>
FT 22.14 - 0.19%t + 6.09x107*t2
CT 67.80 - 0.16%t
AA 484.94 + 4.72*T + 3.70*C - 7.25%t - 0.12*T*C+0.02*t2
ARA 118.87 - 0.33*T - 0.56*C - 0.39*t + 3.82x103*C*t
FRAP 698.39 - 2.54%t

t: Tiempo; T: Temperatura; C: Concentracion de solucion des,hidratante; PT: Polifenoles totales;
FT: Flavonoides totales; CT: Carotenoides totales; AA: Acido ascorbico; ARA: Actividad
antiradical; FRAP: Poder reductor

El andlisis de regresion multiple de las respuestas nutricionales mostrd que el
ajuste del modelo fue significativo (P< 0.05) para todas las respuestas, los coeficientes de
determinacion (R?) variaron entre 0.69 y 0.95, a excepcion del correspondiente a FT (R?=
0.61). PT y AA dependian de las 3 variables mientras que los niveles de FT y CT estaban

afectados tinicamente por el tiempo de residencia.

El coeficiente lineal del tiempo en los 4 modelos fue negativo indicando que el
efecto era antagonista (P< 0.05; Tabla 4.7). En el caso de PT y AA, tanto la temperatura
como la concentracion de sacarosa presentaron un comportamiento sinergista. La

temperatura fue la fuente de variacibn mas importante para la concentracion de PT
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seguida por la concentracion de sacarosa mientras el acido ascorbico dependia
principalmente del tiempo de residencia y en menor escala de la concentracion de

sacarosa y de la temperatura (Tabla 4.7).

Alam y col. (2010) informaron que los términos lineales del tiempo y la
temperatura tuvieron un efecto antagonista en la retencion de vitamina C de rebanadas de
aonla osmodeshidratadas aunque se determin6 una compensacion parcial de la interaccion
concentracion-tiempo asi como de los términos cuadriticos de la temperatura y la

concentracion.

La respuesta de la actividad antiradicalaria (ARA) indic6 que todas las
condiciones de proceso (T, t, C) tuvieron un efecto antagonista en la ecuacion, siendo el
tiempo (t) la variable de mayor contribucion, seguido por la concentracion (C) y por
ultimo la temperatura (T). Por otra parte, la interaccion de la concentracion y el tiempo
(C*t) compens6 parcialmente el efecto antagonista de los términos lineales. El poder

reductor (FRAP) dependia en forma antagonista del tiempo (Tabla 4.7).

4.5. Optimizacion del proceso por superficie de respuesta miltiple (SRM)

El andlisis de regresion indico que los modelos obtenidos que cumplian
adecuadamente con los criterios de Granato y col. (2010) para ser utilizados en la
optimizacién del proceso (R*> 0.70; “lack of fit” no significativo) fueron los
correspondientes a la eficiencia del proceso (PA/GS), sabor, acidez, sensacion residual,
textura y aceptabilidad general asi como los contenidos de polifenoles totales (PT),
carotenoides totales (CT), acido ascorbico (AA), actividad antiradicalaria (ARA) y

capacidad de reduccion del Fe** (FRAP) (Tablas 4.5-4.7).
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Tabla 4.8. Valores 6ptimos de las condiciones de operacion y deseabilidad por grupo

(eficiencia, sensoriales y nutricionales) comparados con los de la optimizacion total

Optimizacion Optimizacion Deseabilidad  Deseabilidad
Eficiencia Total Eficiencia Total
C °Brix 20.36 60.00 1.00 0.86
T °C 35.59 40.00
t min 67.02 60.00
Respuestas Predicho
PA/GS 3.54
Optimizacion Optimizacion Deseabilidad  Deseabilidad
Sensorial Total Sensorial Total
C °Brix 59.98 60.00 0.98 0.86
T °C 40 40.00
t min 180 60.00
Respuesta Predicho
Sabor 6.85
Acidez 543
S. Residual 5.86
Textura 5.55
A. General 6.47
Optimizacion Optimizacion Deseabilidad  Deseabilidad
C. Antioxidantes Total C. Antioxidantes Total
C °Brix 60.00 60.00 0.92 0.86
T °C 28.07 40.00
t min 60.01 60.00
Respuesta Predicho
PT 28.83
CT 57.99
AA 270.15
Optimizacion Optimizacion Deseabilidad  Deseabilidad
A. Antioxidante Total A. Antioxidantes Total
C °Brix 24.35 60.00 0.93 0.86
T°C 20.16 40.00
t min 60.00 60.00
Respuesta Predicho
ARA 80.22
FRAP 545.89

t: Tiempo; T: Temperatura; C: Concentracion de solucién deshidratante; PA/GS: Eficiencia de
proceso; S. Residual: Sensacion residual; A. General: Aceptabilidad general PT: Polifenoles totales;
FT: Flavonoides totales; CT: Carotenoides totales; AA: Acido ascorbico; ARA: Actividad

antiradical; FRAP: Poder reductor;

Antioxidante: Actividad antioxidante

C. Antioxidante:

Concentracion de antioxidantes; A.
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Las optimizaciones individuales (Tabla 4.8) de los resultados de la eficiencia de
proceso, atributos sensoriales y nutricionales (concentracion y actividad antioxidante)
mostraron valores de deseabilidad entre 0.92 y 1, mientras que al incluir todas las
variables respuesta (optimizacion total), la deseabilidad alcanzo un valor de 0.86 (Tabla
4.8), menor (7-14%) que los correspondiente a los de cada indicador optimizado

(eficiencia, sensorial, nutricional; Tabla 4.8).

La comparacion de los valores 6ptimos operacionales (Tabla 4.8) indic6 que:
C (PA/GS) = C (Act. Antiox); T (PA/GS) = T (Sens) y t (PA/GS) =t (Conc.

Antiox) C (Sens) = C (Conc. Antiox)

La concentracion y la actividad antioxidante solo coincidieron en el valor del
tiempo Optimo de residencia (60 min) mientras que el efecto de la concentracion del
agente osmotico (C) en ambos parametros fue opuesto [20°Bx (Conc. Antiox) vs 60°Bx
(Act. Antiox)]. Cabe resaltar que las deseabilidades de las variables optimizadas en todos

los casos fueron mayores a 0.9 (Tabla 4.8).

Finalmente al combinar las respuestas nutricionales, sensoriales y de eficiencia en
la superficie de respuesta (Tabla 4.8) las condiciones Optimas del proceso fueron: 60
min/40.00°C/60.00°Bx. Alam y col (2010) informaron condiciones Optimas de proceso
similares (60min/51°C/59°Bx) en cortes de aonla osmodeshidratados teniendo en cuenta
la mayor aceptabilidad general y bajas pérdidas nutricionales (informadas como retencion

de vitamina C), con un valor de deseabilidad de 0.85.

Cuando se compararon los pardmetros operacionales optimizados utilizando todos
los indicadores con aquellos provenientes de las respuestas agrupadas segtn su funcion

(sensorial, nutricional o de eficiencia de proceso) se observo que:

T/t (Opt. Total) = T/t (PA/GS);
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C/T (Opt. Total) = C/T (Sens)
C/t (Opt. Total) = C/t (Conc. Antiox)

t (Opt. Total) = t (Act. Antiox)

La comparacion de los valores predichos por el modelo total con los resultados
experimentales (Tabla 4.9) mostrd que habia un alto grado de coincidencia (P> 0.05)
entre valores predichos y experimentales a excepcion del acido ascorbico, donde la
diferencia fue 63.5%, esto podria deberse a la alta sensibilidad de este antioxidante a las

condiciones de osmodeshidratacion.

Tabla 4.9. Valores 6ptimos de las diferentes variables dependientes para obtener la

maxima deseabilidad correspondiente a 60 min/40°C/60°Bx

Optimizacion Total

Respuestas Predicho Experimental
PA/GS 2.62 2.14+0.07
Sabor 6.49 6.37+0.83
Acidez 5.83 5.30+0.47
S. Residual 5.51 5.47+0.38
Textura 5.39 5.60+0.22
A. General 6.15 6.12+0.17
PT 28.82 30.16+£0.76
CT 57.99 55.62+2.01
AA 235.49 109.534+3.39
ARA 61.69 62.18+0.19
FRAP 545.89 536.47+£5.91

PA/GS: Eficiencia de proceso; S. Residual: Sensacién residual; A. General: Aceptabilidad general
PT: Polifenoles totales mg EAG/g m.s; FT: Flavonoides totales mg CAT/g m.s; CT: Carotenoides
totales mg p-caroteno/g m.s; AA: Acido ascérbico mg AA/100 g m.s; ARA: Actividad antiradical %
de inhibicién; FRAP: Poder reductor pM Fe?*/g m.s

4.6. Efecto del secado convectivo, liofilizacion y congelacion en las propiedades
fisicoquimicas de la pulpa de araza con y sin osmodeshidratacion previa
La Figura 4.8 a-d muestra el efecto del secado convectivo en la fruta con y sin

deshidratacion osmotica previa.



Capitulo 4. Preservacion de araza mediante deshidratacion osmaética sola o como
pretratamiento del secado convectivo, liofilizacion o congelacion

154

Figura 4.8. Secado de pulpa de araza: a) sin pre-tratar secada por 3h; b) osmodeshidratada y secada por
3h; ¢) sin pre-tratar secada por 4h; d) osmodeshidratada y secada por 4h
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Los resultados experimentales mostraron que la estructura del araza deshidratado
mediante secado convectivo sin pretratamiento osmético (F/Sec) sufrié un deterioro muy
grande (Figura 4.8 a y c¢) imposibilitando la medicion en F/Sec de la capacidad de
rehidratacion, textura, concentracion y actividad antioxidante, asi como la composicion y
la digestion in-vitro, por lo tanto solo pudo medirse la humedad y el color en estas

muestras.

La Tabla 4.10 muestra el efecto de los distintos métodos de preservacion
evaluados (osmodeshidratacion, congelacion, dehidro-congelacion, liofilizacion, osmo-
liofilizacion, secado convectivo, y osmo-convectivo (3, 4h) ) en el contenido de humedad

y color (L*, IS, AH) de pulpa de araza..

Tabla 4.10. Efecto de los distintos procesamientos en la humedad (H%), luminosidad

(L*), indice de saturacion (IS) y angulo de matiz (AH®), del araza

Tratamientos H (%) L* IS AH(®)
Fruta sin tratar  94.19+0.42f 68.52+0.77¢ 34.31+1.40¢  103.10+0.93¢
DO 59.76+0.04¢ 69.60-+0.09¢ 42.52+0.06° 84.29+0.024
F/Cong 93.52+0.17F 72.59+0.08¢ 40.03+0.14° 86.37+0.02%
DO/Cong 56.85+1.53¢ 70.45+0.08°¢ 40.21£0.14¢ 85.3740.064
F/Lio 28.76+0.10° 71.85+1.20¢ 31.96+2.06°  90.90+0.42¢F
DO/Lio 17.33+0.05° 66.93+1.31°¢ 44.64+1.72¢ 93.24+0.48F
F/Sec 12.76+0.06* 34.28+1.40° 14.51+1.882 39.26+3.37°
DO/Sec 3h 16.75+0.30° 51.41+£0.31° 27.67€1.29%  73.17+0.61%
DO/Sec 4h 15.04+1.53% 51.92+1.90° 24.88+0.32° 64.99+1.84°

DO: Osmodeshidratada; F/Cong: Fruta congelada; DO/Cong: Dehidro-congelada; F/Lio: Fruta
liofilizada; DO/Lio: osmo-liofilizadas; F/Sec: Fruta secada a 70°C; DO/Sec 3h: Secada osmo-
convectivamente a 70°C por 3h; DO/Sec 4h: Secada osmo-convectivamente a 70°C por 4h.
*Supraindices con letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre los
tratamientos (P< 0.05; Tukey)

Los niveles de humedad mas bajos (Tabla 4.10) correspondieron a las muestras
secadas en estufa (F/Sec) sin pretratar. La aplicacién de secado convectivo o de
liofilizacion redujeron la humedad de la fruta osmodeshidratada 71-75% (P< 0.05)

obteniéndose productos con contenidos de humedad similares (16.37%; P> 0.05).
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La congelacion del araza osmodeshidratado disminuy6 5% (P< 0.05) la humedad
final de la muestra debido probablemente a cambios producidos en la permeabilidad de

las membranas que disminuyeron su capacidad de retencion de agua.

Segun el Codigo Alimentario Argentino (CAA), capitulo XI - Art 903 y 824: “Las
frutas secas no debera contener mas de 25% de agua y cuando la fruta secada se empaca
en envases herméticos, se permitira un contenido de agua maximo del 35%”. Las
condiciones de secado utilizadas en este estudio (Tabla 4.10) permitieron obtener
productos que cumplian con los requisitos del codigo alimentario argentino (CAA).
Robbers y col. (1997) observaron que en kiwi secado mediante tratamiento osmo-
convectivo preservaba mejor la firmeza del fruto comparado con el secado sin

pretratamiento al final del proceso, alcanzando una humedad final de 25%.

La Figura 4.9 muestra la ubicacion de las muestras en el diagrama de color. Los
valores de IS y AH correspondientes a las muestras procesadas por DO, F/Cong,
DO/Cong eran similares, por lo tanto se agruparon y reemplazaron por su promedio al

igual que los de DO/Sec 3h; DO/Sec 4h.

La liofilizacién de muestras osmodeshidratadas no modifico (P> 0.05) los valores
de L* e IS, mientras que AH aument6 11% (P< 0.05) indicando un corrimiento hacia el
amarillo. Por otro lado el pretratamiento con DO redujo 6.8% la luminosidad del araza
liofilizado, mientras que IS aument6 40% (P< 0.05) y no se detectaron cambios

significativos (P> 0.05) en AH (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Ubicacion aproximada en el diagrama de color del indice de saturacion y angulo de matiz de
arazé procesado con y sin pre-tratamiento osmotico. (X) ST, (A ) promedio: DO, F/Cong, DO/Cong; (o)
F/Lio; (m) DO/Lio; (¢) promedio: DO/Sec 3h; DO/Sec 4h () F/Sec

Los tratamientos de secado convectivo de muestras osmodeshidratadas
disminuyeron la luminosidad L* (18%) y el indice de saturacion (38%) mientras que el
angulo de matiz decrecid 13 y 23% para tiempos de secado de 3 y 4 h respectivamente.
Si se compara el color del arazd pretratado (DO/Sec 3-4h) con el correspondiente a
muestras sin pretratar (F/Sec) puede observarse que la aplicacion de DO produjo un
aumento en la luminosidad (50%), el indice de saturacion (81%) mientras que el angulo
de matiz se incrementd 86 (DO/Sec 3h) y 65% (DO/Sec 4h) indicando que el color de las
muestras pretratadas era mas luminoso y saturado mientras que el matiz vird hacia
coloraciones mas amarillas (Figura 4.9). Estos cambios de color de las muestras secadas
podrian estar asociadas al pardeamiento durante el secado a causa de reacciones

enzimaticas y no enzimaticas, aunque la deshidratacion osmotica en las frutas puede
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mejorar la estabilidad en los pardmetros de color respecto a las frutas sin tratar (Krokida

y col., 2000).

4.7. Pérdida de liquidos por exudacion en la fruta congelada y dehidro-congelada

La Tabla 4.11 muestra el volumen de liquido perdido durante la descongelacion
del araza congelado (F/Cong) o dehidro-congelado (DO/Cong). Los resultados indicaron
que el pretratamiento con DO redujo las pérdidas por exudado 29% (P< 0.05; Tabla 4.11).
Este resultado podria estar relacionado con el efecto crioprotector de la sacarosa en los
tejidos de la fruta, ya que este tipo de soluto tiene la propiedad de incrementar la
osmolaridad celular y la viscosidad, ademas de actuar como agente deshidratante,
permitiendo la diminucioén del punto de congelacion (Benson, 2008) y evitando el dafio
en la estructura de los tejidos debido a la formacion de cristales de hielo de mayor tamafio

durante la congelacion (Bhattacharya, 2016).

Tabla 4.11. Efecto de la congelacion del araza con y sin pretratamiento osmotico en el

liquido perdido por exudacion

Exudacion (2 horas)

Tratamiento Exudado (g de liquido perdido/g.m.s)
F/Cong 0.14+0.04°
DO/Cong 0.10+0.01?

F/Cong: Fruta congelada; DO/Cong): Fruta dehidro-congelada. *Supraindices diferentes en cada
columna representa diferencias significativas (P< 0.05; Tukey)

Bianchi y col. (2011) estudiaron el uso de la deshidratacion osmoética como
pretratamiento a la congelacion de pera y kiwi, observando un descenso progresivo del
exudado en funcion del tiempo de deshidratacion osmotica, con valores de exudacion
inferiores al 50% respecto de la muestra sin tratar. De la misma forma Marani y col.
(2007) encontraron que la cantidad de exudado habia sido mayor en peras y manzanas

congeladas, que en las pretratadas con DO usando sacarosa como agente deshidratante.
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4.8. Cinética de deshidratacion mediante secado por conveccion
Las Figuras 4.10 muestran la cinética de secado, expresada mediante pérdida de

humedad de las muestras con y sin pretratamiento de DO sometidas a secado convectivo.

La pérdida de agua presentd una reduccién continua hasta alcanzar un valor
asintético a t > 15000 seg (Figura 4.10). En la segunda fase, la caida de humedad fue
mas lenta que en la fase anterior, lo que indica que el agua tiene gran dificultad para
migrar hacia la superficie ya que a tiempos de secado largos, la interaccion
matriz/humedad es muy fuerte favoreciendo una reduccion en la pérdida de agua (Telis-

Romero y col., 2005).
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Figura 4.10. Efecto del secado en el araza fresco y osmodeshidratado a 70°C, en la pérdida del contenido
de humedad durante el secado (H%)

A pesar de que la velocidad de secado fue mas alta y con una mayor pérdida de
agua en F/Sec que en DO/Sec, el tiempo necesario para alcanzar una humedad final en el
producto de 30% (humedad habitual de frutos deshidratados, CAA) fue menor en DO/Sec
(10800 seg) que en F/Sec (12600seg), debido posiblemente a la menor cantidad de agua
a eliminar en la fruta pretratada. Garcia-Paternina y col. (2015) postularon que la

reduccion de la velocidad de secado observada en mango procesado mediante secado
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osmo-convectivo podia deberse a la formacion de una capa superficial de células
colapsadas por efecto del tratamiento osmotico en la muestra, que contribuiria al aumento
de la resistencia al transporte de masa cerca de la interface de la fruta. Robbers y col.
(1997) informaron que la reduccion de la humedad fue mayor en cubos de kiwi fresco

que la fruta sometido a secado osmo-convectivo.

La Figura 4.11 muestra fotografias de las muestras de araza sin pre-tratar (ST, a),
osmodeshidratado (DO, b), fruta secada sin pre tratar (F/Sec3-4 h: ¢, e); Fruta secada por

osmo-conveccion (DO/Sec 3-4 h: d, f)
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Figura 4.11. Secado de pulpa de araza sin pre-tratar (ST, a) y Osmodeshidratado (DO, b) Secada sin pre
tratar (F/Sec3-4h; ¢, e); Fruta secada por osmo-conveccion (DO/Sec3-4h; d, f)



4h) presentaban una estructura severamente deteriorada con contraccién de volumen e

intenso pardeamiento (Figura 4.11c y e), mientras que en las sometidas a secado osmo-
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Visualmente se detectd que las muestras sometidas a secado convectivo (F/Sec 3-

convectivo (DO/Sec) las alteraciones eran menos marcadas, formando una “costra” en su

superficie sin deteriorar la estructura (Figura 4.11 d y f).

4.8.1.

araza solo se pudo analizar en la fruta deshidratada por secado osmo-convectivo, ya que
la estructura de las muestras secadas sin pretratamiento (F/Sec) quedd totalmente

destruida. La Figura 4.12 muestra el efecto de la duracion del secado convectivo (3 o 4h)

Capacidad de rehidratacion y pérdida de solidos por lixiviacion

El efecto del secado convectivo en la capacidad de rehidratacion de muestras de

en la capacidad de rehidratacion de muestras de araza.

Capacidad de Rehidritacion (CR)

convectivo de 3 a 4 horas no produjo cambios significativos (P> 0.05) en la capacidad de

rehidratacion de los productos que alcanzé un valor de 2.08. El-Beltagy y col. (2007)
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Figura 4.12. Cinética de rehidratacion del araza secado osmo-convectivamente a 3 y 4 h

Los resultados experimentales indicaron que el aumento del tiempo de secado

informaron datos de capacidad de rehidratacion (CR) en el rango 2.57—-3.44 para muestras
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de frutilla de diferentes geometrias sometidas a secado solar por 24 h (P> 0.05) luego de

120 min de rehidratacion.

Tampoco se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de solidos
perdidos durante la lixiviacion que alcanzo un valor promedio de 50.11% (Tabla 4.12).
Gamboa-Santos y col. (2014) observaron que el tiempo de secado no influyé en la
capacidad de rehidratacion y la pérdida de solidos por lixiviacidn de muestras de frutilla
secadas osmo-convectivamente. Los autores informaron que en general, el grado de

rehidratacion disminuye a medida que aumenta la tasa de deshidratacion.

Tabla 4.12. Efecto de la duracion del secado convectivo (3/4 h) en la pérdida de solidos

(SSL) durante la rehidratacion

Pérdidas de solidos durante la rehidratacion

Tratamiento Solidos Solubles Lixiviados (%)
DO/Sec 3h 50.19+0.05
DO/Sec 4h 50.04+0.26

DO/Sec 3h: Secado osmo-convectivo (70°C, 3 h); DO/Sec 4h: Secado osmo-convectivo (70°C, 4 h)

4.9. Variacion de las propiedades mecanicas del araza liofilizado o secado con y
sin pretratamiento de osmodeshidratacion
La dureza fue una de las propiedades mecanicas mas afectada por el tipo de
tratamiento (Tabla 4.13). Los niveles mas bajos de dureza correspondieron a la fruta sin
tratar (ST) y a la liofilizada sin tratamiento previo (F/Lio) que eran similares (0.79+0.22
N, P> 0.05) mientras que las muestras deshidratadas con secado osmo-convectivo durante

4 h fueron las mas duras.

El efecto de los tratamientos en la dureza del arazéa en orden decreciente fue:
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Dur (DO/Sec 4h) >> Dur (DO/Lio) > Dur (DO/Sec 3h) > Dur (DO) > Dur

(F/Lio) = Dur (ST)

La aplicacion de los distintos métodos de secado (secado convectivo y
liofilizacion) increment6 la dureza de las muestras osmodeshidratadas 56 (DO/Sec 3h),

387 (DO/Lio) y 687% (DO/Sec 4h).

Tabla 4.13. Efecto de los métodos de procesamiento en las propiedades mecanicas del

araza
Propiedades Tratamientos
Mecanicas ST DO DO/Sec 3h  DO/Sec 4h  F/Lio DO/Lio
Dureza (N) 0.95+0.26° 2.83+031° 4.43+026° 22.29+0.31¢ 0.63+0.28° 13.77+0.28¢
Adhesividad 0.20+0.06® 0.25+0.06® 0.40£0.05°  0.7240.05¢ 0.08+0.05° 0.06+0.05*

Dureza 2°ciclo (N)  0.78+0.35% 2.17+0.43® 3.72+£0.35®  23.91+0.93¢ 0.56+0.38° 7.76+0.38°
Cohesividad (J) 0.31+0.03*  0.32+£0.04® 0.64+0.03°  0.84+0.04° 0.53+0.04° 0.29+0.04°
Elasticidad (mm) 0.87+0.04® 0.98+0.05° 1.00+0.04°  1.43+0.05° 0.88+0.04° 0.68+0.04°
Firmeza (g) 0.30+0.17*  0.90+£0.21° 2.8440.17°  18.7240.219 0.33£0.19* 4.04+0.19¢

Masticabilidad (mJ) 0.26+0.58* 0.88+0.71* 2.8440.0.58* 26.77+0.71° 0.29+0.64° 2.75+0.64
ST: fruta sin tratar; DO: Deshidratada osméticamente; DO/Sec 3h: osmo-convectivo 3 horas; DO/Sec
4h: osmo-convectivo 4 horas; F/Lio: Liofilizada; DO/Lio: Osmo-liofilizada; *Supraindices con letras
diferentes en cada fila representan diferencias significativas (P< 0.05; Tukey)

Hawkes y Flink (1978) sugirieron que la influencia del pretratamiento con DO en
la dureza de las muestras liofilizadas podria deberse al descenso del punto eutéctico
producido por el aumento de la concentracion de solutos a la temperatura de liofilizacion,
lo que favorece una mayor deshidratacion de la fruta incrementando su dureza. Por su
parte Wais (2011) informd que el efecto de las transformaciones sufridas durante la DO
(incorporacion de s6lidos y eliminacion de agua) en manzanas, produjo un

endurecimiento durante una etapa posterior del secado con aire caliente.

Por otra parte, la extension del tiempo de secado convectivo de 3 a 4 h increment6

la dureza del producto 403% (Tabla 4.13).
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DO/Sec 4h fue el Gnico proceso que afect6 la adhesividad del araza (P> 0.05), ya
que esta aumentd 261% respecto de los otros tratamientos. Wais (2011) sugiridé que la
adhesividad aumenta con la cantidad de s6lidos en la superficie, obteniendo productos

mas adhesivos 0 pegajosos.

Tanto la deshidratacion osmotica como la osmo-liofilizacion o los tratamientos de
secado osmo-convectivo aumentaron la dureza en el 2° ciclo, pero debido a la variabilidad
de los resultados, el efecto fue significativo (P< 0.05; Tabla 4.13) en las muestras osmo-

liofilizadas (163%) y en las deshidratadas con DO/Sec 4h (713%).

La aplicacion de la deshidratacion osmotica y la osmo-liofilizacion no influyeron
(P> 0.05) en la cohesividad del arazd mientras que en las tratadas con secado osmo-
convectivo se incrementd 100 (Sec/DO3 h) y 171% (Sec/DO4 h) respectivamente (P<
0.05; Tabla 4.13). Esto podria deberse a que en presencia de una fuerza de compresion,
la pérdida de agua en la fruta puede aumentar la capacidad de deformacion de la misma
sin romperse (Wais, 2011). En cambio, el comportamiento de las muestras liofilizadas
(F/Lio) y las osmo-liofilizadas (DO/Lio) fue el opuesto ya que las primeras fueron 83%

mas cohesivas que las segundas (P< 0.05).

La elasticidad al igual que las masticabilidad alcanzaron los valores mds altos en
las frutas procesadas con DO/Sec 4h (Tabla 4.13; P< 0.05) mientras que no se detectaron
efectos significativos (P>0.05) en la elasticidad de las muestras osmodeshidratadas,

liofilizadas, osmo-liofilizadas y en las procesadas con DO/Sec 3h.

La osmo-liofilizacion y el secado osmo-convectivo fueron los Gnicos tratamientos
que modificaron la firmeza de la fruta ya que se determinaron incrementos de 1246-

6140%. (P< 0.05; Tabla 4.13).
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4.10. Efecto de los distintos procesamientos en la concentracion de bioactivos y

actividad antioxidante del araza

La Tabla 4.14 muestra la influencia de los procesos de congelacion, secado
convectivo y liofilizacion, con y sin tratamiento de osmodeshidratacion previo, en el
contenido de bioactivos (PT, FT, CT, AA) y la actividad antioxidante (ARA, FRAP) del
araza. El araza liofilizado (F/Lio) presentd los valores de polifenoles y flavonoides
totales, actividad antiradicalaria y capacidad de reduccion del Fe** mas altos (Tabla 4.14;
P<0.05) mientras que los mas bajos correspondieron a las muestras sometidas a secado
osmo-convectivo (DO/Sec 3,4h). Los resultados experimentales indicaron que la
duracion de DO/Sec solo afect6 al contenido de acido ascorbico, ya que al aumentar de 3

a 4 h el tiempo de secado, disminuyd 40% (Tabla 4.14; P<0.05).

Tabla 4.14. Efecto de los métodos procesamiento del araza en la concentracion y

actividad antioxidante

Compuestos Bioactivos Actividad antioxidante

Muestras
PT FT CT AA ARA FRAP

ST 31.04+0.63° 16.02+0.33¢ 68.56=1.01¢ 195.01£6.96" 80.17+2.01¢  615.88+13.62¢
DO 35.06+0.76° 13.17+1.24% 47.58+6.01° 102.67+3.39° 62.86+2.18° 527.57+19.51¢
F/Cong 40.6240.21¢ 15.94£0.25% 574742 47° 118.6143.47¢ 78.54=1.83¢  610.54+10.54¢
DO/Cong 3733+]1.33«d 12.7940.44% 46.76£2.01° 103.10+3.70c 63.07+0.19°  520.83+19.51°
DO/Sec3h 24 .58+1.25° 7.86+1.14% 18.66+1.37* 42.92+0.80° 35.71£0.70*°  305.55+14.69°
DO/Sec 4h  22.77+1.56* 7.05£0.74"  17.70+0.74* 25.25+0.33* 32.61+0.45° 303.39+£12.53°
F/Lio 114.95+0.19° 26.32+1.32¢ 67.14=1.18% 1599544 56° 81.25+3.45¢ 1076.82+17.82°
DO/Lio 35.40+0.50° 10.85+0.81% 24.88+1.63* 50.37+1.34" 43.08+1.78"  422.61+7.29

ST: Fruta sin tratar; DO: osmodeshidratada; F/Cong: Fruta congelada; DO/Cong: Dehidro-
congelada; DO/Sec 3h: osmo-convectivo 3 horas; DO/Sec 4h: osmo-convectivo 4 horas; F/Lio: Fruta
Liofilizada; DO/Lio: Osmo-liofilizada; PT: Polifenoles totales mg EAG/g m.s; FT: Flavonoides
totales mg CAT/g m.s; CT: Carotenoides totales mg B-caroteno/g m.s; AA: Acido ascérbico mg
AA/100 g m.s; ARA: Actividad antiradical % de inhibicién; FRAP: Poder reductor pM Fe**/g m.s.
*Supraindices con letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas (P< 0.05;
Tukey)
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La DO no afect6 (P> 0.05) el nivel de PT y FT de la muestra sin tratar (ST), pero
redujo (P< 0.05) los de CT (31%), AA (79%), ARA (22%) y FRAP (14%). La
congelacion de muestras osmodeshidratadas no modificé (P> 0.05) el contenido de
antioxidantes del producto ni su actividad (P> 0.05) mientras que la liofilizacion no
influy6 en el nivel de PT y FT (P> 0.05), pero ocasiond pérdidas en CT/AA (50%), asi
como en la actividad antiradicalaria (ARA; 31%) y en la capacidad para reducir Fe**
(FRAP, 20%; P<0.05). Pucuhuayla (2018) inform¢é que el efecto de la osmo-liofilizacion
de carambola (Averrhoa carambola L.) redujo 48% los niveles de carotenoides frente a
la fruta sin tratar, sin embargo el procesamiento de la fruta por secado por aire caliente,
liofilizacion y osmo-liofilizacion afecto fuertemente la actividad antioxidante, siendo el
proceso combinado (osmo-liofilizacion) la de menor pérdida de actividad (89%), respecto

a las anteriores.

4.10.1. Efecto del procesamiento del araza en la composicion de polifenoles

La Figura 4.13 muestra los cromatogramas correspondientes al efecto de la
deshidratacion osmdtica, secado osmo-convectivo (3-4 h), osmo-liofilizado y liofilizado

en la composicion polifendlica del araza.
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Figura 4.13. Cromatograma de la fruta de araza sin tratar (ST), osmodeshidratada (DO), deshidratada
mediante secado osmo-convectivo3 (DO/Sec 3h) o 4 h (DO/Sec 4h), liofilizada (F/Lio) y osmo-liofilizada
(DO/Lio)

Tanto en la fruta sin tratar (ST) como en la liofilizada sin pre-tratamiento (F/Lio)
se detectaron 4 acidos fenolicos: galico (AG), clorogénico (CL), cindmico (CIN), y trans-
ferulico (tFER), asi como 3 flavonoides: rutina trihidratada (R(H20)s; quercetina-3-O-
En las muestras

rutinosido eriodictiol

(QRut) vy -7-O-glucoésido  (EGlu).
osmodeshidratadas (DO) se detectaron: QRut, R(H20)3, AG y CL, asi como la aparicion
a un tiempo de retencidon = 5.6 min de un pico no identificado (Descon.) que podria estar

asociado a reacciones de pardeamiento (Koulani y col., 2016).

La liofilizacién de muestras osmodeshidratadas produjo un perfil polifendlico

similar al de la fruta tratada con DO aunque también apareci6 un pico correspondiente al
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trans-Ferulico que no habia sido detectado en las osmodeshidratadas pero que fue

detectado en la fruta sin tratar y en las liofilizadas (F/Lio).

Los procesos de secado osmo-convectivo produjeron fuertes cambios en el perfil
polifendlico ya que solo se detectaron 2 flavonoides derivados de la rutina: rutina
trihidratada y quercetina-3-O-rutinosido (QRut) y el compuesto desconocido a tR= 5.6
min. Los resultados de los cromatogramas indicaron que tanto el acido cinamico como el
eriodictiol -7-O-glucdsido eran inestables en las condiciones usadas para la DO ya que

no se detectaron en ninguno de los procesos donde se utilizdo como pretratamiento.

La Tabla 4.15 muestra el efecto de la osmodeshidratacion, secado osmo-
convectivo, liofilizacion y osmo-liofilizacion en la composicion y concentracion

polifenolica de la pulpa de araza.

Tabla 4.15. Efecto de los métodos de procesamiento en la composicion de polifenoles

del araza
Bioactivos t.R ST DO DO/Sec3h DO/Sec4h F/Lio DO/Lio
(min)}
(CL)* 9.6  33.10£1.83* 53.73x4.15% ND ND 49.65+2.32%  68.37+6.17°
(CIN)* 275  28.01£2.59° ND ND ND 42.0142.15° ND
(AG)* 44  10.18%0.57°  5.25£0.67° ND ND 15.2740.83°  6.39+0.32°
Descon. 5.6 ND 6.78+0.13"  59.531245h  88.27+7.97¢ ND 8.26+0.16"
(tFER)* 17.4  127.31%7.20° ND ND ND 190.96+5.47°  96.7447.19
(QRut), 3.1 133.0943.59° 77.61+£8.44* 103.67.51+5.10 95.49+5.01% 149.65+4.28° 90.92+5.14%
(EGlu), 25.0  43.2843.60° ND ND ND 64.9242.27% ND
(RH,0) 3.5 131.8241.08° 89.55+8.44%  65.03£5.21°  74.27+4.94% 147.7446.32° 105.46+5.14b

ttR: tiempo de retencion; ST: Fruta sin tratar; DO: Osmodeshidratado; DO/Sec 3h: Sec Osmo-
convectivo 3h; DO/Sec 4h: Sec Osmo-convectivo 4h; F/Lio: Fruta liofilizada; DO/Lio: Osmo-
liofilizacién; CL: clorogénico; CIN: cindmico; AG: gilico;; tFER: Trans-Ferulico; *mg (100g de
materia seca (m.s))'; '"QRut: Quercetin 3-O-rutinosido (mg R(H20)3 eq(100g m.s)"); R(H20): mg
R(H20); eq (100g m.s)"'; Descon: Compuesto desconocido (mg R(H20); eq(100g m.s)”'; ND: No
detectado. *Supraindices en cada fila representan diferencias significativas (P< 0.05; Tukey)
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Aunque la aplicacion individual de la DO o de F/Lio aumentaron la concentracion
de 4cido clorogénico de pulpa de araza sin tratar, el efecto no fue significativo (P> 0.05;
Tabla 4.15) sin embargo cuando se combinaron ambos en la osmo-liofilizacion el

contenido de CL se incremento 67%.

La deshidratacion osmotica y la liofilizacion tuvieron efectos opuestos en la
concentracion de AG, tFER, QRut y R(H20)3, ya que DO las redujo (P< 0.05) mientras
que F/Lio incremento su contenido aunque el efecto fue significativo (P<0.05) solo para
CIN y tFER donde el aumento fue 50%. En el caso de muestras osmo-liofilizadas, el
efecto positivo de la liofilizacion fue significativo en el tFER pues se recuperaron los
niveles de la muestras sin tratar (P> 0.05). La aplicacién de secado convectivo a muestras
osmodeshidratadas incrementd QRut y redujo R(H2O)3, sin embargo las variaciones
fueron significativas (P< 0.05) solo para el primer compuesto y con tiempos de secado de
3 h. La concentracion del compuesto desconocido (Descon.) en las muestras osmo-
liofilizadas fue similar a la de la fruta osmodeshidratada, pero crecio 778-1202% en las

muestras tratadas con secado osmo-convectivo.

4.11. Digestion simulada in-vitro y su efecto en el contenido de bioactivos y
actividad antioxidante para cada uno de los procesos de conservacion
La Tabla 4.16 muestra el efecto de la digestion in-vitro en el contenido y la
actividad antioxidante del araza sin tratar y procesado mediante osmodeshidratacion,

congelacion, dehidro-congelacion, liofilizacion, osmo-liofilizacidon y osmo-conveccion.
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Tabla 4.16. Digestion in-vitro de muestras de araza congelado, liofilizado y secado

convectivamente, con y sin pretratamiento osmotico

Muestra PT FT . .CT _ ARA FRAP
Condiciones Iniciales
ST 31.04+0.63'  16.02£0.33'  68.56+1.01'  80.17+2.01™  602.83+13.62%
DO 35.06£0.76"  13.17+1.24"  47.58+6.017  62.86+2.18"1  527.57+19.51
F/Cong 40.62+0.21™  15.94+0.25  57.47+2.47%  78.54+1.83™  615.88+13.62"
DO/Cong 37.33£1.33™  12.79+0.44"  46.76£2.01'  63.07+0.19%  520.83£19.51
F/Lio 114.95+0.19°  26.32+1.32%  67.14+1.18"  81.25+3.45™ 1076.82+17.82™
DO/Lio 35.40£0.504  10.85+0.81%" 24.88+1.63%" 43.08+1.78"  422.61+7.29
DO/Sec 3h 24.58+1.25"  7.86+1.14"%*  18.66+1.37°¢ 35.71+0.70%  305.55+14.69¢
DO/Sec 4h 22.77+1.568"  7.05+0.74°¢  17.70+0.74 32.61+0.45°°  303.39+12.53¢
Digestion Gastrica
ST 10.21£0.20*  7.33+0.31°¢  26.91+1.09°"  35.53+2.64% 303.39+13.47%
DO 14.88+0.01%  5.53+0.39°  24.81+0.62°" 30.61+£1.57% 222.61+12.84"
F/Cong 10.57+1.35%  6.48+0.58%  25.94+1.76% 32.95+2.47°¢  368.38+8.35°
DO/Cong  12.46£0.47°  6.25£0.38"  23.83+1.57°% 36.74+1.82%"  236.85+9.84°
F/Lio 46.30£0.29"  12.76+0.13"  31.96+0.24%  55.86+2.838" 406.77+13.64%
DO/Lio 18.88+0.26¢ 5.49+0.02°  13.47+0.82°  26.11£1.63>  165.42+12.77®
DO/Sec 3h  7.49+0.78® 2.51+0.11°  9.21£0.73*®  9.98+0.90*  159.85+10.23°
DO/Sec 4h 4.84+0.17° 2.49+0.18? 8.65+0.85° 7.89+1.24°  159.35+18.24°
Digestion Gastrointestinal
ST 21.1340.88™"  10.27+0.30°"  47.13+0.15Y  62.61+4.34" 442 70+14.04"
DO 23.26+1.71%  8.59+0.42°¢T  36.69+0.46%  54.72+0.62%8  327.89+20.59%
F/Cong 32.67+1.47%  11.69+0.938"  4573+1.82"  67.12+2.64%  473.21+18.47"
DO/Cong  25.47+1.63'  8.67+1.24°"  39.01+2.858" 59.83+0.86¢" 348.47+11.74%F
F/Lio 90.88+0.40°  24.94+0.45%  54.16+2.63%  72.33+1.158  851.23+15.55'
DO/Lio 30.45+£0.33  9.16+0.73%%  19.73+1.67%% 38.22+1.30°" 334.22+12.72%
DO/Sec 3h 19.75+0.67%  6.63+0.72°¢  15.66+0.74™  23.45+1.62°  332.69+13.88%
DO/Sec 4h 17.92+0.64°"  5.92+0.45°  15.24+1.37"  21.84+0.68" 317.92+19.89%

ST: Sin tratar; DO: Osmodeshidratada; F/Cong: Fruta congelada; DO/Cong: Dehidro-congelada;
F/Lio: Fruta Liofilizada; DO/Lio: Osmo-liofilizada; DO/Sec 3h: osmo-convectivo 3 horas; DO/Sec
4h: osmo-convectivo 4 horas; PT: Polifenoles totales mg EAG/g m.s; FT: Flavonoides totales mg
CAT/g m.s; CT: Carotenoides totales mg B-caroteno/g m.s; ARA: Actividad antiradical % de
inhibicion; FRAP: Poder reductor pnM Fe*'/g m.s. *Supraindices con letras diferentes en cada
columna representan diferencias significativas (P< 0.05; Tukey)

La Figura 4.14 muestra la influencia de los distintos procesamientos en la
retencion (%) de la bioacessibilidad de: PT (a), FT (b) y CT (c¢) y de la actividad

antioxidante (ARA: d; FRAP: e) correspondiente a las etapas de digestion gastrica e
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intestinal in-vitro del araza considerando como 100% el nivel inicial de bioactivo o de

actividad corespondiente a cada tratamiento.

La digestion gastrica redujo la bioaccesbilidad de PT (46.7 — 79.8%), FT (49.3 —

67.9%) y CT (47.4 — 54.9%) asi como los valores de la actividad antioxidante de los

productos (ARA: 32.3 — 75.8%, FRAP: 40.2 — 63.3%) de todas las muestras analizadas

(Figura 4.14 a-e). Sin embargo, la etapa intestinal tuvo el efecto opuesto ya que la pérdida

de bioaccesibilidad y de actividad antioxidante de la etapa gastrica fue parcialmente

compensada, de manera que el efecto neto de la digestion in-vitro, expresado como

pérdidas (%) respecto del valor inicial, fue: 14 -32% (PT); 6 - 33% (FT), y 14 -21% (CT).

120

100

80

60

40

% de Bioaccesibilidad

20

DO

F/Cong DO/Cong
PT

F/Lio

DO/Lio

H % Inicial O Gastrico OIntestinal

DO/Sec 3h DO/Sec 4h




% de Bioaccesibilidad % de Bioaccesibilidad

% Ret. AOA

120

100

80

60

40

20

120

100

80

60

40

20

120

100

80

Capitulo 4. Preservacion de araza mediante deshidratacion osmética sola o como
pretratamiento del secado convectivo, liofilizacion o congelacion

b)

F/Cong DO/Cong F/Lio DO/Lio

DO/Sec 3h DO/Sec 4h

ST DO
FT
u % Inicial OGastrico OIntestinal
©)
— = 5
— E= = ol
N

F/Cong DO/Cong F/Lio DO/Lio

DO/Sec 3h DO/Sec 4h

DO
CT
u % Inicial OGastrico OlIntestinal
d)
e - Ee =
=3
2 =

DO

F/Cong DO/Cong F/Lio DO/Lio
ARA

u % Inicial OGastrico OIntestinal

DO/Sec 3h DO/Sec 4h




Capitulo 4. Preservacion de araza mediante deshidratacion osmaética sola o como
pretratamiento del secado convectivo, liofilizacion o congelacion

120

100
80 - =

60 B &

% Ret. AOA

40

20

DO F/cong  DO/Cong F/Lio DO/Lio DO/Sec 3h DO/Sec 4h
FRAP

H % Inicial O Gastrico @ Intestinal

Figura 4.14. Retencion de bioacesibilidad PT (a); FT (b); CT (c) y de Actividad antioxidante ARA (d);
FRAP (e) en la digestion simulada para la fruta procesado por congelacion (F/Cong); dehidro-congelacion
(DO/Cong); liofilizacion (F/Lio), osmo-liofilizacion (DO/Lio) y secado osmo-convectivo (DO/Sec 3h,
DO/Sec 4h)

En el caso de la actividad antioxidante se determinaron reducciones de 6 — 35%
en ARA mientras que para el FRAP se detectaron caidas entre 21-38% en las muestras
sin tratar, osmodeshidratadas asi como en las congeladas o liofilizadas con y sin DO
previa y ganancias de 4-8% en las procesadas con secado osmo-convectivo. Pinazo
(2015) observd diferencias significativas en los porcentajes de bioaccesibilidad y
actividad de polvos de caqui, obtenidos por liofilizacion y por secado por aire caliente.
Los autores informaron niveles de bioaccesibilidad de 91 y 69.6% de polifenoles y
flavonoides en las muestras procesadas por liofilizacion mientras que la las secadas por
aire caliente fue de 46 y 53% respectivamente, mientras que la actividad antioxidante al
final de la digestion fue similar en ambas muestras. De manera similar Arroyo (2017)
inform6 que la bioaccesibilidad de los antioxidantes de las bayas de murta era mayor en

muestras liofilizadas que en las secadas con aire caliente.

5. Conclusiones
e Las variables del proceso (t, T, C) fueron satisfactoriamente predichas mediante un

modelo polindmico.
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Las condiciones de proceso Optimas obtenidas a partir de la funcion de deseabilidad
combinando las variables sensoriales, nutricionales y la eficiencia del proceso
fueron:

Tiempo de inmersion= 60 min.

Concentracion de sacarosa= 60°Bx

Temperatura = 40°C.

Los niveles mas altos de retencion de antioxidantes/actividad correspondieron al
araza liofilizado (F/Lio) seguido por el congelado (F/Cong).

La deshidratacion osmotica redujo el contenido de bioactivos y la actividad
antiradical de las muestras con respecto a la sin tratar. La congelacion de muestras
osmodeshidratadas (DO/Cong) no produjo cambios en estas propiedades sin
embargo la liofilizacion (DO/Lio) tuvo el efecto contrario al observado en muestras
liofilizadas sin pretratamiento (F/Lio) ya que caus6 un descenso pronunciado tanto
en la concentracion de antioxidantes como en ARA

La aplicacion de secado convectivo al araza sin osmodeshidratacion previa genero
un fuerte pardeamiento y pérdidas totales de la estructura de la fruta impidiendo la
determinacion de sus propiedades mecanicas y nutricionales asi como de su
capacidad de rehidratacion. Estos problemas fueron parcialmente mejorados con el
secado osmoconvectivo aunque la retencion de antioxidante y de actividad
antiradicalaria fue mucho menor que la obtenida con los otros tratamientos.
Laretencion de la bioaccesibilidad de PT, FT y CT en las muestras tratadas fue mayor
o igual que en las sin tratar. En el caso de la actividad antioxidante se observo que:
ARA (DO, F/Lio, DO/Lio, F/Cong, DO/Cong) > ARA (ST)

ARA (DO/Sec 3,4h) < ARA (ST)

FRAP (F/Lio, DO/Lio, F/Cong, DO/Sec 3, 4 h) > FRAP (ST)
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FRAP (DO, DO/Cong) < FRAP (ST)

La retencion de la bioaccesibilidad de PT, FT y CT y de la actividad antioxidante en
muestras dehidro-congeladas u osmo-liofilizadas fue mayor o igual que en muestras
osmodeshidratadas.

A pesar de presentar altos niveles de retencion de bioactivos y de actividad, en
valores absolutos las muestras secadas mediante tratamiento osmo-convectivo

(DO/Sec) tuvieron los niveles mas bajos de estas propiedades.
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Conclusiones Generales

e La pulpa de araza es una materia prima adecuada para la elaboracion de bebidas en
polvo instantdneas secadas mediante liofilizaciéon. Debido a su bajo contenido de
azucares, la concentracion de coadyuvante necesaria es baja (5%) lo que permite la
obtencion de polvos con buen color, solubilidad y altos niveles de bioactivos y
actividad antioxidante.

e Los valores criticos de actividad del agua (20°C) pronosticados por la interrelacion
Te/aw [0.61 (Arazd/maltodextrina), 0.49 (Arazd/goma ardbiga Arazd/inulina y
Araza/inulina/malto- dextrina)] sobreestimaron los rangos de a, correspondientes a
la estabilidad optima del color y del contenido/actividad del antioxidante. La
validacion de estos resultados mostrd que para evitar cambios indeseables en estas
propiedades, la actividad acuosa no debe superar 0.11, lo que indica que en estos
casos, la Tg no era un criterio confiable para la prediccion de la estabilidad.

e Los polvos de Araza/inulina y Arazd/inulina/maltodextrina son matrices adecuadas
para el desarrollo de L. plantarum CIDCA 83114, satisfaciendo las condiciones
nacionales e internacionales para ser considerados alimentos funcionales. Sin
embargo, este trabajo debe completarse con un ensayo de vida 1til, con el fin de
determinar el efecto del tiempo y las condiciones de almacenamiento en el producto,
ya que se esperaria que en condiciones de humedad relativa < 11%, temperatura <
20°C y envasado en peliculas de baja permeabilidad al oxigeno y al agua, las pérdidas
en las caracteristicas fisicoquimicas y de viabilidad del probidtico sean bajas.

e La aplicacion de secado convectivo al arazd sin osmodeshidratacion previa causo
caidas pronunciadas del color y pérdidas totales de la estructura de la fruta que fueron

mejorados con el secado osmo-convectivo.



Conclusiones Generales

La liofilizacion (F/Lio) fue el mejor método para obtener trozos de araza con alto
nivel de antioxidantes/actividad seguido por la congelacion (F/Cong) mientras que el
secado osmo-convectivo por 3-4h (DO/Sec3, 4h) result6é el menos apropiado.

La retencion de la bioaccesibilidad de los grupos de antioxidantes fue mayor en las
muestras tratadas que en las sin tratar. En el caso de la actividad antioxidante, el
comportamiento fue similar excepto para:

ARA (DO/Sec3,4 h) < ARA (ST)

FRAP (DO, DO/Cong) < FRAP (ST)

El presente estudio permitié obtener productos procesados a base de araza con
optimos niveles de compuestos saludables y elevada estabilidad fisica para ser

utilizado en la industria alimentaria.
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