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1. Introducción

La industria alimentaria es un importante consumidor de productos químicos de

diferente funcionalidad, ya sea como ingredientes especificos o aditivos. Sin

embargo, desde hace unas décadas, existe un aumento en la demanda de

alimentos de calidad limitando el agregado de ingredientes sintéticos, lo que

impulsa al desarrollo de nuevos métodos de producción que a su vez utilicen

aditivos naturales y mantengan las características originales de los alimentos.

Una de las principales manifestaciones de deterioro quimico de los alimentos

es el oscurecimiento con tinte castaño. Según el tipo y composición de un

alimento y las condiciones a las que esté expuesto (contenido acuoso, pH,

temperatura), la causa del oscurecimiento puede deberse a reacciones

enzimáticas o no enzimáticas. Las reacciones enzimáticas ocurren por acción

enzimática, en vegetales frescos, a alto contenido de agua y a temperatura

ambiente, mientas que las no enzimáticas se producen fundamentalmente a

alta temperatura en alimentos azucarados.

En muchos procesos industriales es importante lograr la inhibición de ambos

tipos de reacciones y los agentes inhibidores universales para ambas son los

bisulfitos, derivados del dióxido de azufre gaseoso. Estos agentes tienen

además propiedades de provocar la inhibición del crecimiento de hongos y

también efecto bacteriostático. Es debido a todos estos efectos benéficos que

durante el siglo XX se han empleado abundantemente. Sin embargo, en

estudios previos se ha demostrado que pueden generar reacciones muy

violentas en personas sensibles, y en las últimas décadas se ha tendido a

limitar su empleo. Las nuevas condiciones en el empleo de sulfitos como

inhibidores de las reacciones de oscurecimiento (enzimático y no enzimático)
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condujeron a la búsqueda de fuentes naturales y hay un gran interés en probar

el desempeño de extractos vegetales para este fin (Wen y Wrolstad, 2005).

En esta tesis se ha investigado la posibilidad de emplear extractos naturales

que tengan propiedades que les permitan actuar inhibiendo reacciones de

pardeo enzimático y/o no enzimático en reemplazo de los aditivos no

naturalmente presentes en alimentos, como los sulfitos.

1.1 PARDEAMIENTO ENZIMÁTICO

Los compuestos fenólicos y polifenólicos naturales se oxidan a quinonas a

través de reacciones enzimáticas (mediante la enzima polifenoloxidasa, PFO).

Luego estas quinonas están sometidas a reacciones ulteriores, catalizadas

enzimáticamente o no, que por condensación generan pigmentos pardos. por lo

que se conoce como pardeamiento enzimático. El pardeamiento enzimático, si

bien en algunos casos específicos es deseable (por ejemplo: en la

fermentación de té y cacao), en otros resulta en una pérdida de valor nutricional

y funcional y además en una alteración de las características organolépticas de

los alimentos (Friedman y col., 1996; Ding y col., 2004).

Los agentes más usados para controlar el oscurecimiento provocado por

enzimas son los agentes que contienen sulfito. Dado los efectos adversos para

la salud que pueden generar, varias investigaciones se han dedicado estudiar

agentes antipardeamiento que no contengan sulfitos, como los agentes

reductores (ácido ascórbico y análogos, glutationato, L-cisteina), inhibidores

enzimáticos (ácidos carboxílicos aromáticos, resorcinoles sustituidos, aniones,

2
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péptidos), agentes quelantes (fosfatos, EDTA, ácidos orgánicos), acidulantes

(ácido cítrico, ácido fosfórico, agentes complejantes (ciclodextrinas) y enzimas

(Labuza y col., 1992; Lambrecht, 1995; Martinez y Whitaker, 1995; McEvily y

col., 1992; Molner-Perl y Friendman, 1990a y b; Friedman y col., 1992;

Monsalve-Gonzalez y col., 1993; Moon y col.,1999; Nicolas y col., 1994;

Vamos-Vigyazo, 1995; Walker, 1995). De acuerdo con la literatura, el control de

pardeamiento enzimático por agentes puede ser clasificado en tres categorias,

dependiendo de si afectan principalmente productos de reacción, los sustratos

o la enzima poiifenoloxidasa. Las ortoquinonas son productos de reactivos

primarios y pueden ser reducidos a ortodifenoles o atrapados como

componentes incoioros. Sin embargo, los productos secundarios resultantes,

principalmente de la polimerización oxidativa de o-quinonas generan

compuestos altamente coloreados que son reactivos en reacciones no

enzimáticas posteriores. Diferentes fenómenos físicos y fisiológicos tales como

el pardeamiento de los alimentos, el cambio de color de los vegetales durante

el procesado, la alteración de la solubilidad y la digestibilidad, la formación de

sustancias húmicas, actividad germicida, citotoxicidad y otros, ocurren cuando

las quinonas de las células desintegradas reaccionan con aminoácidos

(Hidalgo y col., 2005; Bittner, 2006). Si bien las PFO tienen efecto favorable en

los mecanismos de detoxificación de aguas naturales, los mecanismos de

toxicidad y las vias por las cuales los bifenilos policlorados (PCBs) pueden

activarse y actuar como inductores de cáncer incluyen la oxidación a sus

correspondientes quinonas y reacción con aminoácidos o péptidos (Moeder y

col., 2004). La esclerotización de la cutícula de los insectos es un proceso

bioquímico que involucra la reacción entre quinonas y aminoácidos (Andersen y

3
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col., 1996). Por lo tanto, se investigacion muchos de los compuestos que

actúan sobre las o-quinonas.

El ácido ascórbico es el agente más frecuentemente usado para el control de

pardeamiento de productos alimenticios. Los ácidos carboxílicos aromáticos

son inhibidores de la polifenoloxidasa debido a su similitud con el sustrato

fenólico y han sido reportados como agentes efectivos para la inhibición de

pardeamiento a largo plazo (McEvin y col., 1992; Nicolas y col., 1994; Sapers y

col._ 1989). Entre los agentes que contienen azufre, la L-cisteína es un

componente efectivo para prevenir el pardeamiento enzimático.

Estas diferencias en el mecanismo de inhibición pueden permitir el uso de

agentes antipardeamiento combinados que puede resultar en la mejora de la

inhibición. Las combinaciones de agentes más citadas en la literatura ylo más

disponibles comercialmente son las combinaciones basadas en ácido ascórbico

(Pizzocarno y co|., 1993). En trabajos previos, se ha reportado la efectividad de

las mezclas de ascórbico y ciclodextrinas en la inhibiciónde pardeamiento en

jugo de manzana (Hicks y coI., 1990). Por otra parte, se ha reportado que el

cinamato y el benzoato mejoran Ia efectividad del ácido ascórbico y de sus

derivados como inhibidores del pardeamiento en jugos de manzana. En este

mismo producto se estudiaron combinaciones de ácido ascórbico con

polifosfáto acídico (ácido ascórbico-2-fosfato y trifosfato), las cuales fueron

altamente efectivas en la inhibiciónde pardeamiento (Sapers y col., 1989).

Como dijimos, la reacción de oscurecimiento se acelera en presencia de

grupos amino provenientes de aminoácidos libres o de proteínas (Friedman,

1996; Ding y col., 2004; Bittner, 2006). Los compuestos pardos polifenólicos

4
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oxidados que se generan a través de reacciones de pardeamiento enzimático

reaccionan con grupos amino como lo hacen los azúcares reductores. Como

resultado de esa interacción se pueden observar cambios en la polimerización

de polifenoles, en la astringencia, en Ia estabilidad de las proteinas y en su

grado de glicosilación (Vidal y col., 2003; Song Jung y col., 2002; da Silva y

col., 1991). Además, la unión de flavonoides o antocianinas oxidados a

proteínas puede cambiar las características de fluorescencia de la proteina

(Ding y col., 2004).

1.1.1 Características de la polifenoloxidasa (PFO)

Como se mencionó anteriormente, las principales enzimas responsables del

pardeamiento enzimático (PFO) componen un sistema enzimático que cataliza

reacciones de oxidación de compuestos polifenólicos. El primer paso incluye la

incorporación de un grupo fenol a otro ya existente, o sea Ia formación de un

polifenol,generando intermediarios inestables que posteriormente se oxidan en

presencia de oxígeno molecular (O2), y se polimerizan para dar melaninas.

Estas son las responsables del color marrón indeseable que se produce por

ejemplo en bananas, manzanas, papas y champiñones. Estos pasos están

esquematizados en la Figura 1.1 (Fennema, 1996).
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Primer paso: OH OH

+0 I OH
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Figura 1.1 Esquema de los pasos involucrados en la oxidación de polifenoles

En los alimentos existen diversos tipos de compuestos poiifenólicos:

flavonoides, antocianinas, derivados de ligninas, etc., algunos de los cuales se

muestran en la Figura 1.2.

Además de contribuir a las características sensoriales de diversos alimentos,

tales como aroma, astringencia y color, los compuestos polifenólicos poseen

efectos benéficos para la salud asociados a sus propiedades antioxidantes

(Manzocco y col., 2001).
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Figura 1.2. Algunos sustratos del sistema de las polifenoioxidasas

En los tejidos vegetales, los polifenoies se encuentran localizados

principalmente en ias vacuoias y la enzima PFO se encuentra en los

cloropiastos (Figura 1.3) (Hammer, 1993; Ono y co|., 2006). Por io tanto, en
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circunstancias normales en los tejidos vegetales los polifenoles no tienen

contacto con las PFO y la reacción no se produce a velocidad apreciable. Sin

embargo, si por un impacto, cortes u otro procedimiento similar (al pelar con un

cuchillo)se produce la ruptura de los compartimientos en que ambos productos

se alojan, éstos se ponen en contacto y la producción de quinonas comienza.

Vacuola
(polifenoles)

Cloroplasto
(PPD)

Figura 1.3. Esquema de la compartimentalización enzima - sustrato en una
célula vegetal.

Dada la localización de la enzima, los procesos de extracción de la PFO del

tejido vegetal presentan algunos aspectos a considerar, como por ejemplo, la

resistencia de la pared celular, debido a la presencia de celulosa. Dado que las

vacuolas ocupan gran parte del volumen total de la celula, cuando estas son

destruidas, liberan proteasas al medio, lo cual hace que el pH del medio

disminuya y la enzima se inactive. Adicionalmente, los compuestos fenólicos en

la célula reaccionan con el oxígeno en presencia de la PFO formando

pigmentos poliméricos. Para minimizar estos efectos es usual adicionar



agentes reductores como el 2-mercaptoetanol para inhibir las PFO o adicionar

polímeros como la polivinilpirrolidonapara adsorber los compuestos fenólicos

(Price y Stevens, 2001).También se produce insolubilización de proteínas, y

pérdida del valor nutricional por interacción de los polifenoles oxidados con

aminoácidos. Entre los sustratos de esta reacción se incluyen fenoles simples,

derivados del ácido cinámico y flavonoides.

Los tejidos tienen distinta predisposición al pardeo enzimático, y estas

variaciones se deben al contenido de enzimas y al tipo y cantidad de sustratos

fenólicos presentes. Otra enzima que participa indirectamente del

pardeamiento enzimático es la lipoxigenasa, la cual produce la destrucción de

clorofila y carotenos, y las reacciones oxidativas generan carbonilos que son

precursores en las reacciones de pardeamiento no enzimático (Pourcel y col.,

2007)

1.1.2 Efecto del pH sobre la PFO

Las enzimas generalmente presentan su actividad máxima en estrechos

intervalos de pH, la exposición a valores de pH por fuera del intervalo, puede

conducir a la pérdida irreversible de actividad. Algunos factores importantes a

tener en cuenta al momento de escoger la solución amortiguadora para la

extracción de una enzima son los siguientes:

- El intervalo de pH en donde la enzima tendrá su mayor actividad.

- La fuerza iónica y la temperatura que pueden afectar la solución buffer.

- La solución no debe afectar Ia actividad de la enzima ya sea por efectos

quelantes o por interferencias en etapas posteriores de purificación.
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- La solución buffer no debe interferir con el método de cuantificación. Por

ejemplo no debe absorber a la longitud de onda del ensayo (Price y Stevens,

2001).

1.1.3 Efecto de la temperatura sobre la PFO

Durante la extracción de la enzima, los procesos de rompimiento celular

pueden provocar un aumento considerable de la temperatura. Para evitar esto,

es necesario utilizar soluciones refrigerantes o instrumentos que ayuden a

disiparla. Lo usual es llevar a cabo los procesos de extracción a 4°C para

minimizar los procesos de desnaturalización de la enzima y reducir la actividad

de las proteasas (Lowe, 1996). Cabe acotar que en algunos casos, la

exposición de Ia enzima a bajas temperaturas (a temperaturas por debajo de

0°C) puede dar lugar a la inactivación debido a la cristalización del solvente

(Price y Stevens, 2001), lo que provoca cambios de fuerza iónica y de pH que

afectan su estabilidad.

1.2 PARDEAMIENTO NO ENZIMÁTICO

El pardeamiento no enzimático (PNE) es una de las principales reacciones de

deterioro de alimentos; por lo tanto es importante el conocimiento de cuáles

son los mecanismos involucrados y los factores determinantes del progreso de

esta reacción. Las reacciones de PNE incluyen los fenómenos de

caramelización, degradación de ácido ascórbico o Ia interacción de proteínas o

aminoácidos con hidratos de carbono esta última es denominada reacción de

Maillard (Fennema, 1996) y/o las ya mencionadas provocadas por polifenoles

10
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oxidados y su interacción con grupos amino. Lo que caracteriza a estas

reacciones, es que en todas ellas intervienen grupos carbonilo llamados

“activos” provenientes principalmente de azúcares reductores, como así

también de poiifenoies o compuestos Iipídicosoxidados (Gardner, 1979).

Los efectos del pardeamiento no enzimático sobre los alimentos son múltiples,

en algunos casos deseables y en otros indeseables. Se producen

modificaciones en la calidad y valor nutritivoa causa de:

- Producción de aromas y sabores.

- Cambios de color debidos a la producción de sustancias pardas y

destrucción de pigmentos del alimento.

- Pérdida de solubilidad de proteínas, con los consiguientes

cambios en la textura y alteración en el poder de reconstitución de los

alimentos deshidratados.

- Pérdida del valor nutritivo al dañarse aminoácidos esenciales

como la L-lisina, o vitaminas como el ácido ascórbico.

- Producción de metabolitos de acción potencialmente tóxica.

- Liberación de gas (C02).

' Disminución del pH.
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1.2.1 Reacción de Maillard

Los alimentos que contienen azúcares reductores y proteínas, son

especialmente sensibles a las reacciones de pardeamiento; siendo la

disminución de la solubilidad, la coloración y pérdida del valor nutricional las

causas principales de deterioro asociadas al pardeamiento.

Los primeros estudios sobre la reacción de pardeamiento no enzimático fueron

iniciados por Louis Camille Maillard,quien calentó aminoácidos en una solución

con altos niveles de glucosa mientras investigaba Ia biosíntesis de proteínas en

tejido cerebral (Maillard y Gautier, 1912). Años más tarde en 1951 se publicó la

revisión general de Ia reacción de Maillard, donde se relacionaron los

problemas de los alimentos con las reacciones entre azúcares y compuestos

aminos (Danehy y Pigman, 1951). La reacción de Maillard continua siendo un

área activa de investigación debido a su importante rol en color, flavor y calidad

nutricional, además algunos de los compuestos producidos en esta reacción

pueden tener importancia toxicológica (Reyes y co|., 1982), y causar la pérdida

de valores nutricionales y funcionales (Kawai y col., 2004).

Esta reacción produce una variedad de compuestos intermediarios y finalmente

son formados pigmentos pardos (melanoidinas) (van Boekel, 1998). Los

productos de la reacción de Maillard pueden influenciar la estabilidad oxidativa

y la vida útil de muchos alimentos (Morales y Jiménez, 2001).

La formación de pigmentos pardos es deseada para algunos tipos de alimentos

procesados (panadería, chocolate, tostado de café, cocinado de carne),

mientras es absolutamente indeseable en otras tecnologías (secado de leche,

tratamiento térmico para la estabilización de leche. jugos de fruta y tomates)

(Carabasa y Ibarz, 2000).
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1.2.2 Etapas de la reacción de Maillard

La reacción de Maillard se dividió en tres grandes etapas (Mauron, 1981;

Labuza, 1994; van Boekel, 2001):

1. La primera etapa involucra Ia condensación entre un azúcar y un grupo

amino y la consiguiente isomerización (rearregios de Amadori/Heinz).

Este paso de reacción fue muy bien descripto y en él no hay formación

de pigmentos ni desarrollo de absorbancia en el ultravioleta cercano,

pero los compuestos que se forman poseen un marcado poder reductor

y se puede monitorear la desaparición de los reactivos (azúcar reductor

o aminoácido), o Ia formación de productos del re-ordenamiento de

Amadori (Yayiayan y Huyghues-Despointes, 1994; Ge y Lee, 1996;

Blanka y col, 2002).

. La segunda etapa incluye la reacción de los compuestos de Amadori

para formar productos de deshidratación y fragmentación, y degradación

de aminoácidos vía la reacción de Strecker (especialmente a altas

temperaturas). Generalmente los compuestos intermediarios se

determinan por medición de densidad óptica en el rango ultravioleta (280

nm para furfurales), ya que en esta fase aparece un color amarillento y

aumenta la absorción en la región ultravioleta cercana debido a la

deshidratación del azúcar y a la formación de compuestos oc­

carbonílicos. Se puede medir también el desarrollo de fluorescencia, la

determinación de volátiles por cromatografía gaseosa, y además Ia

determinación de Ia disminución de pH que ocurre por bloqueo de los

grupos aminos y por la generación de compuestos acídicos. El

13
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desarrollo de fluorescencia durante la reacción de Maillard ha sido

ampliamente comprobado en numerosos sistemas azúcar-amino (Burton

y col, 1962; Adhikari, 1973; Leclere y Birlouéz-Aragon, 2001).

3. Por último, en la etapa final, los productos de Amadori se degradan en

compuestos dicarbonílicos, que rápidamente reaccionan con grupos

amino formando un entrecruzamiento intra e inter molecular estable

(Brownlee y col, 1988), que es responsable de la formación de los

cromóforos. La solución o producto obtenido posee un color desde

pardo-rojizo a pardo muy oscuro que no se decolora por la presencia de

sulfitos. En este estadio, el aroma a tostado es muy evidente, y se

encuentran presentes melanoidinas coloidales e insolubles como

resultado de complejas condensaciones aldólicas y polimerizaciones.

Los productos de glicosilación avanzada (AGEs, por su sigla en inglés

advanced glycosilation end products) son muy estudiados en medicina

porque se generan en los organismos vivientes a causa de las

reacciones complejas involucradas cuando se desata la reacción de

Maillard. Los AGEs pueden ser solubles o insolubles y generalmente

involucran la pérdida de funcionalidad de las proteínas. En tecnología de

alimentos, un alto grado de glicosilación causa pérdida de solubilidad de

las proteínas, aumento de Ia dureza y otros cambios de propiedades

texturales.

La Figura 1.4 muestra un esquema simplificado de los principales reactivos y

productos de las potenciales reacciones químicas en alimentos. Los azúcares

14
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reductores, lípidos insaturados, ácido ascórbico y compuestos polifenólicos

oxidables pueden considerarse como los reactivos primarios. Estos

compuestos pueden reaccionar directamente o luego de su oxidación con

grupos amino de proteínas o aminoácidos (Sikorskiy col, 2007).

Aunque los azúcares reductores han sido considerados tradicionalmente como

los principales reactivos en la reacción de Maillard, los lípidos o compuestos

polifenólicos oxidados (como las o-quinonas) reaccionan con aminas,

aminoácidos y proteínas. Estas reacciones han recibido considerable atención

porque promueven importantes cambios deterioratlvos en las propiedades

funcionales, valor nutritivo, flavor y color de los alimentos (Ericksson, 1987;

Friedman, 1996). Como se observa en el esquema de la Figura 1.4, los lípidos

y productos de oxidación de polifenoles compiten con azúcares reductores en

la generación de grupos carbonilo reactivos que son capaces de modificar

macromoléculas a través de la reacción de Maillard (Hidalgo y col., 2005). De

esta manera, la reacción de Maillard tiene un papel significativo en la

modulación de los caminos de reacción de los compuestos Iipídicos y fenólicos

en alimentos durante el tratamiento térmico, y un análisis integrado de los

posibles reactivos y productos es útil para analizar el esquema completo de

productos potenciales cuando un alimento se procesa o almacena.

Los compuestos causantes de la generación de pigmentos pardos en todos los

casos contienen un grupo carbonilo o éste es potencialmente generado. Los

compuestos polihidroxílicosy azúcares en los que la función carbonilo tiene un

bloqueo permanente no producen pardeo (Schwimmer y Olcott, 1953). Por lo

tanto, un azúcar no reductor como sacarosa, primero debe hidrolizarse para dar

compuestos reactivos y poder participar en las reacciones de pardeamiento.
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1.2.3 Generación de compuestos fluorescentes en la reacción de Maillard

Productos e intermediarios de la reacción de Maillard se caracterizan por su

fluorescencia y se han realizado una serie de avances sobre las aplicaciones

de la determinación de fluorescencia para el seguimiento de las etapas

tempranas dela reacción de Maillard(Matiacevich y col., 2005; 2006a y b).

El desarrollo de productos fluorescentes durante el almacenamiento de

diferentes tipos de productos alimenticios y sistemas modelos ha sido

previamente descripto. Las longitudes de onda correspondientes a los máximos

de excitación y de emisión son propiedades importantes para caracterizar los

productos fluorescentes provenientes de la reacción de Maillard, y sus

intensidades son consideradas como índices del grado de modificación de

proteinas. La Tabla 1.1 muestra la longitud de onda de excitación (340-370 nm)
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y de emisión (420-470 nm) de compuestos provenientes de la reacción de

Maillardobtenidos en alimentos en trabajos previamente publicados.

Tabla 1.1. Longitudes de onda máximas de excitación y emisión de
fluorescencia para compuestos fluorescentes presentes en alimentos
provenientes de la reacción de Maillard. ND: no descripto.

Sistema Exc. Em. Referencia
(nm) (nm)

Albúmina de huevo 365 ND Olcott y Dutton, 1945

Extractos de pan blanco Adhikari, 1973
tostado y café 350 430

Aceite de soja (extractos 367 430 Park y Kim, 1983
etanólicos)

Proteinas solubles de soja 350/395 440/450 Sun y Leopold, 1995

Glucosa-ISP (proteinas Davies y col., 1998
aisladas de soja) 365 475

Formulas enteras para 345 415 Rufian-Henares y col, 2002bebés

Leche 347 415 Morales y col., 1996

Leche 330 420 Birlouez-Aragón y col, 2002

Debido a las características fluorescentes de productos de la reacción de

Maillard, y a la alta sensibilidad del método fluorimétrico, se elige la medición

de fluorescencia para detectar las etapas tempranas de la reacción (Burton y

col., 1962; Adhikari, 1973; Baker y Bradford, 1994; Leclere y Birlouez-Aragón,

2001).
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1.2.4 Evaluación de la fluorescencia

El proceso de fluorescencia involucra dos etapas: absorción de energía a los

niveles de energía electrónica y Ia subsiguiente emisión de luz a longitudes de

onda mayores debida a la pérdida de energía vibracional o térmica al medio. El

proceso que ocurre entre la absorción y la emisión de luz es usualmente

ilustrado por el diagrama de Jablonski (Figura 1.5), el cual es un diagrama de

niveles de energía parcial para una molécula fotoluminiscente característica.

51

5o

Figura 1.5. Diagrama de Jablonski

La línea horizontal gruesa que se encuentra en la parte inferior de Ia figura

representa la energía del estado fundamental de la molécula, que normalmente

es un estado singulete y se designa So. Las líneas gruesas superiores son los

niveles de energía de los estados vibracionales fundamentales de los estados

electrónicos excitados, los estados singulete primero (S1) y triplete (T1). Como

ocurre normalmente, la energía del primer estado triplete es menor que la

energía del correspondiente estado singulete excitado. Tal como sugieren las



1. Introducción

líneas horizontales finas, con cada uno de los estados electrónicos están

asociados numerosos niveles de energía vibracionales.

Como muestra la Figura 1.5, la excitación de la molécula da como resultado la

conversión de la molécula a cualquiera de los diversos estados excitados

vibracionales. Obsérvese que no se muestra la excitación directa a un estado

triplete porque ésta transición no tiene lugar de manera significativa.

Una molécula excitada puede volver a su estado fundamental mediante la

combinación de varias etapas mecanísticas. Como muestran las flechas, dos

de estas etapas son la fluorescencia (Flecha F) o la fosforescencia (Flecha P),

que conllevan la emisión de un fotón de radiación. Las otras etapas de

desactivación, son procesos no radiantes, como la relajación vibracional y el

cambio irreversible a especies no-fluorescentes muestran en la figura como B.

La sensibilidad del método de fluorescencia es alta y específica, debido a que

la detección de la longitud de onda de emisión es diferente de la incidente y no

hay un ruido de fondo de la fuente de excitación.

Cuando se estudian mezclas de sustancias, es útil la medición de espectros de

fluorescencia de excitación, La longitud de onda de emisión se mantiene

constante y se realiza un barrido de las longitudes de onda de excitación. El

barrido es usualmente llevado a cabo a través del rango de longitudes de onda

de absorción del espectro de la muestra. El espectro que se obtiene debería

corresponderse cercanamente con el espectro de absorción de la molécula que

es la responsable de Ia fluorescencia. Estos espectros revelan si la muestra es

homogénea y si el patrón de fluorescencia resulta de una única molécula.



1.2.5 Evaluación del color

En las fases finales de las reacciones de pardeo (tanto enzimático como no

enzimático) se observa la aparición de pigmentos con absorbancia en el

espectro visible, de color pardo - rojizo intenso, que no se decoloran por la

presencia de agentes decolorantes como los sulfitos.

El color es una importante cualidad de los materiales y en el caso de los

alimentos, su percepción aporta datos sobre su calidad y estado de

conservación, además es el primer parámetro evaluado por el consumidor y es

critico en la aceptación o rechazo de los productos (León y col, 2006).

La variable más frecuentemente empleada para medir el desarrollo de

reacciones de pardeamiento no enzimático en alimentos o sistemas modelo es

la densidad óptica del sistema pardeado a una longitud de onda particular

(generalmente entre 390-500 nm) (Ellis, 1959; Lee y col., 1984). Sin embargo,

para lograr una caracterización del color se debe realizar una medición a través

de análisis de todo su espectro visible (transmisión o reflexión).

La determinación de color puede ser llevada a cabo por inspección visual

humana, sin embargo, esta es muy subjetiva y extremadamente variable de un

observador a otro, por lo tanto, para realizar un análisis de color objetivo, se

requiere el uso de estándares de color como material de referencia.

La medida objetiva del color se desarrolló a partir de sistemas de medida que

permiten la especificación completa en un espacio tridimensional.

La percepción delvcolor de un objeto no es un fenómeno simple e intervienen

varios factores:

1. La distribución de la energía espectral del iluminante, es decir, la clase de luz

que ilumina el objeto: solar, luz de lámpara de tungsteno o mercurio, etc.
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2. Las condiciones bajo las cuales el color es visto, el ángqu de la visión, el

color del contorno, la extensión de la zona coloreada y el nivel de iluminación.

3. La sensibilidad del observador.

4. Las características espectrales del objeto con respecto a la absorción,

reflexión y transmisión de Ia luz, por los cuales se pueden clasificar a los

objetos como opacos, transparentes o translúcidos.

Para lograr una adecuada caracterización de los colores se desarrollaron

sistemas de medida que emplean "espacios de color" y "coordenadas de color"

y permiten la especificación completa en el espacio tridimensional. Usualmente

el color de los alimentos ha sido medido con las coordenadas L*, a*, b* del

espacio de color ClELAB.Este espacio es perceptualmente uniforme, es decir,

la distancia euclidiana entre dos colores diferentes corresponde

aproximadamente a la diferencia de color percibida por el ojo humano. En el

espacio de color CIELAB la coordenada L* representa Ia luminosidad del

material y su valor varia en un rango de 0 que corresponde al negro y 100

blanco, y las coordenadas cromáticas de este espacio se representan por a"

(varía de verde a rojo) y b* (varía de azul a amarillo) con valores cuyo rango

está entre -120 y 120 para ambos casos.

Existen diferentes métodos para la determinación del color, entre ellos está el

empleo de fotocolorímetros triestímulo con esfera integradora que pueden

realizar mediciones sobre áreas relativamente amplias, que corresponden a las

superficies que abarcan los sensores de los colorimetros. Estos sensores

toman datos de toda la superficie que abarcan y registran y proveen los valores

promedio de dicha superficie. Esto limita las aplicaciones de estos equipos a
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productos homogéneos, sin embargo se obtienen datos en forma directa de las

coordenadas de color (Lozano, 1978).

En los últimos años se ha puesto énfasis en nuevas técnicas basadas en

sistemas de visión computarizada y análisis de imágenes para la evaluación del

grado de pardeamiento y de otras propiedades relacionadas con la calidad del

alimento (Aguilera y Stanley, 1999; Aguilera y Briones, 2005). Los sistemas de

visión computarizada utilizan dispositivos para la adquisición de imágenes,

computadoras y programas de procesamiento de las imágenes para simular el

rol de los ojos y el cerebro. La visión computarizada ofrece una gran resolución

espacial ya que cubre todo el objeto de interés, lo cual no es posible con los

colorímetros triestímulo que requieren mediciones del objeto punto a punto y

proporcionan, por lo tanto, valores de color promedios de zonas muy pequeñas.

Las cámaras digitales capturan los colores mientras que las computadoras los

almacenan usando el sistema RGB. En el sistema RGB cada color está

representado por tres valores independientes: rojo (R), verde (G) y azul (B),

ubicados a lo largo de los ejes de un sistema de coordenadas ortogonales,

formando un cubo. La línea diagonal desde negro (0,0,0) hasta blanco (1,1,1),

que une esquinas opuestas del cubo, representa el rango de valores de la

escala de grises. Existen programas de computación que permiten determinar

los valores promedio (y las desviaciones estándar) de R, G y B para el objeto

de interés. El sistema RGB se puede transformar mediante fórmulas

matemáticas en el sistema ClELAB(Gonzalez y Woods, 1992) el cual se utiliza

comúnmente para análisis de color superficial.

La toma de imágenes mediante una cámara fotográfica y su procesamiento por

medio de programas adecuados se presenta como una alternativa interesante
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para sistemas heterogéneos, debido a que proporcionan gran cantidad de

información en forma práctica (Jayas y col, 2000).

1.2.6 Factores que afectan a la reacción de Maillard

La cinética de la condensación amino-carbonilo inicial y la naturaleza de los

productos de la reacción de Maillard está gobernada por el entorno quimico

inmediato de los reactivos, definido por la composición quimica del sistema

(tipo de azúcares y de amino-compuestos, contenido de agua, pH, presencia y

tipo de sales) y el entorno fisico definido por Ia temperatura y la exposición a la

luz (Cerruti y col, 1985; Buera y col., 1987; Labuza y Baisier, 1993; Labuza,

1994; Bell, 1997; Ajandouz y Puigserver, 1999; van Boekel, 2001; Matiacevich

y Buera, 2006). Por lo tanto, la composición y concentración de pigmentos y

sustancias que imparten olores y sabores es función de todas las variables

mencionadas, y de la interrelación entre las mismas.

1.3 LOS SULFITOS COMO INHIBIDORES DEL PARDEO ENZlMÁTICO Y

NO ENZlMÁTlCO.

Los sulfitos son compuestos ampliamente

empleados como aditivos en la industria

alimentaria, especialmente en procesos de

elaboración de vinos y conservación de mariscos,

frutas y productos cárnicos (Ruiz-Capillas Pérez y
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Jiménez-Colmenero, 2009). El término “sulfito”en líneas generales se aplica

tecnológicamente al dióxido de azufre y varias sales de sulfito inorgánico que

liberan 802 en las condiciones de uso. En la Tabla 1.2 se muestran las diversas

formas en las que se los encuentra, con sus números característicos según la

codificación europea.

Tabla 1.2 Distintos compuestos sulfitados empleados en tecnologia de
alimentos, y su codificación europea (número E).

Dióxidode ¡ame

Sumo ácido de sodio

E-24 Metabisuláto leo

5-27 Sumo ácido de calcio

Los sulfitos pueden desempeñar diversas funciones. Ejercen una potente

actividad antimicrobiana, especialmente en medio ácido y en condiciones

aerobias, inhibiendo, principalmente, bacterias y mohos y en menor grado,

levaduras. Actúan como antioxidantes, presentando una poderosa capacidad

inhibidora de las reacciones de pardeo enzimático y no enzimático. Por esta

razón se emplean principalmente en vegetales, frutas, crustáceos y

cefalópodos. Además, los sulfltos se utilizan por otro efecto tecnológico, ya que

ayudan a estabilizar el color de los productos. inhibir la decoloración, con el fin
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de mejorar la apariencia de los productos, además de contribuir al f/avor de

muchos productos durante su preparación, almacenamiento y distribución.

Generalmente, Ia utilizaciónde los sulfitos en condiciones y dosis permitidas no

presenta problemas para el consumidor, sin embargo, pueden causar

reacciones adversas en individuossensibles (como los deficientes de la enzima

sulfito oxidasa y asmáticos) cuando se consumen alimentos con niveles

elevados de estos aditivos (Fennema, 1996). La Figura 1.6 muestra uno de los

mecanismos propuestos para explicar el efecto del sulfito inhibitorio del

pardeamiento enzimático
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q o o Polímeros

¡a _ pardosOH PFO 0 / u O
CE ““fi’ (:Í aminaOH No
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Figura 1.6 Esquema que explica Ia inhibición de Ia formación de polímeros
pardos a partir de los poiifenoles oxidados en presencia de sulfito. PFO:
polifenoloxidasa

Además del sulfito, otros compuestos azufrados pueden tener acción inhibitoria

sobre la formación de pigmentos pardos. En Ia Figura 1.7 se representa la

inhibición por cisteina (Cy-SH). En este caso se propone la formación de un

aducto que además de frenar la polimerización que genera los pigmentos

pardos, actúa inhibiendo competitivamente a la polifenoloxidasa (PFO).



OH O

02
OH

Ü/K/ \\ o
/ pro

R t R

. . . 01-5“

22:22:13?“ ,/

OH

\ OH
' S-Cy

R

Compuesto de adición cisteína-quinona

Figura 1.7 En ei esquema se muestra ei efecto inhibitoriode la cisteína sobre
ia formación de pigmentos pardos a partir de poiifenoies.

El mecanismo propuesto para explicar la acción inhibitoria dei suifito sobre la

reacción de Mailiard implica ia adición de suifito al carbonilo de los azúcares

reductores (Figura 1.8 a), o a las bases de Schift que se forman en el primer

paso de Ia reacción de Mailiard (Figura 1.8 b) o a las formas enólicas que

provienen de las reacciones de isomerización (Figura 1.8 c).
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Figura 1.8 Esquemas de las diferentes formas de acción del sulfito para la
inhibicióndel pardeo no enzimático: a) acción sobre los azúcares reductores; b)
acción sobre los aductos; c) acción sobre las formas enólicas provenientes de
las isomerizaciones.

La versatilidad del sulfito como agente micostático y bacteriostático,

antioxidante e inhibidor de la formación de pigmentos pardos (ya sea por

reacciones enzimáticas o por la reacción de Maillard) (Figura 1.9) explican la

persistencia de su utilización a pesar de diversos casos de reacciones

desfavorables por presencia de sulfitos, que provocan principalmente

reacciones anafilácticas, respiratorias, dérmicas, gastrointestinales, siendo las

más frecuentes las crisis de broncoespasmos (Prieto, 1989). En trabajos

previos se ha encontrado que los sulfitos, además de ser causantes de off

fIavors, pueden generar un riesgo en la salud de consumidores alérgicos, como

consecuencia de esto, el uso de sulfitos ha sido prohibidoen productos frescos
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y mínimamente procesados (Lu y col., 2006, US FDA 1986). Otro aspecto a

tener en consideración que hace necesario su control, es la pérdida del valor

nutricional de algunos alimentos debido a la capacidad que tienen los sulfitos

para descomponer Ia tiamina o vitamina B1 en sus componentes, tiazol y

pirimidina. Por este motivo el uso de sulfitos debe permanecer restringido al

mínimo nivel necesario tecnológicamente, sobre todo en alimentos ricos en

tiamina como la carne.

Es decir, los sulfitos constituyen una gran ventaja desde el punto de vista

tecnológico pero un peligro en cuanto al efecto potencial sobre individuos

sensibles.

Figura 1.9. Algunos alimentos en los que se emplean sulfitos.

1.3.1 La legislación mundial y los sulfitos

La normativa sobre el uso de conservantes, antioxidantes y otros aditivos y sus

condiciones de uso en los alimentos es muy variable de acuerdo con la

legislación que se consulte. Dado que el objetivo primordial de cualquier norma

relativa a estos aditivos alimentarios y sus condiciones de uso debe ser la

necesidad de proteger al consumidor; se hace necesario establecer normas
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estrictas para el uso de estos aditivos en los productos dirigidos a poblaciones

susceptibles. En documento sobre la comparación de la legislación mundial

sobre alérgenos de la Cereal Partners Worldwide,Louise Lennard, nutricionista

de dicha sociedad presenta datos de cantidades máximas permisibles de sulflto

en alimentos para las diferentes legislaciones. El Codex Stan 1-1985 Rev. 1­

1991, enmendada en 2001 para inclusión de alérgenos indica que valores de

10 miligramos por kilogramo (ppm) o mayores deberán reportarse como

alérgeno en el rotulo, valores idénticos están incluidos en las legislaciones de

Australia y Nueva Zelanda, Unión Europea. Sin embargo, en el Código

Alimentario Argentino y en las normas MERCOSUR se indica que ciertos

alimentos podrán contener diferentes cantidades mínimas indispensables de

anhídrido sulfuroso o sulfitos alcalinos, provenientes de sus tratamientos

previos o de los diferentes procesos tecnológicos a los que son sometidos, y se

establecen los máximos residuales permitidos. De acuerdo con la combinación

de alimentos de la ingesta podrían llegarse cantidades de sulfito que podrian

generar efectos adversos en Ia salud de los consumidores sensibles. Estudios

a nivel europeo están sugiriendo que la IDA(ingesta Diaria Aceptable) para los

sulfitos, establecida en 0-0,? mg/kg de peso corporal, se está sobrepasado en

ciertos grupos de la población debido principalmente a Ia existencia de niveles

de sulfitos mayores que los permitidos, en los alimentos que consumen. A su

vez, en enero de 2009, el comité FAO/OMS propuso investigar si la ingesta en

algunos grupos de Ia población excede la IDA.
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1.4 POTENCIALES ALTERNATIVAS PARA LA INHIBICIÓN DE LAS

REACCIONES DE PARDEO

Como se discutió previamente, el control de la acción de la polifenoloxidasa es

critico en la minimización del pardeo en frutas, vegetales y productos de mar

(Mayer, 2006). Por otro lado, el oscurecimiento provocado por reacciones no

enzimáticas, también es una causa importante de pérdida de Calidad. Se busca

por lo tanto, agentes naturales potenciales para su uso en la industria de los

alimentos que mejoren Ia seguridad alimentaria, la viabilidad económica, y la

eficacia de la inhibición. Los inhibidores más usados en la industria incluyen

ácido ascórbico y diversos compuestos que contienen sulfitos. Dado los

posibles factores de riesgo que representa el uso de aditivos alimentarios

sintéticos y de sulfitos en particular, el desarrollo y uso de inhibidores de origen

natural podrían presentar algunas ventajas. En estudios recientes se ha

demostrado que los compuestos con grupo sulfhidrilo (SH o tiol) son buenos

inhibidores dela enzima PFO (Dingy col, 2002) y podrían además tener efecto

sobre la reacción de Maillard.

Ciertos compuestos azufrados provenientes de vegetales tienen importancia

por sus propiedades biológicas. Entre ellos debemos mencionar los

glucosinolatos de las Brassicaceas y los compuestos azufrados de las

Alliaceas, que aparte de ser responsables de su aroma y sabor característicos,

poseen actividades fisiológicas muy relevantes.

Las plantas del orden Brassicaceas y de la familia Cruciferazo Brassicaceae

comprenden alrededor de 350 géneros y más de 2000 especies, entre ellas se
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incluyen algunas plantas de interés comercial como la col (repollo), coliflor,

coles de Bruselas y brócoli. Una característica de las plantas crucíferas es la

síntesis de compuestos ricos en azufre, como los glucosinolatos. Estos

vegetales y algunas plantas comestibles del orden Caparrales son la fuente de

todos los glucosinolatos de la dieta humana. Se han identificado más de 100

compuestos diferentes, los cuales se encuentran distribuidos en toda la planta,

aunque su concentración depende del tipo de tejido. Los glucosinolatos se

clasifican como S-glucósidos, ya que son el resultado del enlace de un azúcar

reductor y el azufre de una molécula que no tiene carácter de hidrato de

carbono (conocida como aglucona), estos compuestos son no volátiles y

carecen de fragancia. Los glucosinolatos se sintetizan y almacenan en las

plantas como precursores relativamente estables de los isotiocianatos.

OH D

t- “14°

/ \W x ¡a 0_
0 E

4C \_.a-F"'"\“'N«:\/ÏÏN
OH

Figura 1.10. Estructura de los glocosinolatos. R es el residuo aglicona (grupo
que no forma parte del azúcar).

Los glucosinolatos son inocuos para las plantas, pero éstas se encuentran

amenazadas por algún estrés (si son devoradas o digeridas por un rumiante

por ejemplo), enzimas como la mirosinasa (que se encuentra separada

físicamente de los glucosinolatos) entra en contacto con estos compuestos,

generando glucosa, ácido sulfúrico y compuestos volátiles como isotiocianatos

que irritan las mucosas (Figura 1.11) y que además tienen efectos antitiroideos.
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Los glucosinolatos son solubles en agua debido a que la molécula de glucosa

imparte características hidrofílicas a diferencia de los isotiocianatos que

presentan propiedades hidrofóbicas (Moreno y col, 2006).

Glucosinolate

R S
\C/ “Glucose

osog'

“20

Myrosinase

Glucose

k “504‘
lsothiocyanate

R=N=C=S

Figura 1.11 Reacción de hidrólisisde los glucosinolatos y estructura general de
los isotiocianatos

En las especies del género AI/¡um,entre las que se encuentran las cebollas,

han sido caracterizados compuestos volátiles azufrados incluyendo grupos

tioles (Griffiths y col., 2002; Negishi y col, 2002).

Por tanto, se ha postulado que estos compuestos organoazufrados de bajo

peso molecular presentes en la cebolla o el ajo podrían tener efecto sobre la

inhibición de la actividad de Ia PFO (Kim y col., 2005). En particular, el bulbo de

cebolla (Allium cepa) posee cepaenos, principalmente sulfóxido de S-(1­

propeniI)-L-cisteína (que es isómero de la aliina, propia del ajo). AI cortar la
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cebolla se produce este compuesto, según la reacción que se esquematiza en

la Figura 1.12 (Fennema, 1996).

ñ H O o

¿e KW —"' A IS - /’J‘ ¡”o '"NH3¡mw, V ¿CCH t, “¿a Y
oe

tren&(+)-S-(‘l-prope'iil}
L-cistena sulfúxlco Syn-piupunutial-S-uxldu P ruvato Arromaco

Figura 1.12. Esquema de la generación de piruvato, amoniaco y syn­
propanotial-S-óxido, compuesto Iacrimógeno, por acción de la enzima alinasa,
a partir del precursor trans-(+)-S-(1-propenil)-L-cisteina sulfóxido en cebolla
(inodoro). Esta reacción ocurre al cortar la cebolla.

Existen una cantidad de compuestos con capacidad potencial de reducir el

pardeamiento enzimático y/o con actividad de oxidorreducción (Eissa y col.,

2006), y así podrían emplearse para el desarrollo de ingredientes naturales en

los alimentos para la prevención del pardeamiento causado por PFO (Kim y

col, 2005). Por otra parte, se ha demostrado que el agua resultante del

procesado de algunos vegetales de los mencionados, puede ser usada como

un agente antipardeamiento dado que no presenta toxicidad ni efectos

secundarios adversos conocidos. Existen además numerosos estudios sobre la

efectividad de un incremento de la temperatura en extractos de cebolla sobre la

inhibición de la actividad de PFO en pera y patata entre otros (Ding y col.,

2002; Kim y col, 2005). Asi mismo, se ha postulado que existe un efecto

sinérgico entre los compuestos de Maillardformados durante el calentamiento y
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los compuestos azufrados de la cebolla responsable de la inhibiciónde la PFO

(Billaud y col., 2004; Kim y col, 2005).

Se ha observado que los subproductos y las aguas provenientes de la cocción

de vegetales de la familia Brasíccaceaea (brócoli, repollo) o Alli/aceae (cebolla,

ajo) tienen propiedades inhibitorias de tirosinasa (una PFO), además de ser

fuentes efectivas de antioxidantes fenólicos (Balasundram y col., 2006; Peschel

y col, 2006; Zocca y col., 2010). El mecanismo de acción para inhibición de

PFO no ha sido determinado aún, pero podría ser de interés para industrias

farmacéuticas, cosméticas o de alimentos (Zocca y col., 2010). En adición a lo

anterior, el uso de inhibidores de tirosina han empezado a tener importancia

para productos médicos y cosméticos, los cuales pueden ser usados para la

prevención o tratamiento de desórdenes de pigmentación (Kim y Uyama,

2005)

Debido al impacto del pardeamiento causado por Ia PFO en la industria de

alimentos y su gran importancia en melanogénesis, las investigaciones sobre

compuestos potencialmente inhibidores continúa (Kimy col, 2005).

De igual manera, (aunque menos estudiado) los compuestos azufrados de las

especies mencionadas podrían tener impacto sobre la inhibiciónde la reacción

de Maillard.

En las tablas 1.3 y 1.4 se presentan algunos de los compuestos azufrados de

Allínaceae y Brass/caceas respectivamente. Estos compuestos son

responsables además de los aromas característicos, efectos antioxidantes y

otros relacionados con la prevención de enfermedades, inclusive cáncer (Tian y

coL,2004)
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Tabla 1.3 Algunos de los principales componentes azufrados de las plantas de
la familia AIIinaceae (Jones y col, 2004).

Fórmula Nombre Nombre Fuente
alternativo

S-propyl Propiin CebollaÏ COOH
\/\ S sulphoxide

NH2

ï COOH tsrgzïlsoíde lsoalllna CebollaV\ S propenll
clstelna

NH 2 (PeCSO)

Sulfóxldo de S- Metilna Braslcáceas,

\ + metilcistelna Allium(MCSO)S

NH2

Sulfóxldo de S- S-2-propenyl Ajo
alil cistelna cystelne

m? (ACSO) sulphoxide,Alllln/ S
NH2
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Tabla 1.4 Algunos de los principales componentes azufrados de las plantas de
la familia Brassicaceae (Tian y col., 2005).

Estructura básica R Compuesto y nombre
Alternativo

"¿bai-CHI" 2 propenilgiucosinolato
(sinigrina)

HZc-CH—9H—CH2— 2-Hidroxibut-3-enil glucosinolato
(progoitrina)OH

H¿(j-sq CH2¡4- 4-Metiltiobutilglucosinolato
(glucoerucina)

Benzil gíucosinolato

HO OH CHI- (glucotropaeolina)
0 OH

? CH20H / , meu,
_ I IndoÍ-3-yimethylgíucosinolato

R \ N (glucobrassicina)
N-OSO3' n

CHr- 1-Metoxi-indol-3-ilmetil
l i glucosinolato

N (neoglucobrasicina)
l

H3CO

Mi“:om

Kcle (col ommcnfcl)

chello

Coüflon i aV
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2. Objetivos

2.1 OBJETIVO GENERAL:

Analizar la efectividad de componentes naturales para su aplicación en

reemplazo de aditivos sintéticos. Específicamente se analizará la capacidad

antioxidante e inhibidoradel pardeo enzimático de extractos vegetales.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS:

Investigar la capacidad de extractos vegetales seleccionados para inhibir el

pardeamiento enzimática.

Investigar la capacidad de los extractos vegetales analizados para inhibir la

formación de intermediarios y pigmentos de la reacción de Maillard.
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3.1 MATERIALES

3.1.1 Obtención de un extracto purificado con acción de polifenoloxidasa

La enzima utilizada en este trabajo para estudiar su inhibición fue la

polifenoloxidasa (PFO) extraída de manzana, dicha PFO ha sido la más

estudiada de todas las existentes en la naturaleza, el interés de su estudio está

basado en la diversidad de productos comerciales alrededor del mundo que

tienen a la manzana como materia prima (Oms-Oliu y col., 2010; Garcia-Molina

y col., 2007; Billaud y col., 2003; Luo y col., 1997; Goupy y col., 1995; Janovitz­

Klapp y co|., 1990).

3.1.2 Selección de los extractos vegetales con potencial acción

inhibitoria

Con el objetivo de analizar el efecto inhibidor de reacciones de pardeamiento

enzimático y no enzimático se eligió trabajar con extractos acuosos vegetales

de cebolla, coliflor y repollo. Los vegetales empleados se eligieron como

ejemplos de sistemas ricos en compuestos azufrados, conteniendo

glucosinolatos, en el caso de repollo y coliflor y compuestos organosulfurados

tales como sulfóxidos de metilcisteina y de propenilcisteína, encontrados en la

cebolla. Previas investigaciones indicaron que además del sulfito, la cisteina y

otros compuestos azufrados tuvieron capacidad inhibitoriadel pardeamiento en

alimentos (Mayer, 2006; Tian y col., 2005, Fahey y col., 2001; Rosa y Heaney,

1993; Kim y Uyama, 2005).
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3.1.3 Preparación de discos de manzana para evaluación de la inhibición

del pardeamiento enzimático

Se emplearon manzanas verdes (Variedad Granny Smith). Las manzanas

empleadas se obtuvieron en el mercado local y se almacenaron a 4°C hasta el

momento de su procesamiento. Las frutas utilizadas fueron seleccionadas,

descartando aquellas que presentaron golpes o defectos en la superficie. Como

paso inicial para la preparación de las rodajas de manzana las frutas fueron

lavadas y cortadas en rodajas de 0,5 cm de espesor aproximadamente, luego,

empleando un sacabocado se cortaron cilindrosde 2 cm de diámetro.

3.1.4 Preparación de la solución para el desarrollo de la reacción de

Maillard

Las solución para generar pardeamiento no enzimático a través de la reacción

de Maillardse preparó mezclando iguales cantidades de una solución glucosa

(p.a., Merck) al 10% (mlm) con una solución de glicina (p.a., Merck) al 0,5%

(m/m). Ambas soluciones fueron preparadas previamente en buffer fosfato

0,2M de pH 6,0

3.1.5 Preparación de discos de manzana para evaluación de la inhibición

del pardeamiento no enzimático

Además del estudio de inhibiciónde pardeamiento no enzimático en soluciones

que contenían los reactivos para la solución de Maillard, se evaluó Ia inhibición

de pardeamiento no enzimático en rodajas de manzana liofilizadaspreviamente

escaldadas, y tratadas térmicamente a 70°C.
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3.2 MÉTODOS

3.2.1 Estudios de inhibición del pardeamiento enzimático

En este trabajo se empleó tejido de manzana para el análisis de los diversos

tipos de pardeamiento:

a) Como fuente de actividad polifenoloxidasa. Con la obtención de un

extracto líquido crudo con actividad de polifenoloxidasa.

b) Como fuente de enzima PFO y sustratos: el tejido de manzana contiene

compuestos polifenólicos como el ácido clorogénico, catecol, taninos y

sorbital. Por ello, se emplearon rodajas de manzana para evaluar la

capacidad lnhibitoria de los extractos vegetales directamente sobre el

tejido liofilizado.

3.2.1.1 Preparación del extracto enzimático de polifenoloxidasa

Para la preparación del extracto enzimático, se emplearon manzanas verdes

(Variedad Granny Smith). Las frutas utilizadas fueron seleccionadas de igual

forma a Ia descripta en la sección 3.1.3. La extracción de la PFO se llevó a

cabo a 4°C, partiendo de manzana fresca, las cuales fueron lavadas, peladas y

cortadas rápidamente, posteriormente 150 gramos de fruta fueron macerados

en 150 mL de buffer fosfato 0,2M pH 6,0 con el agregado de 1% de

polivinilpolipirrolidona(PVPP) empleando una procesadora de alimentos HR

1372 de 700 watt (Philips Electronics, Eslovenia) hasta su homogeneización

en baño de hielo. Luego, la mezcla fue centrifugada a 4°C por 30 minutos a

15000 RPM. Para ello se utilizó una centrífuga Sorvall RCSC (Sorvall

instrument, DuPont Estados Unidos). EI sobrenadante fue filtrado empleando
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papel de filtro con un tamaño de poro de 90mm recibiendo el filtrado en baño

de hielo.

Para poder disponer de la enzima en ensayos posteriores, el extracto

enzimático crudo obtenido fue fraccionado en alícuotas de 2 mL en viales. Las

muestras destinadas a Iiofilizar para su conservación fueron congeladas

durante 24 horas en un freezer convencional (-25°C) y por inmersión en

nitrógeno liquido (—196°C)inmediatamente antes de ser colocadas en el

Iiofilizadorpor 48 horas, posteriormente los viales fueron sellados, precintados

y almacenados en un freezer convencional (-25°C) para conservarlo hasta su

utilización. Este procedimiento se realizó en un liofilizador ALPHA 1-4 LD2

(Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GMBHAlemania), el cual opera a una

temperatura de placa condensadora de -55°C y una. presión de 0,04 mbar

(Figura 3.1).

Figura 3.1 Fotografía del equipo LiofilizadorALPHA 1-4 LDZ.
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3.2.1.2 Caracterización del extracto enzimático

a. pH óptimo: La actividad enzimática de PFO de manzana, fue

evaluada en función del pH. Para ello se prepararon soluciones

buffer de citrato de sodio para obtener valores de pH 4,0 y 5,0 y

de fosfato de sodio para obtener valores de pH 6,0 y 7,0. Todos

los sistemas buffer se emplearon en diversas concentraciones

entre 0,05 y 0,5M. Las mediciones se realizaron por triplicado y

los resultados se presentaron como el promedio :i: el desvío

estándar.

b. Temperatura óptima: Se determinó Ia actividad de enzimática de

C.

la PFO a diferentes temperaturas entre 10 y 70°C a intervalos de

10°C, para establecer la temperatura óptima de actividad. Las

mediciones se realizaron por triplicado y los resultados se

presentaron como el promedio :l:el desvío estándar.

Efecto de la concentración de sustrato sobre la actividad

enzimática: Se emplearon soluciones de catecol de

concentraciones entre 30 y 140mM. Las soluciones de sustrato

se prepararon en buffer fosfato 0,2M de pH 6,0 y se almacenaron

en viales color caramelo en baño de hielo durante su utilización.

Para evaluar el pardeamiento resultante de Ia acción de la PFO

se midió la absorbancia a 420 nm a temperatura controlada de
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una mezcla de 950 uL de buffer, 50 uL de extracto enzimático y

500 uL de la solución sustrato.

3.2.1.3 Ensayo estándar para evaluar la actividad enzimática y su

inhibición

Luego de realizar la caracterización enzimática, el ensayo estándar para

evaluar la actividad enzimática de la PFO consistió en mezclar 950 pL de buffer

fosfato 0,2M de pH 6,0 con 50 pL de la solución enzimática y 500 uL de catecol

50mM para un volumen final en cubeta de 1,5 mL y medir la absorbancla de la

mezcla a 420 nm durante 600 segundos, a una temperatura constante de 30°C.

Para evaluar la inhibiciónde la actividad enzimática causada por los extractos

se mezclaron 450 uL de buffer fosfato 0,2M de pH 6,0 más 500 uL de la

solución conteniendo los extractos con actividad inhibitoria con 50 uL de la

solución enzimática y 500 pL de catecol 50mM para un volumen final en cubeta

de 1,5 mL. Se utilizó un espectrofotómetro UVNis con control de temperatura

Jasco V630 (Jasco Corporation Japón). Para evaluar el efecto inhibitoriode los

extractos de cebolla, coliflor y repollo se prepararon dos diluciones en buffer

fosfato 0,2M de pH 6,0. La primera, llamada solución de “alta concentración” se

preparó diluyendo 2,0 g de cada uno de los extractos liofilizados en 100 mL de

buffer y la segunda, llamada solución de “baja concentración” se preparó

diluyendo 0,2 g de cada uno de los extractos liofilizados en 100 mL de buffer

anteriormente mencionado.
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3.2.1.4 Preparación de los extractos con potencial acción inhibitoria del

pardeamiento

Se prepararon extractos acuosos de cebolla, coliflory repollo para estudiar su

capacidad de inhibir las reacciones de pardeamiento enzimático, para ello se

partió de 30 gramos de cada vegetal y 60 mL de buffer fosfato 0,2M, de pH 6,0

mezclados hasta su homogeneización. La mezcla fue tratada térmicamente por

1 hora a 50°C para mejorar el proceso de extracción. Para inhibir cualquier

actividad enzimática de los extractos, fueron autoclavados durante 5 minutos a

121°C. Posteriormente los extractos fueron centrifugados a 4°C en el equipo

antes descripto a 11000 RPM por 30 minutos, y filtrados en papel de filtro con

un tamaño de poro de 90mm. Para poder disponer de los extractos durante la

ejecución de los experimentos de la tesis, se procedió a liofilizarlos para su

conservación. Para generar una matriz fácilmente manejable, se decidió

incorporar una maltodextrina (DE15 Marca Corn products Brasil) al

sobrenadante, en una proporción 20% (m/vol), empleando un agitador

magnético hasta su total disolución. Finalmente la mezcla fue fraccionada y

Iiofilizadapor 48 horas. Para el seguimiento de las reacciones de pardeamiento

los extractos vegetales potencialmente inhibidores se resuspendieron en

diversas proporciones, logrando porcentajes de sólidos de 2, 5, 10, 20 y 33%

con la finalidad de encontrar la mínima concentración inhibitoriade la reacción.
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3.2.1.5 Evaluación de la inhibición de PFO en rodajas de manzana

mediante análisis de imagen

Además de evaluar la inhibiciónde la PFO extraída de manzana, se realizaron

estudios de inhibicióndel pardeamiento enzimático directamente sobre rodajas

de manzanas crudas.

La evaluación de inhibicióndel pardeamiento enzimático se realizó a través de

análisis de imágenes de dos maneras:

a. Sobre muestras Iiofilízadas y posteriormente embebidas en extractos

¡nhibitorioszlas rodajas fueron rápidamente congelados con nitrógeno

iíquido (-196°C) y almacenados a -20°C hasta ei momento de su

tratamiento. Posteriormente el material se sometió a un proceso de

Iiofiiizaciónpor 48 horas, de manera similar al descripto en la sección

3.2.1.1. Luego de su Iiofilizaciónlas muestras se embebieron en una

solución de extracto vegetal al 5%, y dispuestos en placas de vidrio de

15 cm de largo, 10 cm de ancho y 0,5 cm de alto, dentro de aros de

goma de 2 cm de diámetro interno (Figura 3.2).

b. Sobre muestras frescas embebidas en los extractos ¡nhibitorios y

posteriormente Iiofilizadas: las rodajas de manzana fresca fueron

sumergidos en la soluciones de los extractos acuosos de cebolla, coliflor

y repollo al 5%, y congelados rápidamente con nitrógeno líquido (­

196°C). Posteriormente las muestras se liofilizaronde manera similar al

descripto en Ia sección 3.2.1.1. Las rodajas de manzana conteniendo el
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extracto y Iiofilizados se ubicaron en placas de vidrio similares a las

descriptas anteriormente. Luego se almacenaron en desecadores de

vacío, a 20 :l:2°C por un período de 14 días a diversas actividades de

agua empleando soluciones saturadas de las siguientes sales: cloruro

de litio, carbonato de potasio, cloruro de potasio y nitrato de potasio,

logrando actividades de agua de 0,11, 0,43, 0,84 y 0,93 respectivamente

(Greenspan, 1977).

Placas

de vidrio Aro de
goma

Sujetador

Placas
de vidrio

Sujetador

Aro de goma

Figura 3.2 Fotografía de los dispositivos para el tratamiento térmico de los
sistemas, vista superior (a) y vista lateral (b).
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3.2.1.6 Medición del grado de pardeamiento

La determinación de pardeamiento de las muestras se realizó a través de la

toma de imágenes usando un sistema de visión computarizada (Figura 3.3).

Este sistema consta de una caja color gris estándar (N7 en escala Munseli) de

dimensiones internas de 48 cm de ancho, 62 cm de largo y 48 cm de alto. El

interior de la caja cuenta con un sistema patrón de iluminación (iluminante Das)

ubicado en la parte superior de la misma, y una cámara digital de alta

resolución (EOS 40D Canon, USA) ubicada de manera de formar un ángqu de

45° con el plano de la muestra a una distancia de lente de 60 cm. Se fijaron los

siguientes parámetros: velocidad de obturación 1/5.6 segundos (sin zoom, ni

flash), modo macro enfocado, apertura de f=10 y sensibilidad ISO 100. Las

imágenes fueron obtenidas con una resolución de 3888 x 2592 píxeles, y

guardadas en formato JPEG. El sistema de adquisición de imágenes se

encuentra conectado a una computadora el cual emplea un programa de

captura remota de imágenes (EOS Utility,Canon lnc., USA).

Se tomaron imágenes de las muestras sobre fondo blanco (Agudelo Laverde y

coI., 2011). Las fotografías fueron analizadas en el espacio de color Lab

usando el programa Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems Inc., San Jose,

CA) y los datos obtenidos fueron convertidos al espacio ClELAB (1974) (L*,a*

y b*)a través de fórmulas matemáticas descriptas por Papadakis (2000).
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3. Materiales y Métodos

Figura 3.3 Sistema de visión computarizada para la adquisición de

imágenes.

Para evaluar las reacciones de pardeamiento enzimático en las rodajas de

manzana embebidos en los diferentes extractos se utilizaron las funciones L*,

a* y b*.

3.2.2 Pardeamiento no enzimático

3.2.2.1 Manzana como fuente de PFO, de polifenoles y como medio de

pardeo no enzimática

En este trabajo se empleó tejido de manzana para el análisis del pardemiento

no enzimatico:

a) Como medio para estudiar la reacción de Maillard las rodajas de

manzana previamente escaldadas se sometieron a tratamiento térmico

para evaluar el efecto inhibitorio de los extractos vegetales obtenidos

sobre el pardeamiento no enzimático.
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3.2.2.2 Extractos inhibitorios

Los extractos para estudiar la capacidad de inhibir las reacciones de

pardeamiento no enzimático fueron los mismos que los descriptos en la sección

3.2.1.4. Para el estudio del pardeamiento no enzimático se resuspendieron 2

gramos de extracto inhibidor liofilizado en 100 mL de la solución de glucosa y

glicina descripta anteriormente para el desarrollo de la reacción de Maillard. Se

prepararon además controles sin agregado de extracto inhibidory otros con el

extracto en buffer sin la solución de reactivos de Maillard.

3.2.2.3 Tratamiento térmico

Se distribuyeron alícuotas de 3 mL de las suspensiones descriptas en la

sección anterior en viales que se sellaron herméticamente y se almacenaron en

una estufa Fisher Isotemp Incubator (300 Series Model 3500, Fisher Scientific)

de circulación de aire forzada, a 50 :t 1°C. A determinados intervalos de tiempo

se retiraron muestras de la estufa para realizar las distintas determinaciones.

3.2.2.4 Medición del grado de pardeamiento

El desarrollo de pardeamiento no enzimático fue determinado por método

espectrofotométrico en el equipo descripto previamente, por la medición directa

de la mezcla una longitud de onda 420 nm.
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3.2.2.5 Determinación de fluorescencia

La reacción de Maillard genera intermediarios y productos fluorescentes, cuya

longitud de onda de excitación es de 340 nm, y emiten a 450 nm (Matiacevich y

Buera, 2006). Previo a la medición de fluorescencia los extractos se diluyeron

con buffer fosfato 0,2M a pH 6,0 en forma tal que la absorbancia fuera menor

que 0,1 a la longitud de onda (A)de excitación utilizada (340 nm). Esto es para

evitar el efecto de filtro interno, ya que algunos pigmentos absorben a la Ade

excitación de los compuestos fluorescentes (Skoog y col, 2008).

Las mediciones de los espectros de emisión de fluorescencia se realizaron en

un espectrofluorimetro Ocean Optics con filtro de banda a 340 nm (Edmund)

como filtro de excitación, y fibras ópticas de reflectancia (R400-7-VISINIR,

Ocean Optics). Las mediciones se realizaron en celdas de cuarzo de 1 cm de

paso óptico. Para cuantificar los compuestos fluorescentes se los expresó en

equivalentes de quinina.

El sulfato de quinina disuelto en medio HZSO40,1 N (P. A. Merck) presenta un

máximo de emisión a 540 nm cuando se lo irradia entre 280 y 380 nm

(Matiacevich, 2008). En Ia Figura 3.4 se muestra la curva de calibración

obtenida.

La intensidad máxima obtenida del espectro de emisión fue calculada aplicando

la ecuación 1 (Matlacevich y Buera, 2006).
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6000

4000­

2000­
UF x(Cuentas)

0.0 0:4 0:8 1.2

sulfato de quinina (ug/ml)

Figura 3.4 Curva de calibración para la cuantificación de fluorescencía como
concentración de quinona. El estándar de quinona se preparó en H2804 0,1N y
se realizaron diluciones adecuadas para obtener intensidades de fluorescencia
en el mismo rango de las muestras. R2:O,9999

_UFx-f-d—bUF Ecuación 1

Donde:

UF: es la intensidad de fluorescencia medida en ug de quinina/gMS,

UFx: es la medida de intensidad de fluorescencia obtenida para cada fracción

soluble, corregida por el factor de sensibilidad del instrumento a la A de

medición,

d: es el factor de dilución,

b: es ordenada al origen de la curva de calibración realizada con sulfato de

quinina,

m: es la pendiente de dicha la curva de calibración,

m es el volumen de extracción

g: es la masa seca de la muestra utilizada en la extracción.

51



3. Materiales y Métodos

3.2.2.6 Estudio de la inhibición del pardeamiento no enzimático en

discos de manzana a través de análisis de imágenes.

Para los estudios de pardeamiento no enzimático las rodajas de manzana

preparadas según se describió en Ia sección 3.1.3 y posteriormente se

escaldaron en vapor de agua a 90°C por 90 minutos. Luego de la inactivación

enzimática por escaldado, las rodajas se embebieron en soluciones de los

diferentes extractos vegetales al 5% y ubicados en las placas de vidrio (Figura

3.2). Como muestras control se emplearon rodajas escaldados embebidos en

agua.

Se realizó un tratamiento térmico de las placas conteniendo las rodajas de

manzana a 70°C, y se obtuvieron muestras a distintos intervalos de tiempo. El

estudio de cambio de color en las rodajas se realizó por análisis de imágenes

según lo descripto en la sección 3.2.1.6.

3.2.2.7 Evaluación de las constantes cinéticas de pardeamiento

En este trabajo se emplearon diversas ecuaciones para calcular las

velocidades de pardeamiento en función del tiempo para todos los sistemas

analizados como se describe a continuación.

a) Pardeamiento enzimático en sistemas líquidos

A =AMáx*(1-exp<‘K">) Ecuación 2

- Donde AMáxcorresponde al valor de la absorbancia de saturación (a 420

nm)

- K es la constante cinética del ajuste y t el tiempo.
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b) Pardeamiento enzimático en rodajas de manzana

(-K't) + PlateauL =(Lo- Plateau)*exp Ecuación 3

- Donde Lo corresponde al valor de la luminosidad al tiempo cero

- K es la constante cinética del ajuste y t el tiempo.

C
V Pardeamiento no enzimático en sistemas líquidos

(k't)A= Ao*exp Ecuación 4

- Donde Aocorresponde al valor de la absorbancia a tiempo cero (a 420

nm)

- K es la constante cinética del ajuste y t el tiempo.

El modelado de los datos experimentales y las regresiones presentadas en

este trabajo se realizaron mediante el empleo del programa GraphPad Prism V

5,03.
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4. ResUltados y Discusión

4.1 PARDEAMIENTO ENZIMÁTICO

4.1.1 Inhibición de la actividad polifenoloxidasa (PFO) de un extracto

crudo de manzana

4.1.1.1 Ensayo de la actividad enzimática polifenoloxidasa PFO

En este trabajo se evaluó la actividad enzimática del extracto de manzana

conteniendo polifenoloxidasa. Empleando catecol como sustrato, la enzima

mostró una cinética micaeliana. En la figura 4.1 se representa el valor de

absorbancia a 420nm, que indica el grado de pardeo debido a la acción

enzimática, en función del tiempo, luego de poner en contacto el extracto

enzimático con catecol.

c r l l I
IO 200 400 600

Tiempo, seg.

Figure. 4.1 Actividad del extracto de manzana conteniendo PFO utilizando
como sustrato una solución de catecol 50mM. UtA.lg:unidades de absorbancia
a 420 nm por gramo de extracto de manzana.

Para obtener los valores de KM (constante de Michaelis-Menten) y Vmáx

(velocidad máxima) se emplearon diversas concentraciones de catecol y se

calculó la velocidad inicial de la reacción para cada concentración de catecol

empleada. La velocidad inicialestá representada en la Fig. 4.1 como una linea

punteada.
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4. Resultados y Discusión

Según se observa en la Fig. 4.2, al graficar la velocidad inicial en función de la

concentración de sustrato se obtiene una curva caracteristica de la cinética de

Michaelis-Menten.

v¡(abs/min.)

0.0fi‘CP

O

pN
t

.0o
50 100

S (mM)

O

Figure 4.2. Curva de velocidad inicial (V¡)en función de la concentración de
catecol (sustrato, S).

Se utilizó el modelo lineal de Lineweaver-Burk (Lineweaver y Burk, 1934), que

permite obtener los parámetros cinéticos para la enzima a estudiar en la

reacción con el sustrato catecol, tal como se observa en la Figura 4.3.

Se determinó que Ia polifenoloxidasa (PFO) de manzana estudiada presenta

valores de KM176,82mM y una VMáX0,042 unidades de absorbancia por minuto

(U.A./min)empleando catecol como sustrato.
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Km &V max para ppo de manzana

1/v
y

1/[S]

Figura 4.3. Representación doble inversas del modo lineal de Lineweaver-Burk
para la actividad enzimática de la PFO de manzana.

Los valores cinéticos para el sistema polifenoioxidasa que se encuentran en

bibliografía son muy variables. En la Tabla 4.1 se resumieron los datos para las

constantes halladas para actividad de PFO de distintas fuentes. Las

diferencias observadas pueden deberse a la diversidad de sustratos fenólicos

naturales que estas enzimas encuentran en las plantas y a las distintas

afinidades que presenten hacia dichos sustratos.

Tabla 4.1. Datos cinéticos de actividades de polifenoloxidasas de distintas
fuentes como sustrato, con sus referencias correspondientes.

Fuente KM. Referencia

Frambuesa ' n 663.9 mM > González y col. 1999

Lechuga 15 mM Altunkaya y Gokmen, 2008

Banano n 2,6 mM Guerrero, 2009.

Menta 7,41 mM Neves y col, 2009.

Manzana 232,80 mM Gasull yBe‘oerra; 2006.

Tallos de clavel 249 mM Roquesa Higuera, 2007.
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4.1.1.2 Efecto del pH sobre la actividad de PFO

En la Figura 4.4 se muestra el comportamiento de Ia PFO en el extracto de

manzana, a diferentes valores de pH. Las curvas obtenidas indican que el pH

óptimo para ia máxima actividad es de 6,0. Estos datos son similares a los

publicados en la literatura para esta fruta (Das y coI., 1997; Weemaes y col.,

1998; Kavrayan y Aydemir, 2001; Aydemir, 2004).

U.A.Ig

pH

Figura 4.4 Actividadenzimática de PFO de manzana en función del pH.
U.A.lg:unidades de absorbancia a 420 nm por gramo de extracto de manzana.

Ei pH óptimo obtenido en este ensayo fue luego utilizado para Ia determinación

de ia temperatura óptima.

4.1.1.3 Efecto de la temperatura sobre la actividad de PFO

La temperatura óptima de actividad enzimática de ia PFO de manzana se

muestra en el Figura 4.5. En eiia pueden verse ios valores de absorbancia para

las distintas temperaturas estudiadas.
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Se puede observar que a temperaturas superiores a 60°C, se da una marcada

disminución de la activación de Ia enzima, lo cual indica la labilidad de la

misma. A 11°C la reacción no muestra el comportamiento tipico, lo que puede

deberse a la formación de algún componente químico que actúa disminuyendo

la velocidad pero permitiendo una mayor formación de producto. La actividad

enzimática fue máxima para un rango de temperaturas entre 30 y 40°C. Este

intervalode temperaturas concuerda con reportes de PFO de manzana, menta,

alcaucil y otros (Das y col, 1997; Kavrayan y Aydemir, 2001; Aydemir, 2004).

11°C

30°C
40°C

50°C

70°C

F T l I l

0 50 100 150 200

tiempo, min.

Figura 4.5. Actividadenzimática del extracto de manzana conteniendo PFO en
función del tiempo a diferentes temperaturas. U.A.lg:unidades de absorbancia
a 420 nm por gramo de extracto de manzana.

4.1.1.4 Inhibición de la PFO de manzana por los extractos de cebolla,

coliflor y repollo.

Se ha estudiado el efecto inhibidor de diferentes extractos acuosos de

vegetales sobre la actividad de la PFO para la prevención del oscurecimiento

enzimático del extracto de manzana. Dichos extractos fueron sometidos a un

tratamiento térmico a 121°C durante 5 minutos. Este tratamiento se realizó para
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inhibir la actividad PFO propia de los mismos. En la Figura 4.6 se muestran los

resultados obtenidos al mezclar el extracto de repollo con el extracto de

manzana conteniendo actividad PFO, en el cual puede observarse el

comportamiento del mismo con tratamiento térmico y sin él. Se observa que si

no se realiza el tratamiento térmico al extracto se obtiene mayor actividad

enzimática y mayor formación de pigmentos pardos con respecto a la actividad

del control, debido a que las enzimas con actividad polifenoloxidasa que

quedaron presentes en el extracto de repollo tienen buena afinidad por el

sustrato catecol.

l l

0 200 400 600

Tiempo, seg.

Figura 4.6. Reacción de la enzima PFO empleando como inhibidorextracto de
repollo con tratamiento térmico (línea roja). Se grafican para comparación los
datos para el control sin inhibidor (linea negra) y con el extracto sin tratamiento
térmico (linea azul), en función del tiempo.

4.1.1.5 Efecto de la concentración de los extractos vegetales sobre la

inhibición enzimática.

Se estudió el efecto de inhibiciónde la reacción de pardeo enzimático causado

por los extractos vegetales a diferentes concentraciones. En la Figura 4.7 se

observa el efecto de la concentración sobre el desarrollo de pigmentos pardos.

59



0,45 w

0.05 50 100 ISO ZOO

Tiempo, seg.

0,45 ‘­

o,4 v­

0,35

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1 «

0,05

U‘AJg

0,05

Tiempo, seg.

U.A.Ig

5:N

.A,

-0,05 o 50 100 150 zoo

Tiempo, seg.

—O—Control+296 +596 -5-€-10% -3l(-20% +3396

Figura 4.7. Inhibiciónde extracto de manzana con actividad de polifenoloxidasa
por extractos naturales de cebolla (a), coliflor (b) y repollo (c) a diferentes
concentraciones en función del tiempo.
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Para los sistemas con extracto de cebolla de concentración del 2% peso en

volumen (plv) a 200 segundos se observó un porcentaje de inhibición de

25,6%. Para las demás concentraciones (5% plv y 10% p/v) el porcentaje de

inhibiciónfue de 44,2 y 53,5% respectivamente. Para los sistemas con extracto

de coliflor a los 200 segundos se determinaron porcentajes de inhibición de

30,2, 41,9 y 72,1% para las concentraciones de 2, 5 y 10% p/v

respectivamente. En el caso de los extractos de repollo los porcentajes de

inhibicióna los 200 segundos fueron de 34,9, 39,5 y 74,4% para las respectivas

concentraciones de 2, 5 y 10% plv, respectivamente.

Es de destacar que con todos los extractos ensayados a concentraciones de 20

y 33% plv a los 200 segundos se determinó una inhibición del 100% de la

formación de compuestos pardos.

Como se habia observado en los experimentos preliminares, al comparar la

actividad inhibitoriade los tres extractos se puede ver claramente que a todas

las concentraciones analizadas el extracto de cebolla el cual pertenece a una

familia diferente (Allinaceae) provoca menor inhibiciónque los presentados por

los extractos de las otras dos plantas pertenecientes a la familia de las

Brassicaceae.

Dado que los extractos estudiados con potencial efecto inhibidor sobre el

pardeamiento enzimático presentan en su composición compuestos con

aromas de muy alto impacto (“fuertes”), se evaluó el efecto de la concentración

de los extractos sobre la inhibición de la actividad de PFO a las más bajas

concentraciones inhibitorias posibles, según el experimento previo, con el
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objetivo de elegir la menor concentración efectiva y evitar el efecto dicho

organoléptico.

Se prepararon dos diluciones de los extractos vegetales en buffer fosfato 0,2M

de pH 6,0. La primera, llamada de ahora en adelante solución de “alta

concentración” se preparó diluyendo 2,0 g de cada uno de los extractos

liofilizados en 100 mL de buffer y la segunda, llamada de ahora en adelante

solución de “baja concentración” se preparó diluyendo 0,2 g de cada uno de los

extractos Iiofilizadosen 100 mL de buffer anteriormente mencionado. En la Fig.

4.8 se observa el efecto de los extractos de cebolla (a), coliflor (b) y repollo (c)

sobre ei desarrollo de pardeamiento de los extractos de manzana con actividad

PFO y en presencia de catecol 50mM como sustrato.

En dicha figura se puede observar que todos los extractos provocan inhibición

de la PFO tanto a altas como a bajas concentraciones. Tanto para bajas como

para altas concentraciones de extractos inhibidores, el extracto de coliflores el

que provoca mayor inhibición, en comparación con los extractos de cebolla y

repollo.

A pesar de que tuvieron efecto inhibidor con respecto al control, los sistemas

con extractos de cebolla (de la familia de Allinaceae) en altas concentraciones

presentaron menor efecto inhibidor de la reacción de pardeamiento. Los

sistemas de repollo (de la familia Brassícaceae), presentaron menor inhibición

cuando se utilizaron en bajas concentraciones, lo cual podría atribuirse a los

diferentes compuestos (seguramente a2ufrados) de cada una de ellas.
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Figura 4.8. Inhibición de extracto de manzana con actividad de
polifenoloxidasa por extractos naturales de cebolla (a), coliflor (b) y repollo (c),
en alta (rojo) y baja (azul) concentración en función del tiempo.
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4.1.1.6 Porcentaje de inhibición causada por los extractos vegetales

Se realizó el ajuste matemático de las curvas de absorbancia en función del

tiempo para cada extracto. El modelo aplicado para todas las curvas fue el de

asociación exponencial de una fase definido por la siguiente ecuación:

A =AMáx*(1-exp"K"’)

Donde AMáxcorresponde al valor de la absorbancia de saturación (a 420 nm), t

es el tiempo de reacción y K es la constante cinética del ajuste. Los valores

obtenidos del ajuste para las absorbancias máximas se muestran en la tabla

4.2 para extractos vegetales preparados a alta y a baja concentración. En la

tabla 4.3 se muestran los resultados obtenidos de las constantes cinéticas para

altas y bajas concentraciones.

a) Porcentaje de inhibiciónanalizando las absorbancias máximas

Se determinó el porcentaje de inhibicióncausada por los extractos vegetales

sobre la PFO de manzana, analizando las absorbancias máximas (AMáx)para

cada una de las concentraciones estudiadas. Para esto se empleó la siguiente

ecuación (Baurin y col, 2002):

°/olnhibición del pardeamiento= 100 x AMáxContmI.—AMáxEnsavo
AMáx Contm/

Dónde:

AMáxcomrValor de la absorbancia de saturación para la solución en
ausencia del inhibidor.

AMáxgnsayo:Valor de la absorbancia de saturación para Ia solución con cada
extracto inhibidor.
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En la tabla 4.2. Se muestran los valores de absorbancia máxima obtenidos en

los ensayos de inhibición para cada uno de los extractos vegetales y los

valores del porcentaje de inhibición calculados a partir de la absorbancia

máxima.

Tabla 4.2 Disminución de las AMáx(absorbancia máxima) y porcentaje del
efecto inhibidor de los extractos vegetales sobre el extracto de manzana con
actividad PFO.

Extracmsvegeta'es- (3325.50. ¡Éfliïfiír'é’í dï‘ïáïïüïáï.

Cebolla alta concentración 1,3 i 0,3 ‘ y 51,21: 0,2

Cebolla baja concentración 1,9 i 0,4 25,3:r 0,4

Coliflor alta concentraCión 0,921:0,2 62,8: 0,3

Coliflorbaja concentración 2,6: 0,3 1,7 i 0,4 35,1i 0,3

Repollo alta concentración 1,0 :l:0,3 ' 61,9: 0,2

Repollo baja concentración 2,2 .t 0,4 15,1: 0,4

En la Figura 4.9 Se graficaron los valores de absorbancias máximas y

porcentajes de inhibición para las muestras conteniendo extractos inhibidores

en altas y bajas concentraciones (Fig. 4.9a) y (Fig. 4.9b) respectivamente.

Se puede observar que todos los extractos vegetales inhiben (en menor o

mayor proporción) el desarrollo de absorbancia máxima (AMáx)producida por

los pigmentos pardos (figura 4.9a izq.). EI extracto de coliflores el que provoca

una mayor inhibición en el valor máximo de absorbancia, con una AMáXde 0,9

U.A.lg frente a la muestra control (que no posee ningún inhibidor). La muestra

control tiene una AMáxde 2,6 U.A.lg. El repollo tiene un comportamiento similar

a la coliflor con una AMáXde 1,0 U.A.lg. Cabe recordar que tanto el repollo como

la coliflorpertenecen a plantas de Ia familia Brassicaceae.
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Figura 4.9.Variación de la absorbancia máxima del extracto de manzana
conteniendo PFO y porcentaje de inhibición causado por cada uno de los
extractos vegetales inhibidores empleados a alta (a) y a baja (b) concentración,
en base a los valores de absorbancia alcanzados a 420 nm.

En la Figura 4.9a. (den) se puede ver que las mezclas que contienen los

inhibidores de la familia de las Brassícaceae presentan porcentajes de

inhibición muy similares, con valores de 62,8% y 61,9% para coliflor y repollo

respectivamente. El extracto de cebolla presenta una inhibición menor a las

anteriores con un valor del 51,2%.

Cabe destacar que la inhibiciónlograda con los tres extractos ensayados a la

máxima concentración corresponde a más del 50% con respecto al control, por

Ioque se considera que estos extractos son bastante efectivos.

66



4. Resoltados y Discusión

En la Figura 4.9b. (izq.) se muestran los valores de absorbancia máximas

correspondientes a cada extracto vegetal agregado en baja concentración. Se

observa que al igual que para altas concentraciones el extracto de coliflores el

que inhibe mayormente el desarrollo de la AMáxcon un valor de 1,7 U.A.Ig.

Los extractos de cebolla y el repollo, presentan valores de 1,9 U.A.lg y 2,2

U.A.lg respectivamente, colocando en este caso la actividad inhibitoria de la

cebolla por encima del repollo. En el grafico 4.9b. (den) se pueden observar los

porcentajes de inhibición para coliflor, cebolla y repollo con valores del 35,1%,

25,3% y 15,1% respectivamente.

Se destaca que aunque la inhibicióndel desarrollo de color logrado en los en

los extractos a baja concentración no es tan efectiva como para los de alta

concentración, los flavors de los extractos también son mucho menos

apreciables. De esta manera se podria hacer un balance entre efecto inhibitorio

e impacto del aroma y establecer una solución de compromiso.

b) Porcentaje de inhibición analizando las constantes de la cinética

enzimática

Se determinó el porcentaje de inhibicióncausada por los extractos vegetales

sobre la PFO de manzana, analizando Ia variación de las constantes cinéticas

para cada una de las concentraciones estudiadas. Para esto se empleó la

siguiente ecuación:

%lnhibición dela cinética. = 100 x KiContrvL- ¡(IE/¡sam

Ki Contm/
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Donde:

Kwon“: Valor de la constante cinética de pardeamientc para la solución en

ausencia del inhibidor.

K,-Ensayo:Valor de la constante cinética de pardeamientc para la solución con

cada extracto inhibidor.

En la tabla 4.3. Se muestran los valores de las constantes cinéticas obtenidas

en los ensayos de inhibición para cada uno de los extractos vegetales y los

valores del porcentaje de inhibiciónde la velocidad inicialcalculados a partir de

las constantes cinéticas.

Tabla 4.3 Constantes cinéticas y porcentaje de reducción de la velocidad inicial
de la reacción de los extractos a altas concentraciones, analizando las K,-.

l K,-.de los % de
Extractos vegetales. K,.Control inhibidores ¡nhibición'

Cebolla alta concentración 2,5x10'31-0,4 58,7i 2,3

Cebolla baja concentración 3,4x10'3i 0,3 36,5: 0,4

Colifloralta concentración 2,0x10'3: 0,2 61.4: 0,2
5,3x10'3i 0,3

Coliflorbaja concentración 4,4x10'3i 0,3 16.1 i 0,2

Repollo alta concentración 3,2x10'32l:0,3 40,1: 0,2

Repollo baja concentración 5,4x10'3i 0,2 -1,3 i 0,3*

* La inhibicióntiene un valor negativo porque en realidad acelera.

En la Figura 4.10 se graficaron los valores de absorbancias máximas y

porcentajes de inhibición de la velocidad inicialpara las muestras conteniendo

alta concentración de extracto inhibidor (Fig. 4.10a) y con baja concentración

de extracto inhibidor (Fig. 4.10b).
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Figura 4.10. Variación de las constantes cinéticas del extractos de manzana
conteniendo PFO y porcentaje de inhibiciónde Ia velocidad inicial causado por
cada uno de los extractos vegetales inhibidores empleados a alta (a) y a baja
(b) concentración, en base a los valores de las constantes cinéticas a 420nm.

La disminución de las constantes cinéticas y sus respectivos porcentajes de

inhibición de las velocidades iniciales se muestran en las Figuras 4.10a para

los extractos a alta concentración. Se puede observar que todos los extractos

vegetales inhiben (en menor o mayor proporción) la velocidad a la que ocurre la

reacción (Figura 4.10a izq.). La coliflor es el extracto que provoca una mayor

disminución en la constante cinética. Al evaluar los valores de K,-para los

extractos a altas concentraciones se destaca que solo los sistemas que

contienen extractos de coliflory cebolla alcanzan valores que corresponden a
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más del 50% con respecto al control, sus porcentajes de inhibiciónson de 61,4

y 58,7% respectivamente. Como se puede ver en la Figura 4.10b (der.), el

repollo por el contrario solo presenta un porcentaje de inhibicióndel 40,1%.

En la Figura 4.10b (izq.) se muestran los valores de las constantes cinéticas

correspondientes a cada uno de los extractos vegetales agregados en baja

concentración. Se observa que a diferencia de las altas concentraciones la

cebolla es el extracto que más inhibe. Por otro lado si bien como vimos antes el

extracto de repollo inhibe el valor de absorbancia final, no provoca disminución

de la velocidad de reacción. Este es el único caso en todos los ensayos en el

que se muestra que uno de los extractos estudiados no presenta efecto sobre

una variable cinética, es más, la favorece levemente. Por lo tanto en estas

condiciones el extracto de cebolla provoca mayor disminución de la constante

de velocidad.

Dados los anteriores resultados podría considerarse que aunque los extractos

de coliflor y el repollo son de misma familia (Brassícaceae), los compuestos

inhibidores, su concentración o la forma en que estos actúan sobre a velocidad

de la reacción pueden ser diferentes. Por otro lado, en Ia cebolla, del género

Allium,han sido caracterizados compuestos volátiles sulfurados que contienen

grupos tioles (Griffiths y co|., 2002; Negishi y coI., 2002) y se ha postulado que

estos compuestos organosulfurados de bajo peso molecular presentes en la

cebolla podrían ser los responsables de la inhibiciónde la actividad de la PFO

(Kim y col, 2005).
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4.1.1.7 Comparación de la efectividad de los extractos inhibidores con

la del sulfito

La Figura 4.11 muestra la capacidad inhibidora del pardeo enzimático de los

extractos naturales en comparación con el metabisulfito de sodio, que es el

agente tradicionalmente empleado para inhibireste tipo de pardeo. Se empleó

una concentración de metabisulfito de 10 ppm que es el límite máximo

permitido por la FDA y la UE.

CO

U.A.Ig

0-1

o 200 460 600

Tiempo, seg.

Figura 4.11 Actividadenzimática del extracto de manzana conteniendo PFO en
función del tiempo a para diferentes extractos naturales. I control; I cebolla
alta concentración; I repolloalta concentración; I colifloralta concentración; I
metabisulfito de sodio.

El metabisulfito de sodio provoca una mejor inhibición de la velocidad inicial

frente a los demás inhibidores. Sin embargo, al observar la inhibición a lo largo

del tiempo los extractos de coliflor y el repollo proveen un efecto más

conservado en el tiempo. Es decir, los extractos naturales no disminuyen tanto
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la velocidad inicial como el metabisulfito, pero tienen efecto sobre la máxima

absorbancia alcanzada, es decir la forma de la curva de absorbancia vs tiempo

favorece la efectividad de los extractos naturales a lo largo del tiempo.

4.1.2 Evaluación de la inhibición del PFO en rodajas de manzana

mediante análisis de imagen

Además del estudio de inhibiciónrealizado por las mediciones de absorbancia

en medios liquidos, se determinó la inhibición de pardeamiento directamente

sobre rodajas de manzana. Para ello se efectuaron mediciones de reflectancia

de las muestras, empleando análisis de imágenes, tal como se detalla en la

sección 3.2.1.6 dicha determinación se realizó mediante el uso de las variables

de luminosidad (L*)la cual presenta valores que varían entre 0 (negro) y 100

(blanco), y las coordenadas cromáticas a* con variaciones del verde (-120) al

rojo (120) y b* con colores del azul (-120) al amarillo (120). En este trabajo

también se determinó el cambio de color global de las muestras, a través de la

función AEooCIEDE 2000 (Sharma y col., 2005).

4.1.2.1 Evaluación de la inhibición de la PFO en muestras liofilizadas y

posteriormente embebidas en extractos inhibitorios

Se liofilizaronrodajas de manzana de 2cm de diámetro. Posteriormente, sobre

cada rodaja se dispensó 1 mL de los extractos vegetales que habían

demostrado efecto inhibitoriode la PFO, conteniendo 5 g del extracto vegetal

liofilizadocorrespondiente suspendido en 100 mL de buffer fosfato de pH 6,0.

Tal como se observa en la Figura 4.12, el extracto que ofreció mayor inhibición
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es el de coliflor, resultado que concuerda con la inhibición de la PFO en medio

líquido. Los extractos de cebolla y repollo, sin embargo no fueron tan efectivos.

gua I Ce a i Y oi or H epoo

Figura 4.12. Galería de imágenes de rodajas de manzana liofilizadas y
posteriormente embebidas en extractos inhibitoriosalmacenados a 0 minutos
(a), 25 minutos (b) y 55 minutos (c).

o Cambio global de color. Se calculó el cambio global de color a través

de la función AEoo.,considerando el cambio de color global de cada

extracto con respecto a la muestra control, a la cual se le agregó agua.

Tal como se observa en la Tabla 4.4 y en la Figura 4.13, para todas las

muestras analizadas después de 55 minutos el cambio de color AEoofue

superior a 5 unidades, con respecto al estado inicial de cada una de

ellas, que corresponde a la minima diferencia perceptible visualmente.

Se puede decir que el cambio representado por los valores de AEooson

importantes solo en el caso del extracto de coliflor.
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Tabla 4.4 Valores del cambio global del color (AEoo) para los extractos
vegetales inhibidoresde pardeamiento

Extractos vegetales Cambio global del color AEoo

Control 13,66

Cebolla 9,60

Coliflor , y 7,67

Repollo 11,10

tiempo, min.

Figura 4.13. Cambios de color global (AEoo) para rodajas de manzana
liofilizadas y posteriormente embebidas en agua (o) y extractos inhibitorios de
cebolla (V), coliflor (A) y repollo (El),en función del tiempo.

La función AEoorefleja el cambio de color global, pero no indica cómo es la

composición cromática de cada sistema. Para una mejor caracterización de los

cambios se determinaron en forma independiente las variaciones de las

coordenadas L*,a* y b* del espacio CIELAB.

En la Figura 4.14 se muestran las diferencias de los valores de luminosidad y

de las variables cromáticas, respecto del tiempo inicial de cada muestra,

representadas por Lo*-L*(a),ao*-a* (b), bo*-b*(c), respectivamente.
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Figura 4.14. Cambio de las funciones de color a) luminosidad (Lo*—L*);b) rojo
(ao*-a*)y c) amarillo (bo*-b*),para rodajas de manzana embebidas en agua (o)
y extractos de cebolla (V), coliflor (A) y repollo (El)en función del tiempo.
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En dicha figura puede observarse que todos los sistemas estudiados

presentaron un cambio global de color representado por la disminución de la

luminosidad y aumento de las variables cromáticas.

Cambio de luminosidad. El extracto de coliflor fue el que presentó

mayor capacidad de inhibicióndel oscurecimiento de las muestras, dado

que se observó menor disminución en el parámetro de luminosidad,

siendo el sistema al que se le había dispensado el extracto de repollo el

que más se oscureció, superando incluso las muestras control (agua) en

el periodo de tiempo estudiado.

Cambio de componente roja. Como en todos los sistemas hay

desarrollo de productos pardos y, por lo tanto, se observa un aumento

en los valores de a*, siendo las rodajas de manzana embebidas en agua

(control) las muestras que presentaron mayores valores en esta

coordenada. El extracto de coliflor fue el más efectivo para la inhibición

de la componente roja del pardeamiento, (con el que se obtuvieron los

valores de a* más bajos), tal como lo discutido para luminosidad.

Cambio de Ia componente amarilla. En el caso de la coordenada

cromática b* se presenta un aumento del color amarillo de todas las

muestras, siendo nuevamente el extracto de coliflor que mostró menor

desarrollo de la variable b*, y a su vez el repollo el extracto que produjo

en las rodajas mayores valores de b*.
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Constantes cinéticas de pardeamiento. Se calcularon las constantes

cinéticas a partir del ajuste de los datos de las curvas Lo*—L*en función del

tiempo empleando el siguiente modelo de correlación no lineal:

L*o—L* = (A)*(1-exp“‘"’)

Donde: A: es el valor de L'-L"oa tiempos largos (en el plateau)

K: constate cinética; t: tiempo

En la tabla 4.5 se muestran los valores obtenidos para la muestras control y

para cada uno de los extracto inhibidores estudiados. Puede observarse que el

extracto de repollo presenta mayor velocidad de pardeamiento en el tiempo

estudiado, alcanzando valores de Lo*- L*Máxsuperiores a los obtenidos para la

muestra control.

Tabla 4.5 Valores de las constantes cinéticas y Lo*—L*Méx.para las muestras
control y muestras con cebolla, coliflor y repollo

Lo* - L*Máxde IOS
Extractos K (Lo*—L*)/min) ¡“Moras

Control 0,05864" x 13,3 L

Cebolla 0,03252 11,3

Coliflor 0,02403 ' L10,2 ;

Repollo 0,07103 15,8

Esto podría deberse a que las enzimas con actividad de polifenoloxidasa

presentes en la manzana tengan mucha afinidad por algún sustrato

naturalmente presente en el repollo. Sin embargo esto no se había verificado
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en los experimentos en medio liquido (sección 4.1.1.2). El extracto que provocó

menor velocidad del pardeamiento de las rodajas de manzana. fue el de

coliflor, obteniendo valores de máximo cambio de luminosidad de 10,2 y la

menor velocidad de reacción. En el caso del extracto de cebolla también se

observó un efecto inhibidor del pardeamiento de las rodajas de manzana,

siendo un poco menor que el obtenido para el extracto de coliflor.

Con el objetivo de observar el desplazamiento de color de cada una de las

rodajas embebidas en los diferentes extractos, se graficaron los valores de

cambio global en el plano cromático a*, b*. Se observa que las muestras son

levemente verdosas en el punto inicial y se desplazan hacia el rojo y hacia el

amarillo a medida que se pardean.

Amarillo

Verde Rojo

Figura 4.15. Desplazamiento cromático para el control (o) y los extractos
vegetales de cebolla (V), coliflor (A) y repollo (El) en rodajas de manzana
liofilizadasy posteriormente embebidas.
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4.1.2.2 Evaluación de la inhibición del PFO en muestras frescas

embebidas en extractos inhibitorios y posteriormente Iiofilizadas

Con la finalidad de estudiar el efecto del agua en la inhibicióndel pardeamiento

de los extractos vegetales se humidificaron rodajas de manzana Iiofilizadas y

posteriormente embebidas en cada uno de los extractos. Se eligieron

humedades relativas de 11%, 43%, 84% y 93%. Dicho análisis se realizó a

través del análisis de imagen en función del tiempo de humidificación a 20°C.

Agua Cebolla Coliflor REPOIO

Figura 4.16. Galerías de imágenes de la evaluación de la inhibicióndel PFO en
muestras frescas embebidas en extractos inhibitorios y posteriormente
Iiofilizadas, humidificadas a 11% de humedad relativa y almacenadas a 0 días
(a) y 27 días (b).

En la Figura 4.16. Se puede observar que al final del tratamiento de

humidificaclón a 11% de HR no hay cambios notables de desarrollo de color, lo

que manifiesta el impedimento cinético de la enzima para la formación de

pigmentos pardos debido a la baja movilidadmolecular bajo estas condiciones.
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Agua l. Cebolla Yi Coliflor Repollo

Figura 4.17. Galerias de imágenes de la evaluación de la inhibicióndel PFO en
muestras frescas embebidas en extractos inhibitorios y posteriormente
liofilizadas, humidificadas a 43% de humedad relativa y almacenadas a 0 días
(a) y 27 días (b).

En la Figura 4.17 se observa un muy leve desarrollo de pigmentos pardos dado

por el iniciode la interacción enzima-sustrato que se ve apenas favorecida por

esta HR, los cambios en color son más notorios que los expuestos para la

Figura 4.16. Sin embargo son difícilmente perceptibles, esto se puede percibir

en la Figura 4.19b donde las variaciones de luminosidad y el cambio global de

color no representan valores que los hagan representativos.

Las muestras humidificadas a 84% de humedad relativa presentan una nítida

formación de pigmentos pardos al cabo de tiempos prolongados de tratamiento

(comparar los 27 días de este experimento con las 72 horas del experimento

con las rodajas de manzana liofilizadas y posteriormente embebidas en

extractos inhibitorios).

Esto se debe a que a dicha humedad el sistema tiene la movilidad molecular

suficiente para que exista la interacción enzima-sustrato que permita el

80



4. Resultados y Discusión

oscurecimiento de las muestras tal y como se observa en Ia Figura 4.18, pero

aún existen impedimentos cinéticos ya que el color desarrollado es mucho más

pálido que en las muestras de Ia Figura 4.12. Además, también se puede

observar como la muestra control (agua) presenta el desarrollo de hongos al

final del tratamiento a diferencia de las muestras embebidas en los extractos

que a esta humedad relativa no existió crecimiento de hongos a los 27 días.

Coliflor Repo oAgua Cebolla

Figura 4.18. Galerias de imágenes de la evaluación de la inhibicióndel PFO en
muestras frescas embebidas en extractos inhibitorios y posteriormente
liofilizadas, humidificadas a 84% de humedad relativa y almacenadas a 0 dias
(a), 3 dias (b) y 27 dias (c).

La Figura 4.19 muestra los valores de AEooyde Ia coordenada luminosidad (L*,

que es la que mostró mayor variación) de cada uno de los extractos vegetales

estudiados para varias humedades relativas (11%, 43 y 84%).
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Figura 4.19.Cambios globales de color y variación de la luminosidad de rodajas
de manzana embebidas en agua (o) y en extractos vegetales de cebolla (V),
coliflor (A) y repollo (El) humidlficadas a 11% (a), 43% (b) y 84% (c) de
humedad relativa en función del tiempo.
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En las Figura 4.19 a y b puede observarse que a bajas HR (11 y 43%) los

cambios en AEooyluminosidad no fueron importantes. Teniendo en cuenta que

el ser humano percibe diferencias de color cuando los valores de L*difieren en

10 unidades se puede considerar que en el tiempo de humidificación no hay

cambios en el color del material. Esto se debe a la baja movilidad molecular

que presentan las rodajas de manzana, ya que la enzima está inmovilizadaen

una matriz altamente viscosa (Burin y Buera, 2001). Por Io tanto,

independientemente del extracto empleado para la imbibición los sistemas

tienen comportamiento similar, limitado por impedimentos cinéticos dados por

Ia matriz. Si bien a 11 y 43% de HR el AEoo aumenta con el tiempo y L*

disminuye, estos cambios quedan por debajo del nivel de percepción visual, tal

como se observa en las Figuras 4.16 y 4.17. A HR de 84% el material ya

presenta una mayor movilidad molecular, lo cual favorece las reacciones

enzimáticas logrando así el nítido desarrollo de pigmentos pardos, por lo que el

aumento de AEoocon el tiempo es claramente distinguible en forma visual

aunque a tiempos muy largos en comparación con los experimentos analizados

en la sección 4.1.2.1. Además, dada la presencia de agua libre, el material se

vio afectado por el desarrollo de hongos. En la figura 4.18 se puede observar el

desarrollo de hongos que se obtuvo en las rodajas al final del tratamiento de

humidificación.

Estas imágenes muestran que el extracto de coliflor además de inhibir el

pardeamiento podría ser un inhibidor del desarrollo de hongos. Estudios

previos han demostrado que los productos con compuestos sulfurados pueden

inhibirel desarrollo de estos microorganismos (Ding y col, 2002).
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Como analizamos previamente, el valor de AEoo indica el cambio global

respecto de una referencia, por lo tanto no informa acerca de la evolución

cromática o del cambio de luminosidad. Por ejemplo, un valor dado de AEoo

indica el apartamiento de un dado color pero no se puede decir si la muestra

está más clara o más oscura respecto de un control. Por otro lado, la

coordenada que presenta una mayor variación es L*, que tampoco informa

sobre las características cromáticas, solo indica mayor oscurecimiento. Se

evaluaron por lo tanto las coordenadas, a* y b* en función del tiempo para tener

información del desplazamiento cromático, y los resultados obtenidos se

observan en la Fig. 4.20. En esta figura se muestran los valores de las

variables cromáticas para los sistemas embebidos en extractos de cebolla,

coliflor y repollo antes de la liofilización y luego equilibrados a humedades

relativas de 11% (Figura 4.20a), 43% (Figura 4.20b) y 84% (Figura 4.200).

A bajas HR (HR 11 y 43%) el material embebido en agua antes de su

liofllización (control) presenta valores muy bajos de a*, tiene una tonalidad

verdosa y valores relativamente altos de b* con respecto a los extractos

estudiados. Las rodajas de manzana embebidas en extracto de coliflorprevia a

la liofilizaciónfueron las que presentaron una mayor diferencia favorable frente

al control.
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Figura 4.20. Desplazamiento de las variables cromáticas de las rodajas de
manzana embebidas en agua (o), y extracto vegetal de cebolla (V), coliflor(A)
y repollo (El)almacenado a 11% (a), 43% (b) y 84% (c) de HR.
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En todos los casos el tiempo de almacenamiento generó disminución en los

valores de b* y un aumento en la variable a* que por la magnitud que tienen no

logran ser visualmente distinguibles a HR 11 y 43%. A HR 43% para el último

tiempo de análisis (27 días), se empiezan obtener mayores valores de b* y

menores de a*, lo que indicaría el inicio de las reacciones de pardeamiento. A

altas humedades relativas (84%) empiezan a ser más marcados los cambios

en las variables cromáticas producidas en el tiempo de almacenamiento, esto

puede deberse a que a 84% de HR el material presenta mayor movilidady por

ende es más propenso a sufrir reacciones de deterioro, como se discutió

previamente.

Como puede apreciarse, el grado de inhibición obtenido por el tratamiento de

imbibición con extractos previo a la liofilización fue despreciable para las

muestras de HR entre 11 y 84%, en comparación con lo discutido en la sección

4.1.2.1, para el tratamiento de imbibiciónde las rodajas de manzana luego de

liofilizarlas, y el desarrollo de color ocurrió a un tiempos muy largos. Esto puede

deberse a que aún a HR 84% los impedimentos cinéticos en la matriz

enmascaran y son más limitantes que el efecto de los inhibidores.

Por el contrario, el análisis de imágenes para muestras de 93% de HR produjo

un rápido desarrollo de las reacciones, y por lo tanto disminuyó el tiempo de

estudio (Figura 4.21).
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Agua Y Cebolla Coliflor y l Repolo

Figura 4.21. Galerias de imágenes de la evaluación de la inhibicióndel PFO en
muestras frescas embebidas en extractos inhibitorios y posteriormente
liofilizadas, humidiflcadas a 93% de humedad relativa y almacenadas a 0 horas
(a) y 74 horas (b).

En a figura 4.21. se puede observar que a diferencia de las humedades

relativas de 11, 43 y 84% (Figuras 4.16, 4.17 y 4.18), la humedad de 93%

presentó una mayor velocidad del pardeamiento, lo que está dado por la alta

movilidad molecular en la matriz, la cual favorece las reacciones enzimáticas.

Dado que la humedad y la temperaturas son óptimas para el desarrollo de

hongos dichas muestras solo pudieron ser analizadas hasta las 74 horas, pero

fue suficiente para observar diferencias entre los distintos sistemas. En este

caso los sistemas con extractos ihibidores presentan diferencias significativas

con respecto a las muestras control.

A continuación en la figura 4.22. se presenta el cambio global de color (AEoo)

para las rodajas de manzana embebidas en los extractos y posteriormente

humidificadas a 93% de humedad relativa.
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Tiempo, h.

Figura 4.22. Cambios de color global (AEoo) para rodajas de manzana
embebidas en agua (o) y extractos inhibitorios de cebolla (V), coliflor (A)
repollo (El), liofilizadas y posteriormente humidificadas a 93% HR, en función
del tiempo.

Se observa que ocurrió un cambio global de color importante para todas las

muestras analizadas. Con respecto al estado inicial de cada una de ellas el

control fue la única muestra que presentó variaciones de AEoomuy por encima

de las 5 unidades, alcanzando valores de 12, 13 unidades de AEoo.Las rodajas

que contenían los extractos inhibitorios, al final del tratamiento térmico

presentaron valores de AEoo levemente por encima de las 5 unidades.

Considerando el cambio de color global de cada extracto con respecto a la

muestra control, a la cual se le agregó agua, se puede decir que el cambio

representado por los valores de AEooempiezan a mostrar diferencias solo a

partir de las 28 horas y al final del tratamiento cada una de las muestras que

contenían el extracto inhibidor presentaron una diferencia con respecto al

control de 7 unidades de AEooaproximadamente.

En la figura 4.23 se encuentran graficados los parámetros de luminosidad y las

variables cromáticas de las rodajas de manzana embebidas en los extractos
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vegetales y posteriormente liofilizadas. Las muestras fueron humidificadas a

93% de HR por un periodo de 74 horas. En la Figura 4.23 se muestra el cambio

de las coordenadas ClELABen función del tiempo. Se puede observar que la

luminosidad del material presentó una importante disminución en las muestras

control, principalmente a partir de las 24 horas de almacenamiento. En el caso

de los extractos vegetales, los cambios de luminosidad fueron pequeños en el

tiempo de estudio. Con respecto a las variables cromáticas (Figuras 4.23 y

4.24) se observa la misma tendencia en todos los extractos estudiados, en los

cuales se presentó un aumento de los valores de a* y de b*,siendo mucho más

importantes dichos cambios en la muestra control.

El grado de inhibición obtenido con las muestras liofilizadas luego de

embeberlas en los extractos inhibitorios y rehumidificadas hasta 93% de HR

resultó similar al obtenido para las muestras liofilizadas y luego embebidas con

los extractos (sección 4.1.2.1). En Ia Tabla 4.6 se observa la comparación de

los datos obtenidos por ambos tratamientos.

Tabla 4.6 Comparación de los dos métodos utilizados para inhibir la reacción
de pardeo enzimático sobre rodajas de manzanas

Muestras Muestras

Extractos liofilizaday 23:23): embebidas y 2322;:embebida p liofilizadas p

Control 13,3 --- ' 78,06 I . --­

Cebolla 9,8 3,5 82,31 4,3

Coliflor 7,3, 6,0 * 82,81 1* I ‘ 4,8

Repollo 15,8 -2,5 84,02 6,2
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Tiempo, h.

Figura 4.23. Cambio de luminosidad L*(a) y de variables cromáticas a* (b) y b*
(c), para rodajas de manzana embebidas en agua (o) y extractos de cebolla
(V), coliflor (A) y repollo (El) y posteriormente humidificadas a 93% de
humedad relativa, en función del tiempo.
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Tabla 4.7 Disminucióndela luminosidad y porcentaje del efecto inhibidorde los
extractos vegetales sobre rodajas de manzana humidificadas a 93% de HR.

ExtractosPlateau
Controla i * r 178,06 0

Cebolla 82,31 5,44

Coliflor y 82,8‘1V 6,08

Repollo 84,02 7,63

En la tabla se muestan los valores de luminosidad para las rodajas de manzana

embebidas en los extractos vegetales y sus porcentajes de inhibicióntomando

como 100% las muestras embebidas en agua. Se observa que el extracto que

presenta mayor inhibiciondel pardeamiento sobre las rodajas de manzana fue

el repollo.

Amarillo2—/

Rojo

Figura 4.24. Desplazamiento cromático en el plano a*, b* para rodajas de
manzana embebidas en agua (o) y extractos de cebolla (V), coliflor (A) y
repollo (Ü) y posteriormente humidificadas a 93% de humedad relativa, en
función del tiempo.
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4.2 PARDEAMIENTO N0 ENZIMÁTICO

4.2.1 Efectos de los extractos vegetales sobre la inhibición del

pardeamiento no enzimático

4.2.1.1 Efectos de los extractos de cebolla, coliflor y repollo sobre la

inhibición del pardeamiento no enzimático en sistemas

glucosa/glicina

En esta parte del trabajo se evaluó la actividad inhibitoria de los extractos

vegetales sobre el desarrollo de color producido por la reacción de Maillarden

una solución de glucosa/glicina. Como es sabido, la incubación de proteinas o

aminoácidos con glucosa lleva a la formación de productos de glicosilación a

través de la reacción de Maillard que conduce en las etapas finales a la

formación de pigmentos pardos.

En la Figura 4.25 se presenta el desarrollo de absorbancia a 420 nm en función

del tiempo para las muestras control y aquellas conteniendo los extractos

potencialmente inhibidores de la producción de pigmentos pardos. Las curvas

obtenidas presentan Ia caracteristica forma sigmoidea típica de la observada

para el desarrollo de pigmentos pardos en sistemas líquidos (Buera y col.,

1987). Presentan una zona inicial de desarrollo lento de color, otra zona

intermedia con Ia máxima velocidad de desarrollo y finalmente una zona donde

se llega al máximo o saturación de color.
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Figura 4.25 Desarrollo de absorbancia a 420 nm para sistemas glucosa-glicina
(o) tratados a 70°C en presencia de extractos inhibitorios de cebolla (V),
coliflor (A) y repollo (D).

Para un mayor detalle se graficaron también las zonas de dicho gráfico que

corresponden a las etapas iniciales (tiempos cortos) y a las etapa final (plateau)

en una escala mayor (Figura 4.26 a y b). De esta forma se logra observar que

los extractos de repollo y coliflor tuvieron actividad inhibitoria en la zona inicial,

mientras que el sistema que contenía extracto de cebolla se comportó como el

control. Por otro lado, los extractos de cebolla y repollo produjeron inhibición

del desarrollo máximo de color.
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Figura 4.26 Inhibicióndel pardeo no enzimático desde las 0 h hasta las 178 h
(izq.), de las 400 h a las 480 h (der.) para los sistemas control (o), cebolla (V),
Coliflor (A) y repollo (El).

Con los datos presentados en la figura 4.26 a se calcularon las velocidades

iniciales del desarrollo de color empleando el siguiente modelo:

A= Ao*exp(k'°

Donde Aocorresponde al valor de la absorbancia a tiempo cero (a 420

nm)

- K es la constante cinética del ajuste y t el tiempo.

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 4.8
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Tabla 4.8 Constantes cinéticas, absorbancias máximas y porcentaje de
inhibición de las absorbancias máximas para los sistemas conteniendo los
extractos inhibitorios.

SiStemas (U.A}fig)/s M79) %g: ¡2.223%

Glucosa/Glicina 0,01663 r 10,8 L0

Glucosa/Glicina/Cebolla 0,01695 9,0 16,7

Glucosa/GlicinalColiflor 0,02216 ' 7,8 27,8

Glucosa/GIicina/Repollo 0,01832 7,8 27,8

Productos e intermediarios de la compleja reacción de Maillardse caracterizan

por su fluorescencia y con el tiempo llevan a la formación de pigmentos pardos

y/o formación de entrecruzamientos. La composición del medio (pH, presencia

de sales) y de factores ambientales (temperatura, humedad a la que el

producto está expuesto) determinan la cinética de las reacciones.

Cuando se excitó a 340 nm, los espectros de emisión de fluorescencia de las

muestras estudiadas presentaron un pico a 450 nm el cual fue utilizado para

cuantificar los compuestos fluorescentes mediante una curva de calibración

realizada con quinina según fue descripto en Ia sección 3.2.2.5.

Los valores obtenidos de unidades de fluorescencia a una longitud de onda de

excitación de 340 nm y de emisión a 450 nm (corregidos por las diluciones

realizadas) se muestra en la figura 4.27.
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Figura 4.27 Desarrollo de fluorescencia en sistemas glucosa-glicina sometidos
a tratamiento térmico a 70°C para los sistemas control (o) y en presencia de
extractos inhibidores cebolla (V), Coliflor (A) y repollo (El). Los intervalos de
confianza se encuentran por debajo de los símbolos, siendo más pequeños que
el tamaño de estos.

En la Figura 4.27 se observa el aumento de Ia intensidad de fluorescencia en

función del tiempo para cada sistema conteniendo glucosa, glicina y cada uno

de los extractos acuosos estudiados. La curva de desarrollo de fluorescencia

presenta también distintas etapas, inicialmente el desarrollo es lento, luego

aumenta la velocidad de generación de compuestos fluorescentes, pasa por un

máximo y luego cae. Esto demuestra que los compuestos fluorescentes

generados se comportan como intermediarios de la reacción. Por otro lado, los

extractos agregados provocaron una cierta inhibición del desarrollo de

fluorescencia a tiempos intermedios, dentro del periodo analizado, siendo el

sistema conteniendo extracto de repollo el que presentó diferencias

significativas con respecto al control. Además, los extractos provocaron la

disminución del máximo valor de fluorescencia alcanzado. La eficiencia de la

inhibición fue: cebolla > repollo=coliflor.
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Figura 4.28 Galerias de imágenes de la evaluación de la inhibición de la
reacción de pardeamiento no enzimático en sistemas glucosa-glicina en
presencia de los extractos inhibitorios y luego de 168 horas de incubación a
50°C.

4.2.1.2 Pardeo no enzimática en rodajas de manzana frescas embebidas

en los extractos inhibitorios, escaldadas al vapor, y tratadas a

70°C.

En esta sección se analizó el efecto inhibidor de los extractos vegetales de

cebolla, coliflor y repollo sobre la reacción de pardeamiento no enzimático en

rodajas de manzana previamente escaldadas para evitar la interferencia del

pardeamiento enzimátioo. Para ello, se estudió el desarrollo de color a través

del análisis de imágenes de rodajas de manzana.

Las rodajas de manzana fueron escaldadas en vapor de agua a 90°C por 3

minutos y luego el material fue embebido en los extractos de cebolla, coliflor y

repollo y finalmente tratado a 70 °C.
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Agua l i Cebolla Coliflor Repollo

Figura 4.29. Galerías de imágenes de la evaluación de la inhibición del
pardeamiento no enzimático en rodajas de manzana escaldadas y
posteriormente embebidas en extractos inhibitorios a diferentes tiempos de
almacenamiento a 70°C y almacenados a 0 horas (a), 28 horas (b) y 72 horas
(c).

En la figura 4.29 se pueden observar las imágenes obtenidas durante el

almacenamiento del material conteniendo el extracto inhibidor. El desarrollo de

color durante el almacenamiento a 70°C producida por la reacción de

pardeamiento provocó cambios rápidamente en el material, ya que a las 28

horas de tratamiento puede distinguirse un color diferente con respecto al

inicial. En estas imágenes no se aprecia una diferencia en el color de las

muestras embebidas en agua o con los distintos extractos estudiados.

En la figura 4.30 se encuentran graficados los valores de los parámetros de

color obtenidos a partirde las imágenes de las rodajas de manzana.
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Figura 4.30 Evolución de las coordenadas de color (en el sistema ClELAB)por
pardeo no enzimático en rodajas de manzana escaldadas, en función del
tiempo de almacenamiento a 70°C, con respecto al valor inicial. a) cambio de
luminosidad (Lo*-L*);b) cambios en la coordenada a* (aga-a*); cambios en la
coordenada b* (bo*'—b*).) Para los sistemas control (o), cebolla (V), Coliflor
(A) y repollo (El).
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En ella puede observarse que la luminosidad del material representada por la

variable Lo* - L* (Fig 4.29a) cambia con el tiempo de almacenamiento

mostrando para todos los extractos el mismo comportamiento que el control. En

el caso de las variables cromáticas a* (Fig 4.29b) y b* (Fig. 4.2c) se presenta la

misma tendencia que la obtenida para la luminosidad, siendo esta última la que

más diferencias presenta. Esto indicaría que los extractos vegetales no tienen

un efecto inhibidorimportante sobre la reacción de pardeamiento no enzimático

que se desarrolla en rodajas de manzana frescas.
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RESUMEN DE RESULTADOS

' Se obtuvo un extracto de manzana con actividad PFO y extractos

vegetales de cebolla, repollo y coliflor con potencial acción inhibitoria de la

actividad PFO debido a su contenido en compuestos azufrados.

- Se caracterizaron las condiciones óptimas de pH y temperatura y la

cinética de la actividad de PFO extraída de manzana, empleando catecol como

sustrato, obteniéndose las constates KMy VMáX.

- Los extractos vegetales liofilizadosse ensayaron a dos concentraciones,

conteniendo 29 y 0,29 de sólidos por 100 mL de buffer. Los extractos más

concentrados presentaban un aroma de alto impacto y el empleo de una baja

concentración disminuyó notablemente el aroma.

- El grado de inhibición se calculó a través de la constante cinética de

pardeamiento y de la absorbancia máxima alcanzada en los extractos.

- Considerando la máxima absorbancia obtenida en los sistemas líquidos

con actividad PFO de manzana, se verificó que todos los extractos tienen

capacidad inhibitoriadel pardeo enzimático, destacándose como más efectivo

el extracto de coliflory en el orden de efectividad coliflor>repollo>cebolla a altas

concentraciones del extracto inhibitorio y coliflor>cebolla>repollo a bajas

concentraciones del extracto agregado.

- Considerando la constante cinética a altas concentraciones de extracto,

la efectividad fue coliflor>cebolla>repol|o,mientras que a bajas concentraciones

cebolla>coliflor>repollo.

- Es de destacar que teniendo en cuenta la apariencia final del producto

interesa el mínimo desarrollo de color. El extracto de cebolla inhibe bien la
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velocidad de desarrollo de color pero no es efectiva para impedir un extenso

grado de pardeo al final de las reacciones. El extracto de coliflor inhibe ambas

variables y por lo tanto es el más efectivo.

c Para las concentraciones más altas los extractos de coliflor, cebolla y

repollo tuvieron un desempeño comparable a una concentración de

metabisulfito de 10 ppm que es el limite máximo permitido por la FDA y la UE.

Más aún, debido al distinto comportamiento de las curvas cinéticas, los

sistemas con sulfito tienen un desarrollo de color más lineal en función del

tiempo, lo que hace que a tiempos largos se logre un pardeamiento mayor en

ellos.

o Mediante el análisis de imágenes de manzana liofilizadas y

posteriormente embebidas en los extractos inhibitoriosnuevamente se verificó

que en los sistemas que el extracto de coliflor ofreció mayor grado de

inhibición. Los extractos de cebolla y repollo tuvieron mucha menor efectividad,

aunque medible.

- De las variables de color, la luminosidad fue la que reflejó más

sensiblemente los cambios observados. El cambio fue muy bajo en el plano

cromático (a*, b*) y el cambio de color global AEoono ofreció información sobre

el desplazamiento cromático de las muestras.

- La mayor efectividad del extracto de coliflor percibida visualmente se

verificó además tanto por la constante cinética de la curva (Lo*- L*)vs tiempo

como por el valor máximo de (Lo*- L*)alcanzado que refleja el oscurecimiento

total.

- En otro conjunto de experimentos, las muestras de manzana se

embebieron en los extractos inhibitorios antes de liofllizarlas y luego se
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equilibraron a tres humedades relativas (HR = 11, 43 y 84%).

Independientemente del extracto enzimático empleado, la actividad enzimática

estaba inhibida en las muestras de HR 11 y 43%, debido a la baja movilidad

molecular en dichas condiciones, en que todos los sistemas tuvieron

comportamiento similar, y comparable al control. A 84% de HR Ia enzima

mostró actividad pero bajo estas condiciones los tiempos necesarios para

observar oscurecimiento se prolongados hasta casi un mes y no se

manifestaron diferencias muy notorias con respecto a las muestras control. Los

impedimentos cinéticos dados por la baja humedad probablemente

enmascaran y limitan el efecto inhibidor de los extractos. Los efectos

inhibitorios en este experimento se manifestaron más nítidamente a la

humedad relativa de 93%, y en este caso el grado de inhibición alcanzado

empleando los extractos fue similar al obtenido en los sistemas liofilizados y

luego embebidos en los extractos.

- Los extractos de cebolla, coliflory repollo tuvieron efecto inhibitoriosobre

las distintas etapas de la reacción de Maillard. Algunos de ellos afectaron

fundamentalmente la etapa inicial (repollo, coliflor) y otros el máximo de

intensidad de color en la etapa final (repollo, cebolla). Por otro lado, la

inhibiciónse manifestó también en Ia formación de productos fluorescentes. En

este caso fue el extracto de cebolla el que inhibió mayormente la formación de

dichos productos.

- El efecto de los extractos de cebolla, repollo y coliflor sobre el

pardeamiento no enzimático de rodajas de manzana escaldadas y sometidas a

tratamiento térmico a 70°C fue mucho menos notorio.
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En este trabajo de Tesis se demuestra que es posible obtener extractos

vegetales con componentes naturales para su aplicación en reemplazo de

aditivos sintéticos o cuya presencia no es natural, como los sulfitos.

Los agentes sulfitantes han sido ampliamente utilizados a lo largo de la historia

debido a sus múltiples funciones (son agentes conservadores fungicidas,

micostáticos y bacteriostáticos, antipardeo y antioxidantes). Dada su

versatilidad y costo, se emplean en productos farmacéuticos, bebidas y

alimentos. Sus desventajas desde el punto de vista nutricional y toxicoiógico,

discutidos en esta tesis, si bien han provocado restricciones en su uso, no han

podido contrarrestar sus ventajas tecnológicas. De esta manera, se hace

importante Ia búsqueda de agentes alternativos.

En este trabajo se demostró que los extractos ensayados de repollo, coliflory

cebolla (previamente escaldados) presentaron actividad inhibitoriatanto sobre

el pardeamiento enzimático sobre la formación de intermediarios y pigmentos

de la reacción de Maillard. Además, se observó cierto efecto antifúngico o

fungistático, sin que se haya profundizado en este últimoaspecto.

En particular, de los extractos estudiados, el de coliflor produjo la mayor

inhibición de la actividad polifenoloxidasa e inhibió la producción de pigmentos

pardos e intermediarios de la reacción de Maillard.

Estos extractos pudieron liofilizarse adecuadamente en matrices de

maltodextrina, presentaron buena estabilidad y esto permitió su fácil manejo

durante todo el periodo que duraron los experimentos de esta tesis,

Se destacan además, dentro de las metodologías empleadas, el valor de los

métodos de análisis de imágenes por ser no destructivo, sensible y de fácil
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implementación y de análisis de fluorescencia para identificar reacciones

tempranas.

Las características organolépticas de los extractos estudiados son aspectos

que podrian afectar el empleo comercial de los mismos, y queda por resolver

este aspecto. Por el momento tendrían aplicación para productos en que sus

aromas no afectaran negativamente o que inclusive podrían aportar un

atractivo adicional (carnes, pescados, vegetales procesados como papas fritas

o vegetales frescos como berenjenas o champiñones).

Ya que los extractos de diferentes fuentes tuvieron impacto en distintas fases

de las reacciones (algunos afectando las etapas iniciales, otros la velocidad y

otros la absorbancia o fluorescencia máximas), la combinación de varios de

ellos podria considerarse una alternativa interesante para ensayos futuros. Por

lo tanto, estos extractos o algunos de sus componentes purificados podrían

considerarse como agentes antioxidantes (por inhibir la oxidación enzimática

de polifenoles) y antipardeo. Además, la aplicación simultánea de ácido

ascórbico podría representar una alternativa no analizada en esta tesis.

En pasos posteriores de Ia investigación, identificando específicamente los

compuestos presentes en los extractos que poseen los beneficios

mencionados, se podrá avanzar en los mecanismos involucrados y en aspectos

básicos de los efectos observados. Sin embargo, en cuanto a los aspectos

aplicados, la utilización de componentes purificados podría generar costos

excesivos para que su producción y su uso sean competitivos. Si bien, durante

los experimentos de la tesis los extractos mantuvieron su actividad inhibitoria,

otro punto importante a evaluar es la conservación de dicha actividad de los

105



extractos Iiofilizados en el tiempo de almacenamiento por periodos más

prolongados.

Los extractos vegetales analizados representan de esta forma un paso inicial

para la obtención de sustitutos del sulfito, que tantos problemas de índole

nutricional y toxicológico conllevan.
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