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Desarrollo de una metodologia para la produccién de concentrados de fibra
dietaria de pulpay cascara de papaya (Carica papaya L.), con propiedades
fisicoquimicas y funcionales optimizadas para aplicaciones en laindustria de

alimentos

Resumen de la tesis

En la presente investigacion se han estudiado metodologias para la produccion de
concentrados de fibra dietaria a partir de pulpa y cascara de papaya (Carica papaya L.),
las cuales combinan la aplicacion de tratamientos con soluciones etandlicas (primera
etapa) con una posterior deshidratacion con radiaciones no-ionizantes de microondas o
por conveccién con aire caliente (segunda etapa). Se han evaluado las variables de
proceso que ejercen la mayor influencia sobre las propiedades de hidratacién, de
absorcion de aceite, volumen especifico, color, y contenido de compuestos fendlicos.
Una optimizacién posterior permiti6 maximizar dichas propiedades mediante la
metodologia de superficie de respuesta. Se comparé las propiedades del concentrado
obtenido de pulpa y cascara y la incidencia del modo de deshidratacion. Se determiné
la presencia de &cido ascorbico, carotenoides, fendlicos, y se identificaron los
compuestos presentes en relacion a los dos ultimos tipos de antioxidantes. Se cuantificd
el contenido de fendlicos y actividad antioxidante luego de un ensayo de digestibilidad
in vitro. Se incorporaron los concentrados aislados en emulsiones aceite en agua,
evaluando su incidencia en la estabilidad de la emulsidon y frente a agentes oxidantes,
obteniéndose muy buenos resultados. Los concentrados de fibra dietaria producidos,
muestran un gran potencial para ser usados como ingredientes en la formulacion de
nuevos alimentos, debido a su alta capacidad de absorcion y retencién de agua y su
contenido de compuestos con actividad nutricional y antioxidante. Las propiedades de
los concentrados pueden modularse con el método de obtencién y ellos pueden

contribuir al desarrollo de alimentos saludables.

Palabras claves: Concentrado de fibra dietaria, propiedades funcionales, actividad

antioxidante, compuestos de pared celular, emulsiones.



Development of a methodology for the production of dietary fiber concentrates
from papaya pulp and peel (Carica papaya L.), with optimized physicochemical

and functional properties and for applications in the food industry

Thesis abstract

In this research it had been studied methodologies for the production of dietary fiber
concentrates from pulp and peel of papaya (Carica papaya L.). These methodologies
combined the use of treatments with ethanolic solutions (first stage) and a dehydration
step with microwave non-ionizing radiations or with hot air convection (second stage).
The process variables that exert the greater influence on hydration properties, oil
absorption, specific volume, color and phenolics content were evaluated. A response
surface methodology allowed determining the treatment conditions that maximize those
properties. The properties of the pulp and peel concentrates were compared and the
influence of dehydration technique was also analyzed. The presence of ascorbic acid,
carotenoids and phenolics was detected and the compounds present in the last two type
of antioxidants were identified. The phenolic content and the antioxidant activity after an
in vitro digestibility assay were quantified. The isolated concentrates were included in
formulations of oil in water emulsions and their effect on the emulsion stability and
against oxidant conditions were evaluated obtaining very good results. The dietary fiber
concentrates showed a great potential for being used as ingredients in the formulation
of new foods due to their high capacity for water absorption and retention, their content
of nutritional and antioxidant compounds. The properties of these concentrates can be
modulated by means of the isolation technique and they can contribute to the

development of healthy foods.

Key words: Dietary fiber concentrate, functional properties, antioxidant activity, cell wall

compounds, emulsions.
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CAPITULO I

CAPITULO |

OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION
DE CONCENTRADOS DE FIBRA
DIETARIA A PARTIR DE SUB-
PRODUCTOS DE PAPAYA (Carica
papaya L.) MEDIANTE TRATAMIENTO
ETANOLICO Y DESHIDRATACION CON
MICROONDAS



CAPITULO I

RESUMEN DEL CAPITULO |

Se desarroll6 una metodologia para la produccion de un concentrado en fibra dietaria
(CED), a partir de la pulpa de papaya, mediante un tratamiento con etanol y una etapa
posterior de deshidratacibn con microondas. Mediante evaluaciones estadisticas, se
demostré6 que el tratamiento con etanol durante 15 minutos, utilizando una relacion
etanol/muestra de 2,9 ml/g y una deshidratacion a 40°C, producen un CFD con propiedades
de hidratacion, de absorcion de aceite, propiedades fisicas y, ademas, con un contenido de
compuestos fendlicos con valores maximizados. Las mismas condiciones o variables de
proceso optimizadas para los CFD de pulpa, se utilizaron para obtener un CFD a partir de
la cascara. Entre los resultados mas significativos, se encontré que el CFD de pulpa tenia
alta capacidad de hinchamiento, de absorcion y retencién de agua, en comparacién con el
CFD de céascara y que otros productos reportados en bibliografia. Asimismo, ambos
concentrados (pulpa y cascara), mostraron interesante capacidad de absorcién de aceite.
El contenido de compuestos fendlicos encontrados en el CFD de cascara fue el doble del
encontrado en el de pulpa. Estas caracteristicas son prometedoras en cuanto al uso de
estos concentrados como ingredientes naturales, en la formulacion de alimentos que
necesiten, por ejemplo, mejorar las propiedades reolégicas como la viscosidad y/o
nutricionales. Asimismo, el contenido de compuestos fendélicos podria otorgar actividad
antioxidante a un alimento y ejercer dicha actividad, luego de la ingesta, sobre los seres

humanos.



CAPITULO I

OBJETIVOS DEL CAPITULO |

Producir concentrados de fibra dietaria (CFD) a partir de la pulpa y cascara de
papaya, mediante un tratamiento con etanol y deshidratacién por microondas.
Evaluar mediante un disefio experimental, el efecto de cuatro variables del proceso
de produccién: tiempo de tratamiento etandlico (t), temperatura del tratamiento
etandlico (Te), relacion etanol/muestra (E/M) y temperatura de secado (Ts), sobre
las propiedades de hidrataciébn y de absorcion de aceite, sobre el volumen
especifico, la fraccion soluble, parametros de color (L*a*b*) y el contenido de
compuestos fendlicos.

Determinar el rendimiento de los concentrados obtenidos.

Optimizar el proceso de produccion mediante un disefio de superficie de respuesta.



CAPITULO1

[.1. INTRODUCCION

[.1.1. Informacién general de la planta de papaya

Figura I.1.1. Arbol de papaya con sus frutos (Portalanaroca, 2016).

La papaya o mamén, es una planta tropical originaria de la region centroamericana,
perteneciente a la familia botanica de las CaricAceas. Su importancia econémica y
comercial radica en sus frutos, que presentan gran valor nutritivo. Los mismos son
piriformes de 10 a 25 cm de longitud y de 7 a 15 cm de diametro, aproximadamente, con
abundantes semillas en su interior. La cdscara del fruto inmaduro es verde y rica en latex y
luego, con la evolucién del proceso de maduracion, la misma se torna de color amarillo-
naranja. La pulpa es carnosa, aromética y jugosa, de color naranja o rojiza. La composicion
porcentual tipica es: semillas (8,5%), cascara (12%) y pulpa (79,5%). En cuanto a su
composicion nutricional, sobresale su alto contenido de vitaminas A, E y C, Ademas,
contiene potasio, cobre, hierro, fésforo, magnesio, carotenos, flavonoides, &acido
pantoténico, acido folico y fibra. Para su consumo en fresco, en general los frutos se
cosechan cuando el color de la piel cambia de verde oscuro a verde claro o tonos amarillos
y de esta manera, los mismos continan madurando en el periodo de post-cosecha. Si la

cosecha se retrasa mucho, los frutos seran mas susceptibles al dafio durante la
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CAPITULO I

manipulacién. Las papayas se recogen manualmente en funcién del tamafio y la edad del
arbol o bien mediante herramientas especializadas (cuchillos). Para la industrializacion del
producto, la cosecha puede realizarse en etapas tempranas de maduracién con colores
verdes en la cascara. El fruto recibe diversos nombres de acuerdo al pais productor, dentro
de los cuales se conocen mamaén, papaya, lechosa, melon de arbol, fruta bomba, mamao,
pawpaw, entre otros y son consumidos en fresco o bien luego de algin proceso de

industrializacion (Parra, 2012).

Informacion de la medicina tradicional Filipina , revel6 que tanto los frutos, tallos, hojas y
raices de papaya, pueden utilizarse como antihelminticos estomacales, ademas como un
tratamiento diurético, laxante, vermifugo, antiasmatico, antirreumatico, y como una cura
para el ensanchamiento del higado, el bazo, los lunares y crecimientos cancerosos

(Quisumbing, 1978; Starley, Mohammed, Schneider, & Bickler, 1999).

Entre los diferentes usos de la papaya reportados, se ha prestado mucha atencién a la
abundancia de papaina en el fruto (Golan et al., 2000), atribuyendo en parte a estas
enzimas algunos beneficios para la digestion de las proteinas, por lo cual, se ha
recomendado el consumo de papaya para el tratamiento de algunos trastornos digestivos.
A nivel industrial, esta enzima se utiliza, por ejemplo, como ingrediente en ablandadores de

carne y en suplementos de enzimas digestivas.

[.1.2. Produccién local y mundial de papaya

De acuerdo a datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO), se produce papaya en alrededor de 60 paises. En 2010 se produjo un
total de 11568346 toneladas a nivel mundial, siendo India, Brasil y la Republica Dominicana
los principales productores mundiales, con una participacién del 36,3%, 16,2% y 7,9%,

respectivamente. En cuanto a las importaciones mundiales, el pais que lider6 las compras
5



CAPITULO I

de estos frutos en 2010 fue Estados Unidos. Pag6 98,6 millones de USD FOB por 153891
toneladas. Estos representaron el 40,5% del valor y el 57,6% del volumen total importado
durante ese afio. Otros importadores destacados son Singapur (8,5% del volumen y 2,6%
del valor en délares), Canada (5% del volumen y 6,8% del valor en délares) y Alemania
(2,7% del volumen y 7,6% del valor en ddlares). En el mismo afio, Argentina registrd
importaciones por 889 toneladas y 0,34 millones de USD CIF. Durante el afio 2011, estos
pardmetros se redujeron; se compraron al exterior 459 toneladas por un monto total de 0,33

millones de USD CIF.

Argentina aporté en 2010 el 0,02% del volumen mundial, con 2000 toneladas. La region
productiva con destino comercial se localiza en las provincias de Misiones, Corrientes,
Formosa, Jujuy y Salta, donde las condiciones agroecoldgicas son adecuadas para este
cultivo. Las mismas incluyen baja incidencia de heladas, gran insolacion y temperaturas
moderadas a elevadas. También se registran algunas pequefas plantaciones de baja
escala de produccion, generalmente para autoconsumo en provincias como Santa Fe. Gran
proporcion de la produccion de papaya en Argentina se destina a la industrializaciéon. Esto
en parte se debe a que en muchos casos no se completa el ciclo de maduracion de las
frutas, debido a que este periodo se extiende mas alla del mes abiril, coincidiendo con el

inicio del descenso de las temperaturas (Parra, 2012).

En Formosa, se estima una superficie de 20 ha, mientras que en Salta se calcula un total
de 50 ha en produccion de papaya. En esta Ultima provincia, se esta llevando a cabo un
Plan de Promocion de Cultivos Tropicales por la Mesa Nacional de Frutas Tropicales, que
en acuerdo con datos del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacion, ya
hizo entrega de unas 6000 plantas de papaya, de un total programado de 17000 (Parra,

2012).
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En Misiones existen alrededor de 333 productores de papaya, que desarrollan su actividad
en un total de 360 hectareas y que producen en conjunto 6800 toneladas de papaya
aproximadamente. La expansion del cultivo se debid a varios motivos entre los cuales se
pueden citar: constituye un muy buen cultivo para combinar con citricos como ananay otros
que se desarrollan en la provincia (diversificacion productiva) y ademas a que es una planta
de rapido crecimiento y produccién, ya que a los diez meses de la plantacién, es posible
lograr la primera cosecha y al segundo afio, alcanzar el pico de produccién. En Misiones se
diferencian cinco zonas productoras de papaya: Zona Alto Uruguay, Zona de Jardin
Ameérica, Zona de Garuhapé - El Alcazar, Zona de Pozo Azul, Zona de Andresito. La
produccién de papaya se destina a industrializacién, para la elaboraciéon de fruta escurrida
(proceso previo a “fruta abrillantada”), otra parte se envia a industrias instaladas en Cérdoba
y Santa Fe y otra cantidad de fruta se destina a la elaboracion de dulces y mermeladas

(Parra, 2012).

1.1.3. Aprovechamiento de residuos provenientes de la produccidn e industrializaciéon

Durante la cadena productiva de la papaya (produccion, comercializacion y transformacién),
se pueden generar residuos o subproductos de diferentes formas, como por ejemplo, en las
etapas de cosecha y poscosecha, los frutos que no alcanzan la calidad para
comercializacién directa o para la industrializacibn son muchas veces desechados.
Ademas, es bien sabido que durante y después de los procesos de transformacion, muchos
subproductos como cascaras, semillas y partes de pulpa también pueden ser generados.
Por lo cual estos subproductos que normalmente son dispuestos como residuos, podrian
ser revalorados (Zhou et al., 2011). Una de las formas para dar valor agregado a estos

residuos, podria ser aprovechando la funcionalidad de sus componentes como proteinas,
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carbohidratos, lipidos, vitaminas, minerales, fibra dietaria, los cuales podrian ser

reutilizados en otros procesos de transformacion de alimentos.

I.1.4. Aplicacion de tratamientos térmicos para la estabilizacion de tejidos vegetales

Procesos como el escaldado, la pasteurizacion, la esterilizacion, el secado y la evaporacion,
son comunmente empleados en la industria alimentaria para estabilizar alimentos

vegetales en cuanto a la seguridad microbioldgica y estabilidad enzimatica.

El secado es uno de los procesos con un alto consumo de tiempo y energia en la industria
de alimentos. Es por eso que los nuevos desarrollos en investigacion estan dirigidos a
disminuir el tiempo de secado y el consumo de energia sin reducir la calidad organoléptica
y nutricional de los alimentos. Las condiciones de secado o los equipos pueden ser
modificados para aumentar la eficiencia global. Técnicas mixtas tales como el uso de
secado por microondas con el secado solar para reducir costos y tiempos de
procesamiento, son estrategias que han sido estudiadas (Secmeler, 2003). También el uso
de otras técnicas hibridas de secado, por ejemplo, combinando vacio o secado convectivo
con tecnologias tales como microondas, radiofrecuencia y calentamiento infrarrojo han

mostrado interesantes resultados (Raghavan et al., 2005).

Durante las ultimas dos décadas, la busqueda de procesos mas eficientes de secado para
reducir los consumos energéticos y proporcionar una mejor calidad al producto final, se ha
convertido en el objetivo de los procesos modernos de secado (Raghavan et al., 2005). Ha
habido un creciente interés en el secado por microondas para reducir los tiempos de
proceso y aumentar la remocion de agua de productos agricolas. El secado con microondas
tiene varias ventajas tales como, mayor velocidad de secado, tiempos de secado mas
cortos, disminucion en el consumo de energia y mejor calidad de los productos. Por estas

razones, diferentes estudios se han realizado utilizando el secado por microondas,
8



CAPITULO I

investigando los efectos de varios niveles de potencia y temperaturas de secado sobre la
calidad del producto (Adedeji, Ngadi, & Raghavan, 2009; Andrés, Bilbao, & Fito, 2004;
Changrue, Orsat, & Raghavan, 2008; Cui, Xu, Sun, & Chen, 2005; Knoerzer, Regier, &

Schubert, 2006; Lu, Tang, & Ran, 1999).

[.1.4.1 Calentamiento dieléctrico

La interaccion entre un campo electromagnético alterno aplicado, con los dipolos y cargas
ibnicas presentes en la matriz alimentaria, produce la conversibn de energia
electromagnética en energia térmica, debido a la interaccion directa de la radiacion
incidente con las moléculas del material, permitiendo asi el calentamiento en el producto,
denominado calentamiento volumétrico (Venkatesh & Raghavan, 2004). Los sistemas de
microondas operan bajo este principio, obligando a las moléculas polares, tales como el
agua y a las especies ionicas, a alinearse constantemente con el campo eléctrico que se
encuentra rodeando el producto. Las microondas operan en la region del espectro
electromagnético que resulta en el calentamiento dieléctrico, estas se ubican entre las

frecuencias de 300 MHz-300 GHz (Ramaswamy & Tang, 2008).

Las microondas son consideradas radiaciones no ionizantes ya que la energia emitida no
es suficiente para romper uniones quimicas (Orsat, Raghavan, & Meda, 2005; Piyasena,
Dussault, Koutchma, Ramaswamy, & Awuah, 2003). La aplicacion de la energia de
microondas en los procesos de produccién agricola incluye el secado, el control de insectos
y la germinacion de semillas (Venkatesh & Raghavan, 2004). En el area de procesamiento
de alimentos, aplicaciones tales como atemperado o acondicionamiento, secado al vacio,
deshidratacion, coccion, horneado, escaldado, pasteurizacion, esterilizacion y extraccion,

son los procesos mas utilizados (Orsat et al., 2005).
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La energia de microondas puede ser utilizada para escaldar tejidos vegetales como una
alternativa a los tratamientos convencionales, por ejemplo, para la inactivacion de enzimas
como la polifenoloxidasa y peroxidasa en tejido de remolacha (Latorre, Bonelli, Rojas, &
Gerschenson, 2012). En procesos como la pasteurizacion y esterilizacion, también es
utilizado este mecanismo de calentamiento, debido a que se logran menores tiempos y

costos de procesamiento.

En productos sélidos y semisolidos, es importante la incidencia del lento proceso de difusion
térmica en el tiempo total del proceso. La eficiencia del calentamiento por microondas en
los alimentos sélidos tiene las caracteristicas de un proceso de alta temperatura-corto
tiempo (AT-CT). De esta manera, los beneficios de un proceso AT-CT, permiten reducir la

carga microbiana y minimizar la degradacion de los componentes (Hayashi, 2002).

Las bandas de frecuencia utilizadas y permitidas en USA por la Comision Federal de
Comunicaciones (FCC) para las aplicaciones industriales, cientificas y médicas, son la de
frecuencia de 915 MHz, utilizada Gnicamente para el calentamiento industrial y la frecuencia
de 2450 MHz, utilizada tanto en los hornos industriales como los de uso doméstico. Las
propiedades dieléctricas de los alimentos juegan un papel clave en la interaccion con el
campo eléctrico y son dependientes de la composicion, la temperatura y la frecuencia de
microondas empleada. Por lo tanto, existe una importante influencia de las propiedades
dieléctricas de los materiales sobre la eficiencia de la energia electromagnética acoplada
en los materiales, la distribucién del campo electromagnético y la conversién de energia
electromagnética en energia térmica dentro del material (Tang, 2005).

La matriz a tratar debe contener especies dipolares o idnicas para que las microondas
ejerzan su efecto. El calentamiento ocurre por dos mecanismos, la polarizacion de los
dipolos y la conduccion iénica. Los dipolos o iones son inducidos a moverse en la matriz

por la interaccion con la radiacion aplicada. Cuando los dipolos tratan de re-orientarse por
10
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si mismos con respecto al campo eléctrico alterno, se pierde energia en forma de calor por

friccion molecular (Wathey, Tierney, Lidstrom, & Westman, 2002).

El tratamiento térmico convencional es diferente al tratamiento por microondas, debido a
que las microondas pueden transferir energia a través del volumen del material; esta
transferencia de energia ofrece ventajas como reducciéon del tiempo de procesamiento y

mejoras de la calidad global del producto (Venkatesh & Raghavan, 2004).

La absorcion de la energia de las microondas por los tejidos vegetales da lugar a cambios
quimicos y fisicos. La fricciobn intermolecular generada a partir del calentamiento por
microondas, puede causar aumento de la presioén celular interna y conducir a la ruptura, lo
que resulta en una pérdida de contenido y de organizacion celular (Quenzer & Burns, 1981).
Por estas razones, es necesario realizar estudios especificos para los diferentes tejidos,
tratando de establecer una base de informacién sistemética que permita encontrar las
condiciones oOptimas de tiempo y potencia para alcanzar el objetivo del proceso con el

minimo dafio nutricional y organoléptico posible.

[.1.5. Obtencién de fibra dietaria a partir de subproductos vegetales

Muchas propuestas pueden encontrarse en la busqueda de agregar valor a los
subproductos vegetales, entre las cuales el aislamiento de los compuestos de pared celular
ha sido una de las mas aceptadas entre los investigadores, teniendo en cuenta los mdltiples
beneficios que puede otorgar el consumo de la fibra, ademas de sus posibles usos para el
procesamiento de otros productos alimenticios. En investigaciones como las realizadas por
de Moraes Crizel, Jablonski, de Oliveira Rios, Rech, & Flores, (2013), se han analizado
caracteristicas fisico quimicas de fibra dietaria producida a partir de subproductos de
naranja en Brasil. Asi mismo, en los trabajos de Tril, Fernandez-Lépez, Alvarez, & Viuda-

Martos, (2014), se analizaron las propiedades quimicas, fisico quimicas, tecnoldgicas,
11
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propiedades antioxidantes y antibacteriales de polvos ricos en fibra dietaria obtenidos a

partir de tamarindo (Tamarindus indica L).

[.1.6. Definicion de fibra dietaria o dietética

La definicion actual para el término fibra dietaria o dietética se dio en el afio 2009, por parte
de la comision del Codex Alimentarius (Codex Dietary Fiber Definition. ALINORM
09/32/REP), programa conjunto con la FAO/OMS sobre normas alimentarias, donde se
establecieron los siguientes parametros para clasificar a los componentes que estaran

definidos como fibra dietaria:

Se entendera por fibra dietaria los polimeros de hidratos de carbono con diez o0 mas
unidades monomeéricas, que no son hidrolizados por las enzimas enddgenas del intestino

delgado humano y que pertenecen a las categorias siguientes:

e polimeros de carbohidratos comestibles que se encuentran naturalmente en los

alimentos en la forma en que se consumen;

e polimeros de carbohidratos obtenidos de materia prima alimentaria por medios fisicos,
enzimaticos o quimicos, y que se haya demostrado que tienen un efecto fisioldgico
beneficioso para la salud mediante pruebas cientificas generalmente aceptadas

aportadas a las autoridades competentes;

e polimeros de carbohidratos sintéticos que se haya demostrado que tienen un efecto
fisiologico beneficioso para la salud mediante pruebas cientificas generalmente

aceptadas aportadas a las autoridades competentes.

Las notas al pie en la definicion de fibra dietaria del afio 2009 fueron modificadas en el

afno 2010 (ALINORM 10/33/26, 10/33/REP) y dicen:

12
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La fibra dietaria, si es de origen vegetal, puede incluir fracciones de lignina y/u otros
compuestos asociados con los polisacaridos de la pared celular vegetal y si tales
compuestos se han cuantificado mediante los métodos de la AOAC para el andlisis de fibra
dietaria, estas sustancias quedan incluidas en la definicion de fibra por cuanto estan

efectivamente asociadas con la fraccion polisacaridica u oligosacaridica de la fibra.

La decisién sobre si se deben incluir los carbohidratos entre tres y nueve unidades

monoméricas debe recaer en las autoridades nacionales.

En el Cédigo alimentario Argentino, en el capitulo XVII correspondiente a los ALIMENTOS
DE REGIMEN DIETETICO - Articulo 1385 - (Resolucion Conjunta SPRel N°95/2008 y

SAGPyYA N° 358/2008), se realiza la siguiente definicion:

Se entiende por Fibra alimentaria a cualquier material comestible que no sea hidrolizado
por las enzimas endogenas del tracto digestivo humano. Incluye polisacaridos no almidon,
pectinas, almidon resistente, inulina, oligofructosa, polidextrosa, maltodextrinas resistentes,
fructooligosacéaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS), transgalactooligosacéaridos

(TOS), y todos los que en el futuro incorpore la Autoridad Sanitaria Nacional.

Se entiende por Fructooligosacaridos (FOS) a los oligosacaridos de fructosa con uniones
B-2,1 de origen natural o sintético. Se entiende por Inulina el fructano natural constituido por
unidades de fructosil con uniones (3-2,1 terminado en una unidad de glucosa. La longitud
de la cadena es generalmente de 2 a 60 unidades. Se entiende por Oligofructosa natural el
producto constituido por 3 a 5 unidades de fructosa con una unidad terminal de glucosa. La
oligofructosa sintética contiene B-2,1 cadenas de fructosa con o sin unidades de glucosa
terminales. Las cadenas varian de 2 a 8 residuos de monosacéridos. Se entiende por
Fructooligosacéridos (FOS) sintéticos el producto de la hidrélisis enzimética (enzima

fructofuranosidasa fungica) de la inulina o de la sintesis o de la transfructosilacion de la
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sacarosa. Los FOS sintéticos poseen la misma composicidon quimica y estructural que la
oligofructosa, excepto que el promedio de los grados de polimerizacion es de 2 a 4. Se
entiende por Galactooligosacéaridos (GOS) el oligosacérido no digerible (3 a 10 grados de
polimerizacién) compuesto por wunidades de galactosa. Se entiende por
Transgalactooligosacaridos (TOS o TGOS) el producto de la transgalactosilacion
enziméatica de la lactosa. Los oligdmeros son lineales y consisten en moléculas de lactosa

con varias galactosas con uniones -1,6 y B -1,4.

I.1.7. Beneficios de laingesta de fibra dietaria

Décadas atras, surgi6é entre los investigadores que trabajaban sobre fibra dietaria (FD), la
hipétesis de la relacién entre los alimentos que constituyen la dieta y la incidencia de
enfermedades cronicas. Este hecho estimulé una gran cantidad de investigaciones vy
produjo una nueva visibn sobre las causas de algunas enfermedades comunes,
especialmente las del aparato gastrointestinal en los paises occidentales. Histéricamente,
el énfasis de las investigaciones se ha concentrado sobre el efecto de la FD en relacion con
la cantidad, mas que con el tipo de fibra presente en la dieta. Los estudios mas amplios se
han llevado a cabo combinando experimentos in vitro, en animales y humanos, midiendo
los efectos agudos y a largo plazo, a nivel celular en tejidos y érganos. Ellos han demostrado
que las diferentes fuentes de fibra pueden tener distintos efectos metabdlicos y fisiolégicos.
Se han estudiado las propiedades quimicas y fisicas, el destino durante el transito intestinal
y la fermentacion de la FD, para determinar sus efectos fisiolégicos y metabdlicos cuando
se consumen. En particular, la implicancia de las propiedades fisicoquimicas de la FD sobre

sus efectos agudos son ahora bastante bien comprendidos (Guillon & Champ, 2000).

Hay una creciente conciencia sobre la importancia de la fermentacion en el colon en las
funciones metabdlicas intestinales en el hombre, pero nuestra comprension de los factores
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que controlan la fermentacion siguen siendo limitados. Los principales sustratos de la
fermentacion en el colon son algunos componentes de la FD y las secreciones enddgenas
producidas por la mucosa intestinal. Por lo tanto, los hidratos de carbono complejos y, en
particular, los de la pared celular de los tejidos vegetales, son importantes contribuyentes
al conjunto de los sustratos fermentables. Tales fibras demuestran una amplia diversidad
tanto en la velocidad y el grado de degradacién como en la cantidad y el perfil de &cidos
grasos de cadena corta producidos (Macfarlane & Macfarlane, 2012; Salvador et al., 1993;

Titgemeyer & Bourquin, 1991) .

Gran parte de la evidencia disponible indica que las personas que consumen alimentos
ricos en FD, por ejemplo, frutas, verduras y las semillas enteras de cereales y leguminosas,
tienen una menor prevalencia de importantes factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular, obesidad y diabetes mellitus tipo 2 (Bazzano, He, Muntner, Vupputuri, &
Whelton, 2003; Liese et al., 2003). Recientes estudios, también apuntan a una relacion
inversa entre la ingesta de alimentos ricos en FD y el desarrollo de enfermedad coronaria y
ocurrencia de accidente cerebrovascular (Dahl & Stewart, 2015).

Los beneficios de la fibra sobre el aparato gastrointestinal han sido ampliamente

reconocidos, hecho que ha determinado su consideracion como nutriente (FDA, 1993).

[.1.8. Tipos de fibra dietaria

La fibra dietaria, segun su comportamiento al dispersarse en agua, puede considerarse
como fraccién soluble o fraccién insoluble. Cada fraccién tiene propiedades y efectos
fisiologicos diferentes (Kaczmarczyk, Miller, & Freund, 2012). La fraccion insoluble se
relaciona con la regulacién intestinal, mientras que la fraccién soluble se relaciona con la
disminucion de los niveles de colesterol y de absorcién de glucosa intestinal (Mehta,
Ahlawat, Sharma, & Dabur, 2013). En términos de beneficios para la salud, los dos tipos de
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fibra son importantes. Un porcentaje del 70 al 50% de la fraccion insoluble y un 30 a 50%
de la fraccion soluble se considera que corresponde a una proporcion equilibrada de ambas
(Schneeman, 1999). La fibra dietaria proveniente del salvado de cereales es un ingrediente
tipico en los productos formulados con alto contenido de fibra en alimentos, pero la
presencia de fibra soluble en los cereales es muy baja (Tabla 1.1.1). Este no es el caso de
las frutas donde la relacion entre los porcentajes de las fracciones de fibra soluble e
insoluble es méas equilibrada (Saura Calixto, 1993), por lo cual la inclusion de FD
proveniente de diferentes fuentes en productos alimenticios puede mejorar su deseabilidad

(Mehta et al., 2013).

Tabla 1.1.1. Contenido de fibra dietaria de algunos subproductos vegetales (% base seca)

de acuerdo a Grigelmo-Miguel, Gorinstein, & Martin-Belloso, (1999).

. . Fibra dietaria Fibra dietaria Fibra dietaria
Origen de la fibra )
total insoluble soluble
Salvado de maiz 87,87 87,47 0,40
Salvado de trigo 44,46 41,59 2,87
Salvado de avena 10,24 7,07 3,17
Bagazo de cebada 43,11 4,42 1,69
Concentrado de fibra dietaria de durazno 33,17 21,93 11,27

[.1.9. Situacion actual sobre el consumo de fibra en el mundo

La ingesta de FD se ha recomendado desde hace muchos afios, incluso en las directrices
de la American Heart Association y el Institute of Medicine (USA), debido principalmente a
los beneficios cardiovasculares, y otros beneficios para la salud. Un reciente andlisis que
combina mas de 10 estudios para hacer frente a las enfermedades cardiovasculares
reveld resultados significativos sobre los efectos benéficos de la fibra en las enfermedades
cardiovasculares por lo que muchas organizaciones médicas recomiendan hoy el aumento
de fibra en la dieta diaria (King, Mainous lii, & Lambourne, 2012; Park, Subar, Hollenbeck,

& Schatzkin, 2011).
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La ingesta recomendada de FD en el Reino Unido se ha fijado en 18 g por dia. Ello es
consistente con la reciente recomendacion de la FAO / OMS; sin embargo ese valor es
inferior a las recomendaciones dadas en otras partes del mundo. Las recomendaciones de
ingesta de FD varian considerablemente en todo el mundo y se han modificado a través del
tiempo, lo que refleja las diferencias en la forma en que se definen los valores de las dietas
de referencia, a las consideraciones sobre la definicion y a los métodos de analisis de FD.
Aun con estas limitaciones, es evidente que la recomendacion del Reino Unido se
encuentra entre las mas bajas del mundo. Los valores de referencia en otras partes del
mundo estan en los rangos de 25 - 35 g, pero en algunos casos, llegan a ser de hasta 40
g/dia (Buttriss & Stokes, 2008; Lunn & Buttriss, 2007). La ingesta recomendada de fibra
total adecuada para los adultos es de 26 a 38 g/dia, segun el Instituto de Medicina y el
Departamento de Agricultura de EE.UU. Para las personas de 50 afios o mas joven, la
recomendacién diaria es de 38 g para los hombres y 26 gramos para las mujeres, mientras
que para los hombres y mujeres mayores de 50 afios de edad es 30 y 21 g/dia
respectivamente, debido a un menor consumo de energia promedio. Sin embargo, el
consumo promedio en la mayoria de los informes ha sido mucho menor, entre 13y 14 g/dia
(King et al., 2012). Importantes esfuerzos de salud publica se han centrado en el aumento
de la ingesta de fibra en la Ultima década (Lichtenstein et al., 2006). EI consumo de FD

recomendado por algunas organizaciones a nivel mundial se muestra en la Tabla 1.1.2.

Tabla I.1.2. Ingestas de fibra dietaria recomendadas por instituciones en el mundo.

Fuente Recomendacioén g/dia

National Cancer Institute 20-30

USDA y USFDA 38 para hombres y 26 para mujeres

National Academy of Sciences (USA) 30 a 38 para hombres y 21 a 26 para mujeres
UK Department of Health 18, expresado como polisacaridos no almidon
German Department of Health 30

Tomado de Mehta et al., (2013).
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En la Argentina el valor diario de referencia de fibra alimentaria (VDR) es de 25 gramos

segun el Codigo Alimentario Argentino, (2013).

Segun la Encuesta Nacional de Nutricion y Salud, (2007), la mediana de la ingesta de fibra
alimentaria en mujeres entre los 10 y los 49 afios en Argentina es de 9,39 g, determinando
que el porcentaje de mujeres con ingesta inferior a la recomendada por la National Academy
of Sciences (USA) era del 97,2%. Este mismo porcentaje de deficiencia en la ingesta de FD
también se encontr6 entre las mujeres de las diferentes regiones del pais y entre las

diferentes condiciones socioeconémicas.

Es bien sabido que la FD de algunas frutas, contiene una mayor proporcion de fibra dietaria
soluble (FDS) y compuestos bioactivos asociados que los cereales, lo cual genera
propiedades distintivas relacionadas con la salud gastrointestinal y la prevencion de
enfermedades cronicas (Spiller, 2001). La fibra dietaria antioxidante, se define como un
producto natural que combina los efectos beneficiosos de la FD y antioxidantes naturales,
tales como compuestos fendlicos (Pérez Jiménez et al., 2008). Por lo tanto, la fibra dietaria
antioxidante se puede utilizar como un suplemento dietario para mejorar el estado
nutricional, la salud gastrointestinal y prevenir enfermedades cardiovasculares 'y, por el otro,
como un ingrediente en alimentos con la finalidad de evitar la oxidacion de lipidos (Sanchez

Alonso, Jiménez Escrig, Saura Calixto, & Borderias, 2006).

[.1.10. Otros beneficios de laingesta de fibra dietaria

Mientras que el conocimiento acerca de la salud estd siendo utilizado para mejorar los
alimentos, por otra parte, los alimentos estan siendo utilizados para mejorar la salud (Mehta
et al., 2013). En este sentido hay un campo de investigacion prometedor para producir
alimentos mas sanos. Diversas investigaciones epidemiologicas especificas, han

demostrado la relacion entre la dieta deficiente en fibra dietaria y otros hidratos de carbono
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complejos y el aumento de un nimero de enfermedades crénicas, incluyendo el cancer de

colon, la obesidad y las enfermedades cardiovasculares (World Health Organization, 2003).

La fibra dietaria se ha reconocido como un componente importante de la dieta y ademas, la
mitad de la fibra deberia provenir del salvado de cereales y la otra mitad de frutas y verduras
de acuerdo con Nayak, Pattnaik, & Mohanty, (2000). La cantidad de fibra dietaria
proporcionada por los cereales depende del origen y el grado de procesamiento. Por
ejemplo, el contenido de fibra en la harina de trigo refinada es 2,5 g/100 g mientras que en
la harina sin refinar, es 12 g/100 g, que es un valor casi cinco veces mayor. La fraccion
insoluble de fibra dietaria se retira, en general, durante el proceso de refinacion (Rodriguez,
Jiménez, Fernandez Bolafios, Guillén, & Heredia, 2006). Las recomendaciones sobre la
ingesta de fibra en la dieta no son los mismos en todos los paises. La diferencia se debe a
variaciones en los habitos de alimentacion, estilos de vida y el grado de elaboracion de

diversos productos alimenticios consumidos en diferentes paises.

[.1.11. Funcionalidad de la fibra dietaria y aplicaciones alimenticias

Muchas aplicaciones alimenticias pueden ser encontradas en la literatura reciente para la
incorporacién de la FD en productos procesados. La incorporacion de FD en los productos
alimenticios se ha venido incrementando, debido a las numerosas propiedades funcionales
como la retencion de agua, aceite, la capacidad para disminuir pérdidas por coccién y la
modificacion de textura (Jimenez Colmenero, 1996). La FD aislada de diferentes fuentes
vegetales como frutas deshidratadas, verduras y/o cereales, se ha utilizado en la industria
de alimentos y ha mostrado resultados prometedores (Viuda Martos, Ruiz Navajas,
Fernandez Lépez, & Pérez Alvarez, 2010). Por ejemplo, se ha encontrado que la FD de las
frutas y verduras tienen una mejor capacidad de absorcion de agua, lo cual podria ser
importante en la formulacién de productos como emulsiones (Rodriguez et al., 2006).
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Las propiedades fisicas de la FD influyen sobre sus propiedades funcionales. Por lo tanto
es necesario, disponer de definiciones claras de las propiedades fisicas y funcionales que
son nutricionalmente relevantes, para contribuir al desarrollo de alimentos que sean
aceptados por el consumidor. Las propiedades funcionales también estan relacionadas con
la composicién y la estructura quimica de los polisacéaridos presentes en la FD y procesos
como el de secado, pueden alterar las propiedades fisico-quimicas, modificando asi las

funcionales (Femenia et al., 2009).

[.1.12. Importancia del tamafio de particula y volumen aparente de un material

El interés en el conocimiento del tamafio de particula y volumen aparente se debe a que
estos factores controlan una serie de eventos que ocurren en el tracto digestivo: el tiempo
de transito, la fermentacién y la excrecion fecal. El rango de tamafio de particula involucrado
depende del tipo de paredes celulares presentes en los alimentos y de su grado de
procesamiento. El tamafio de particula de la fibra puede variar en el tracto digestivo durante
el transito, como resultado de la masticacion, molienda en el estbmago y la degradacion
bacteriana en el intestino grueso y ello es influenciado por el hecho que algunos
componentes que intervienen en la cohesion de la matriz de fibra pueden ser solubilizados

(Guillon, Champ, Thibault, & Saulnier, 2011).

1.1.13. Caracteristicas del area superficial

La porosidad y la superficie disponible pueden influir en la fermentacién de la FD ya que
condiciona la disponibilidad para la degradacién microbiana en el colon, mientras que las
caracteristicas quimicas de la capa superficial pueden desempefiar un papel importante en
algunas propiedades fisicoquimicas tales como la absorcién o union de algunas moléculas,

que inciden en algunos efectos fisiologicos de la FD.
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La porosidad y la superficie disponible para el desarrollo de las bacterias o para la actividad
de las enzimas dependeran de la arquitectura de la fibra, la cual esté relacionada con el
origen y su historia de procesamiento (Guillon, Auffret, Robertson, Thibault, & Barry, 1998).
Las macromoléculas interactian y se combinan dentro de las paredes celulares, pero
también la cohesion del tejido influye en la porosidad de la matriz de fibra (poro grueso> 1
Um y microporo < 1um). La porosidad serd mayor en los tejidos en los cuales las células
poseen pocos puntos de uniébn comparada con la de los tejidos compuestos por células
estrechamente unidas. No se sabe con precision como los polisacaridos afectan la
porosidad de la pared celular, aunque algunos autores tales como Guillon et al., (1998)

sugieren un papel importante de las pectinas.

La porosidad gruesa puede estimarse de manera aproximada por medicion de la capacidad
de sorcion de agua a diferentes presiones de succién (Guillon et al., 1998; Robertson &
Eastwood, 1981). Este método tiene limitaciones en cuanto a que requiere la aplicacion de

presiones y a que la eliminaciéon de agua da como resultado una contraccion de la matriz.

I.1.14. Propiedades de hidratacion

El estudio de la capacidad de hidratacion del material de la pared celular vegetal ha sido un
tema de gran interés por su estrecha relacién con las propiedades fisiologicas de la FD.
Ellas determinan, en parte, el destino de la FD en el tracto digestivo (induccién de
fermentacion) y dan cuenta de algunos de sus efectos fisiologicos tales como aumento del
volumen fecal por parte de FD minimamente fermentada. Las propiedades de hidratacion
de la fibra que se evallan comunmente son: la capacidad de retencion de agua, el
porcentaje de agua retenida, la capacidad de absorcion de agua y la capacidad de
hinchamiento. Estas propiedades proporcionan una vision general de la hidratacion de la
fibra, proveyendo informacion util para los alimentos suplementados. La absorcion de agua
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también proporciona informacién sobre el volumen de poros del sustrato. Todo ello ayudara
a la comprension del comportamiento de la fibra en los alimentos o durante el transito

intestinal (Guillon & Champ, 2000).

I.1.15. Efecto de la solubilidad en la funcionalidad de la fibra dietaria

La solubilidad tiene profundos efectos sobre la funcionalidad de la fibra. También esté bien
establecido que los polisacaridos solubles viscosos pueden retardar la digestién y absorcién

de nutrientes del intestino.

La estabilidad relativa de las formas ordenadas y desordenadas de un polisacarido
determina si el mismo se disolverd o no. Si la estructura del polisacarido es tal que las
moléculas pueden insertarse en una matriz cristalina, el polimero es probable que sea
energéticamente mas estable en el estado sdlido que en solucidon. Asi, los polisacaridos
lineales, tales como la celulosa con su conformacion de cinta plana son insolubles, mientras
que los polisacéaridos con algunas irregularidades en su estructura, en la cadena principal

0 en las cadenas laterales, tienden a ser solubles (Guillon & Champ, 2000).

1.1.16. El color de la fibra dietaria y su relacion con compuestos antioxidantes

La evaluacion del color en productos como polvos ricos en FD, es una propiedad muy
importante, ya que puede influir sobre las caracteristicas sensoriales del producto mismo y
del alimento en el cual se desee incluirlo, por lo cual es una propiedad que puede ser
deseable o no, dependiendo si se desea 0 no un aporte de color. Por otra parte, desde el
punto de vista nutricional, el color en los tejidos vegetales como los de los frutos es aportado
por diferentes pigmentos como carotenos y compuestos fendlicos que son de gran
importancia por sus caracteristicas antioxidantes (Liu, 2004), por lo cual desde este punto

de vista se vuelve una caracteristica deseable.
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[.1.17. Importancia de los compuestos fendlicos

Hay un creciente interés en investigaciones de tipo cientifico en temas que asocian la
ingesta de antioxidantes en la dieta con la proteccion contra algunas enfermedades
cronicas. La evidencia epidemiolégica sugiere que el consumo de frutas y verduras puede
reducir el riesgo de algunas enfermedades como el cancer y la enfermedad cardiovascular.
Se plantea la hipétesis de que esto, en parte, puede ser debido al contenido de una amplia
gama de compuestos antioxidantes como los compuestos fenélicos (Morton, Abu-Amsha
Caccetta, Puddey, & Croft, 2000). En las plantas, los compuestos fendlicos, comprenden
un grupo complejo de sustancias, con un amplio rango de masas moleculares. Estos
compuestos se encuentran asociados a otros compuestos como las proteinas y la fibra
dietaria (Bravo, Abia, & Saura Calixto, 1994). Este hecho, le otorga un valor adicional a la
fibra dietaria, ya que, tanto los compuestos fenélicos, como la fibra, son dos componentes
de la dieta que han sido asociados con la reduccion de diversos tipos de enfermedades,
por lo cual, encontrar estos dos compuestos en un alimento le otorgaria a este mismo un

mayor atractivo nutricional y comercial (Pérez Jiménez et al., 2008).
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l.2. MATERIALES Y METODOS

[.2.1. Obtencidén de concentrados de fibra dietaria

Los concentrados de fibra dietaria (CFD), se obtuvieron a partir de la pulpa fresca de papaya
variedad Formosa, cultivada en la provincia de Formosa (Argentina) y comprada en un
mercado local. Se eligieron frutos con un grado de maduracion 4 (Frutos con cdscara con
un 50 — 75 % de color amarillo rodeada por un ligero color verde) de acuerdo con los grados
de madurez propuestos en los estudios realizados por Pereira et al., (2009). En la Figura
[.2.1 se muestra un ejemplo del grado de madurez de uno de los frutos utilizados en esta

investigacion.

Figura 1.2.1. Ejemplo del grado de madurez de los frutos de papaya utilizados en esta

investigacion.

Luego de las labores de higienizacién del fruto, el mismo se separ6 en dos partes, cascara
y pulpa. La pulpa se mezclé con etanol 96mL/100mL y se triturd en la solucién de alcohol
con un procesador de alimentos de uso doméstico (Braun, Espafia). La relacion

etanol/muestra utilizada, el tiempo y temperatura de tratamiento etandlico, se variaron
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segun un disefio experimental (Tabla 1.3.1). Una vez finalizado el tratamiento, se filtr6 el
etanol y el residuo obtenido, se dispuso en bandejas plasticas de polipropileno (espesor de
lecho de =4 cm) para una posterior etapa de secado. Para la deshidratacion, se utilizé un
equipo de microondas Ethos Plus (Milestone, Italia) trabajando a potencia méxima de 450
W y a diferentes temperaturas segun el disefio experimental (Tabla 1.3.1). Informacion

adicional acerca del proceso de secado por microondas, se muestra en el ANEXO 1.

Se registré la pérdida de peso, hasta obtener pesos constantes, considerando constancia
de peso, cuando la diferencia de peso en el Ultimo intervalo fue menor del 10%. Se hizo
adicionalmente un control de la actividad de agua (aw) con el objetivo de llevar las muestras
hasta valores finales de a. inferiores a 0,6 con el fin de asegurar la estabilidad

microbiol6gica de las muestras (Muggeridge & Clay, 2001).

Los productos deshidratados se molieron en un molino de cuchillas de uso doméstico
(Braun, Argentina). Posteriormente, se tamizaron con una malla ASTM 40 con apertura de
poro de 420 micrones, para obtener todas las particulas menores a este tamafo. Las
muestras de cada sistema, finalmente, se envasaron al vacio en bolsas Cryovac™ (Sealed
Air Corporation; copolimero de cloruro de polivinilo y cloruro de polivinilideno) y se
almacenaron en freezer (-18 °C) hasta su caracterizacién. Todas las determinaciones de

las propiedades estudiadas se realizaron por triplicado.

En los productos obtenidos se realizaron las siguientes determinaciones:
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[.2.2. Evaluacion del rendimiento

El porcentaje de rendimiento de los CFD se determiné como la relacion de la cantidad de
producto seco, resultante después de la etapa de deshidratacion por microondas, respecto

a la cantidad de pulpa de papaya fresca utilizada, mediante la siguiente ecuacion.

Producto seco
Rendimiento = ——— % 100
Pulpa fresca

Donde Producto seco y Pulpa fresca son, respectivamente, la masa del CFD obtenido luego

del secado y la masa de pulpa usada para la obtencion del CFD.

1.2.3. Propiedades de hidratacion y de absorcion de aceite

En esta investigacion se utilizé la terminologia unificada a nivel internacional para citar las
propiedades de hidratacion y de absorcién de aceite que se basa en la expresion de sus

nombres en inglés y son dichas siglas, las que se utilizan en esta Tesis.

[.2.3.1 Capacidad de hinchamiento

Para determinar la capacidad de hinchamiento (Swelling Capacity, SC), se pesaron =0,1000
g, de concentrado de fibra dietaria (CFD) y se colocaron en una probeta graduada. Se
agregaron 5 ml de agua y se dej6 hidratar durante 18 horas a una temperatura constante
de 25°C. Al cabo de este tiempo, se midié el volumen total alcanzado por la muestra
hidratada (Raghavendra, Rastogi, Raghavarao, & Tharanathan, 2004; Robertson et al.,
2000). El SC, se calcul6 segun la siguiente expresion:

Vj, (mL)

SC (mL/g) = — @

Donde Vi es el volumen ocupado por el CFD hidratado y ms es el peso del CFD seco.
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1.2.3.2. Capacidad de absorcion de agua

Para la determinacion de la capacidad de absorcion de agua (Water holding capacity,
WHC), se pesaron =0,1000 g de CFD, los cuales posteriormente se colocaron en un tubo
de vidrio con marcacion volumétrica y de fondo cénico. Se agregaron 5 mL de agua, dejando
hidratar durante 18 horas a una temperatura constante de 25°C. Se dej6 decantar, se
separ0 el sobrenadante y la muestra fue transferida a un filtro de vidrio fritado (G4 IVA),
previamente pesado, dejandola escurrir a presién atmosférica. Se registré el peso del
residuo hidratado y se liofilizé para obtener, finalmente, el peso del residuo seco. WHC se

calculé mediante la siguiente expresion:

mp
WHC (g/8) = ——

S

Donde my, son los gramos de agua absorbida y ms es el peso del residuo seco.

1.2.3.3. Capacidad de retencion de agua y porcentaje de agua retenida

Para determinar la capacidad de retencién de agua (Water retention capacity, WRC), se
pesaron = 0,065 g de CFD en un tubo eppendorf y, posteriormente, se hidrataron con 2 mL
de agua desionizada a 25°C durante 18 h. Al cabo de este tiempo, se centrifugé durante 30
min a 2000 x g. Se separ6 el sobrenadante. Se pesé la muestra hidratada retenida en el
filtro (R+W) y dicho pellet se sometié a liofilizacién. Luego, se pesé el residuo seco (R). De

este modo:

w
WRC (g/8) =

Donde W representa los gramos de agua retenida y R representa los gramos de residuo

Seco.
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Para el célculo del porcentaje de agua retenida (Retention of water, RW) se utiliz6 la

siguiente expresion:
RW (%) w 100
= — %k
“ 7 At

Donde W son los gramos de agua retenida y At es el agua total adicionada.

Complementariamente, la fraccion de solidos solubles en agua (FSA), se determind sobre
el sobrenadante de la determinacién anterior. EI mismo se congel6 y posteriormente se
sublimé el agua (liofilizacién), determinando el peso final de los sélidos solubles.

Finalmente, FSA se calcul6 como:

FSA (g/100g) = T * 100

Donde M es la masa de sélidos en el sobrenadante y R representa los gramos de residuo

SecCo.

1.2.3.4. Capacidad de absorcién de aceite

La capacidad de absorcién de aceite (Oil holding capacity, OHC), se midid6 mezclando en
un tubo eppendorf, una muestra de CFD de =0,2000g con 1 mL de aceite de girasol. Se
mantuvo el contacto durante 18 horas a 25°C. Luego de este tiempo, se centrifugd 5 minutos

a 1500 x g. Se descart6 el sobrenadante y se pesoé el pellet.

La capacidad de absorciéon de aceite se calcul6 como los gramos de aceite retenido por

gramo de muestra.

A
OHC = (g/g) = -

Donde A y Ms son, respectivamente, los gramos de aceite retenidos por el CFD luego del
proceso de centrifugacion y los gramos del CFD pesados.
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1.2.4. Propiedades fisicas

[.2.4.1. Volumen especifico

Para esta determinacion se utilizaron probetas graduadas de 5 ml de capacidad. Las
mismas se llenaron con una cantidad de muestra, para ocupar un volumen determinado de
la probeta. Posteriormente, se pesaron los tubos con la muestra para obtener el peso de

CFD contenido en el tubo.

Primero, se calculé la densidad de la muestra, de la siguiente forma:
] m
Densidad (g/mL) = v

Donde m representa los gramos de muestra y V representa el volumen ocupado por dicha

muestra en la probeta.

Luego, el volumen especifico, se determiné como la funcion inversa de la densidad:

Volumen especifico (mL/g) = Densidad

|.2.4.2. Color

El color de los CFD obtenidos luego de la deshidratacion con microondas, fue evaluado por
triplicado mediante los parametros L*,a*,b* definidos por la Commission Internationale de
'Eclairage, CIE, donde L* representa la luminosidad, a* el grado de colores verdes/rojos y
b* el grado de colores azules/amarillos. Se utilizé un fotocolorimetro (Minolta, Japon) bajo

un angulo de observacion de 2° y el iluminante D65.
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[.2.5. Composicién quimica

[.2.5.1. Humedad y actividad de agua

Para la determinacion de la humedad de los CFD se pesaron = 0,500 g, utilizando un
analizador de humedad MB45 Ohaus Corporation, USA, hasta peso constante. La
determinacion se hizo por triplicado. Adicionalmente, se determiné la actividad de agua
(aw) de los CFD utilizando un higrémetro AQUA LAB Series 3 Quick (Start Decagon Devices,

Inc., USA). Este ensayo se realizd, al menos, por duplicado.

[.2.5.2. Compuestos fendlicos

El contenido de compuestos fendlicos, fue determinado a través de los reactivos de Folin-
Ciocalteu de acuerdo a Bunzel, Ralph, Marita, & Steinhart, (2000) luego de una hidrolisis
alcalina para liberar grupos fendlicos vinculados. Para este ensayo, ~0,5500 g de muestra
de CFD se mezclaron con 30 mL de NaOH 2M y la solucién se mantuvo durante 18 horas
a temperatura de 25°C, bajo vacio y al abrigo de la luz. Finalizada la hidrdlisis alcalina, se

agreg6 a cada muestra 5,7 mL de HCI (pH < 2).

El sobrenadante obtenido luego de la hidrélisis previamente descripta, fue separado por
centrifugacion y utilizado para evaluar el contenido de polifenoles en la muestra. El
contenido de fendlicos en la muestra, fue informado como gramos de &cido galico
equivalentes (AGE) de acuerdo con Shui & Leong, (2006). Todos los ensayos se realizaron,

al menos, por duplicado.

Para la reaccion colorimétrica y posterior medicion espectrofotométrica, se tomaron 40 pL
de las muestras sometidas a hidrdlisis y se agregaron 1800 uL de una mezcla de reactivo
Folin Ciocalteau : agua desionizada Milli-Q™ (relacién 1:10). Se agit6 y se dej6 reaccionar

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se agregaron 1200 uL de una solucién
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de NaHCOs 7,5 % (p/v) y se dej6é reaccionar a temperatura ambiente durante 1 hora.
Finalizada la reaccion y completado el desarrollo del color, se evaluo la absorbancia a 765

nm.

Para la curva de calibracion se us6 como estandar una solucién de 2 mg/mL de acido galico

(Anedra, Argentina).

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5

0.4

Absorbancia 765 nm

0.3

0.2

y =1.2592x - 0.0386

0.1
R?=0.9965

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
AGE mg/mL

Figura l.2.2. Curva de calibracion para la determinacion de compuestos fendlicos en

equivalentes de acido galico AGE.

I.2.6. Disefio experimental

Se propuso un disefio experimental con el objetivo de realizar un cribado de factores,
verificando cual o cudles de ellos [tiempo del tratamiento etandlico (t), temperatura de
tratamiento etandlico (Te), relacion etanol/muestra (E/M) y temperatura de secado (Ts)],
tenian mayor efecto sobre las variables respuesta analizadas [propiedades de hidratacion
(SC, WHC, WRC, RW), de absorcién de aceite (OHC), el volumen especifico, la fraccion de

sélidos solubles en agua (FSA), pardmetros de color (L*, a* ,b*) y el contenido de
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compuestos fendlicos]. Este andlisis fue realizado a través de un disefio factorial con 24
ensayos, con dos niveles por factor y puntos centrales realizados por cuadruplicado. El
disefio experimental utilizado, con sus valores reales y codificados se muestra en la Tabla

1.3.1.

En la siguiente etapa, luego de verificar cuales de los factores presentaban los efectos mas
significativos sobre las propiedades analizadas, se plante6 una etapa de optimizacion de
las variables respuesta, mediante un disefio de superficie de respuesta, el cual sigue el
modelo de Box Behnken (Montgomery, 2008). Para este segundo disefio, se estudi6 el
efecto de los factores: tiempo de tratamiento etandlico (t), relacion etanol/muestra (E/M) y
temperatura de secado (Ts), sobre las mismas propiedades estudiadas en el primer disefio.

Los datos obtenidos se ajustaron a una funcién polinomial de segundo grado:

Kk k k
Y = bo —+ E b,’X,‘ —+ E b,-;X,-z —+ E bini)(} -+ e

i—1 i—1 i<j

Donde Y es la variable respuesta, bo es el valor del intercepto, bi (i= 1, 2...K) son los
coeficientes de regresion para los términos de primer orden, bj son los coeficientes para los
teminos cuadraticos puros, bj representa los coeficientes cuadraticos de Xi. Xiy X;
corresponden a las variables de entrada o factores que influyen sobre la variable respuesta
y e representa el error aleatorio (Betiku & Taiwo, 2015). El disefio experimental utilizado y

todas sus respuestas se muestran en la Tabla 1.3.2.

El andlisis por superficie de respuesta se desarrollé mediante el estudio de la superficie
ajustada para cada variable dependiente. Para obtener el valor 6ptimo de las propiedades
se utilizé la funcibn maximizar la respuesta. Una vez optimizadas cada una de las
respuestas, se realiz6 una optimizacién conjunta mediante la funcién optimizacion de

multiples respuestas. La idea basica de esta funcion es transformar un problema de multiple
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respuesta, en uno con uUnica respuesta a través de transformaciones matematicas (Del
Castillo, Montgomery & McCarville, 1996). Esta funcién se evalia mediante la funcién de
deseabilidad (d) (de Barros, Spacino, & Bruns, 2003). Este procedimiento ha sido usado
exitosamente como herramienta para establecer procesos en distintas investigaciones
(Puttongsiri & Haruenkit, 2010; Rahman, Kamaruddin, & Uzir, 2010). Para el analisis de
optimizacion multi-respuesta, se incluyeron las propiedades que presentaron valores de R?

mayores a 70.

[.2.7. Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA), para verificar cuales de los factores afectaron
significativamente las propiedades analizadas para niveles de significancia (a) de 0,05 y
0,01 y para corroborar la proporcion de la varianza explicada por los modelos propuestos,
a través de la determinacion del coeficiente R2. Adicionalmente, el ajuste de los modelos
propuestos se evalué mediante la prueba de falta de ajuste (P), la cual es significativa para
valores de p<0.05. Asimismo se realizaron analisis para detectar correlaciones entre las
propiedades. Los dos disefios experimentales y sus correspondientes analisis estadisticos
asi como todo el tratamiento estadistico de datos se llevaron a cabo utilizando el programa

STATGRAPHICS Centurion XV (V. 15.2.06, 2007; StatPoint Inc, Warrenton, VA, Canadd).
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.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1. Desarrollo del disefio experimental

Los resultados de la experimentacion del disefio factorial, se resumen en la Tabla 1.3.1.
Todos los tratamientos aplicados influyeron de diferente forma sobre las propiedades
analizadas. Los valores obtenidos para WHC estuvieron en el rango de 20 a 79,2 g/g, para
SC entre 15,5y 90,8 mL/g, para WRC entre 14,5y 28,5 g/g y para RW entre 34,5y 80
g/100g. Para las propiedades OHC, volumen especifico, FSA, y rendimiento los valores
oscilaron entre 0,83 y 1,64 g/g, 1,428 y 2,46 ml/g, 3,7 y 21,1 g/100g y entre 2,63 y 3,704
0/100g, respectivamente. Asi mismo los pardmetros de color L*, a* y b* presentaron valores
entre 53,79y 82,74, entre 3,62 y 36,46 y entre 19,43 y 48,77, respectivamente. Finalmente,
la variacién de los factores de proceso permitié obtener contenidos de compuestos fenélicos
en el rango de 0,27 y 0,41 g/100g. Este primer andlisis determin6 que la modulacion de los
diferentes factores de procesamiento para la produccion de CFD, determina que las
propiedades de los mismos se vean afectadas de forma diferenciada, por lo cual es
necesario analizar individualmente el efecto que tiene cada factor sobre las propiedades en

estudio.

En la Tabla 1.3.3, se resume los coeficientes de la ecuacién de regresién que ajustd los
datos analizados. El signo de cada coeficiente, permite identificar si el efecto que tiene cada
factor sobre cada respuesta es significativamente positivo o negativo. Adicionalmente, se
presentan los coeficientes R? y el valor P correspondiente a la prueba de falta de ajuste.
Se observé que para todas las propiedades estudiadas se obtuvo valores de R? superiores
a 72, indicando, que el modelo propuesto en esta investigacion explica al menos el 72%
de la variabilidad de las propiedades analizadas. Ademas el valor P, correspondiente a la

prueba de falta de ajuste, para todas las propiedades fue mayor de 0,05, lo cual quiere decir
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CAPITULO I

gue no fue significativa y que no hay falta de ajuste, por lo que el modelo propuesto es

adecuado para describir los datos observados con un nivel de confianza del 95%.

Se observé que los factores t y E/M afectaron significativamente las cuatro propiedades de
hidratacion, ademas, los efectos fueron negativos y positivos, respectivamente. Asi mismo,
Ts, afecto significativamente y de forma negativa las propiedades WHC y SC, observandose
un fuerte efecto (p<0,01) sobre SC. Te, sélo afectd significativamente SC (p<0,05) pero,
ademas, se observdé que varias interacciones entre factores, también afectaron

significativamente esta propiedad con un nivel de confianza, al menos, del 95%.

Las propiedades OHC y volumen especifico se vieron afectadas significativamente (p<0,05)
y de forma positiva por la E/M, mientras que la FSA, lo fue por la Ts de forma positiva y por

varias interacciones entre factores (p<0,05).

E/M, tuvo un fuerte efecto (p<0,01) sobre todos los parametros de color, el cual fue positivo
para L* y negativo para a*y b*. También se observd un fuerte efecto negativo de la
temperatura de secado sobre la coordenada de color a*. Por otra parte, t y Te, también
afectaron significativamente el color de los CFD (p<0,05). Finalmente, Te y E/M, fueron los
factores que afectaron significativamente el contenido de compuestos fendlicos (p<0,05), al

igual que diferentes interacciones.

En este primer andlisis, se pudo verificar que los factores t y E/M, afectaron
significativamente a un mayor nimero de propiedades (6 y 10, respectivamente), mientras
que los factores Te y Ts, tuvieron efecto significativo sobre un menor numero de
propiedades (4). Teniendo en cuenta que el objetivo primario de este andlisis fue realizar
un cribado de factores para una posterior etapa de optimizacion de las propiedades
analizadas, se decidio fijar el valor de Te en el nivel inferior (20°C), teniendo en cuenta que

fue una de las variables con menor efecto sobre las propiedades estudiadas y que, ademas,
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CAPITULO I

su efecto fue siempre significativamente negativo. Por lo cual para la etapa de optimizaciéon
por superficie de respuesta se tuvo en cuenta las otras tres variables de procesamiento (t,

E/MyTs).

Los sistemas del disefio experimental que fueron deshidratados a 30°C, tuvieron largos
tiempos de secado (aproximadamente 8 horas) para alcanzar valores de ay, inferiores a 0.6,
lo cual desde el punto de vista econdmico, seria una desventaja. Por esta razon para el
disefio de superficie de respuesta, los niveles para la temperatura de secado (Ts) fueron
incrementados en 10°C, por lo cual los nuevos niveles a ensayar fueron 40, 60 y 80 °C,
manteniendo asi los mismos intervalos entre temperaturas. Un andlisis complementario,

acerca del proceso de secado, se presenta en el ANEXO 1.
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Tabla 1.3.1. Disefio factorial completo (24) con puntos centrales. Factores con los valores codificados y reales para las 12 respuestas analizadas en los CFD

t Te E/M Ts WHC sC WRC RW OHC VE FSA Rendimiento e o b CF
(min) (°€) (ml/g) (°C) (s/g) (mL/g) (g/s) (/100g) (s/e) (mL/g) (8/100g) (8/100g) (8/100g)
45(1) 80(1) 5(1) 30(-1) 31+1 25,8+0,2 21,3+0,5 49,6 +0,1 0,90 + 0,03 1,44 + 0,01 20,0 +0,2 3,704 +0,009 54,35 +0,04 23,69 +0,03 43,92 +0,05 0,324 + 0,006
45(1) 80(1) 2(-1) 70(1) 201 16,1+£0,8 14,74 +0,02 34,5 +0,3 0,92 £0,02 1,428 + 0,009 21,1 +0,7 3,11 £ 0,01 54,5 +0,1 30,93 +0,09 45,8 £0,2 0,2944 + 0,0002
45(1) 20(-1) 5(1) 70(1) 31%2 26,2+0,7 18,9+0,6 47,1 10,4 1,64 0,03 2,141 £ 0,009 16 £1 2,90 % 0,01 64,26 *0,05 23,39 £0,01 27,26 £0,03 0,35+0,01
45(1) 20(-1) 2(-1) 30(-1) 38,2+0,9 37,4+0,7 24,5+0,7 67,40,9 1,02 +0,03 1,51+£0,02 89 £0,9 2,70 £ 0,01 53,79 +£0,02 36,46 +0,02 45,74 +£0,04 0,378 +0,009
15(-1) 80(1) 5(1) 70 (1) 34,7+0,7 31,7+0,7 21,0+0,7 55,6 +0,9 1,26 +0,04 1,61 +0,05 13,89 +0,04 2,76 +0,01 72,59 +0,01 16,80 £ 0,02 24,773 +0,006 0,35+0,01
15(-1) 80(1) 2(-1) 30(-1) 37,1£0,6 35,3+0,3 21,7+0,6 59,4 +£0,7 1,09 +0,03 1,59+£0,02 11,47 £0,07 2,83 £ 0,01 57,48 +0,01 31,60 +£0,02 48,10 £ 0,05 0,27 £0,02
15(-1) 20(-1) 5(1) 30(-1) 79,2+04 90,8+0,2 28,5%0,2 80 2 1,326 +0,002 1,839 + 0,003 3,7 £0,6 3,14 + 0,01 64,24 +0,03 27,03 +0,03 29,57 +0,04 0,297 £ 0,007
15(-1) 20(-1) 2(-1) 70(1) 20,5+0,5 15,5+0,1 14,5+0,7 35,7 £0,3 0,98 £0,03 1,51+0,01 21,0 £0,9 2,88 + 0,01 56,85 +0,05 31,55 +0,01 45,09 £0,08 0,368 £ 0,007
45(1) 80(1) 5(1) 70(1) 44,8%04 43,5+0,1 22,8402 56,3 0,1 1,21 0,05 2,1240,01 15,4 £0,7 2,75 +0,01 78,71 £0,03 6,755 £0,007 25,15 £0,03 0,314 0,006
45(1) 80(1) 2(-1) 30(-1) 39+1 34,8+0,8 21,9+0,6 56,8 £0,4 0,9408 +0,0001 1,71+0,02 99 £0,6 2,79 £ 0,01 59,4 +0,1 23,32 £0,01 45,9 £0,2 0,27 £0,01
45(1) 20(-1) 5(1) 30(-1) 54,0+0,9 54,4+0,8 20,7+0,9 50,8 +0,3 1,13 +0,06 2,008 + 0,007 10,0 £0,6 2,75 + 0,01 64,75 +0,06 21,83 +0,03 28,535 +0,007 0,292 +£0,03
45(1) 20(-1) 2(-1) 70(1) 38,4+0,2 32,5+0,2 20,3+04 57 1 0,93 £0,02 1,74 +£0,04 8,4 £0,2 2,63 +0,01 57,375 0,007 30,37 £0,01 48,77 £0,04 0,308 £ 0,006
15(-1) 80(1) 5(1) 30(-1) 74,0+0,8 89,1+0,6 23+1 65,6 £0,9 1,47 +0,05 2,46 £ 0,05 6,6 £0,5 2,66 + 0,01 82,74 +0,00 3,62 +0,02 19,43 0,02 0,3087 £ 0,0005
15(-1) 80(1) 2(-1) 70(1) 31,8+0,3 25,3+0,2 18,8+ 0,6 48 +1 1,01 +£0,05 1,70+0,03 11,7 £ 0,4 2,65 + 0,01 61,6 +0,1 23,61 +0,04 45,5 £0,1 0,317 £ 0,002
15(-1) 20(-1) 5(1) 70 (1) 44,03 +0,05 40,8+0,1 27 %2 74,6 £0,9 1,11 +0,03 1,90+0,03 99 +0,1 2,83 + 0,01 63,14 +0,01 25,38 +0,00 38,56 +0,06 0,348 £ 0,006
15(-1) 20(-1) 2(-1) 30(-1) 46,1%0,5 43+1 24,1+0,8 66,7 £0,9 0,83 £0,04 1,56+ 0,04 8,1+09 3,02 £0,01 54,88 +0,03 30,02 +0,02 45,11 £0,03 0,359 £ 0,004
30(0) 50(0) 3,5(0) 50(0) 34,8+0,8 31,23 +£0,09 20,7+0,8 53,7 £0,8 1,32 +0,03 1,81 +0,02 15,0 £ 0,4 2,82 + 0,01 60,06 +0,04 29,35 +0,03 24,25 +0,03 0,31+0,02
30(0) 50(0) 3,5(0) 50(0) 45+1 37,1+0,6 24,6 +£0,5 68,9 +£0,8 1,24 +0,05 1,77 £ 0,02 9,0 £0,9 2,89 + 0,01 61,17 +0,03 27,99 +0,05 26,97 +0,02 0,309 £ 0,006
30(0) 50(0) 3,5(0) 50(0) 45,0+0,3 38,5+0,8 25,2+0,5 70,0 £0,9 1,53 +0,04 2,004 + 0,004 7,7 £0,2 2,84 + 0,01 64,77 +0,01 25,62 +0,03 22,71 +£0,06 0,410 £ 0,008
30(0) 50(0) 3,5(0) 50(0) 45,0+0,3 40,0+0,2 25,6 +0,5 71 £2 1,34 +0,01 1,874 + 0,009 9,7 £0,8 2,89 + 0,01 63,19 +0,01 27,036 = 0,006 26,43 +0,01 0,367 £ 0,007

Para las respuestas, se informa el promedio y desvio estandar (n=3)
t: tiempo de tratamiento etandlico, Te: Temperatura de tratamiento, E/M: relacidn etanol/muestra, Ts: Temperatura de secado.

WHC: Capacidad de absorcion de agua, SC: Capacidad de hinchamiento, WRC: Capacidad de retencién de agua, RW: Porcentaje de agua retenida, OHC: Capacidad de absorcion de aceite,
FSA: Fraccidn de solidos solubles en agua, VE: Volumen especifico, CF: Compuestos fendlicos.
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Tabla 1.3.2. Respuestas obtenidas para el disefio de Box Behnken

t E/M Ts WHC sC WRC RW OHC VE FSA Rendimiento Lx o b CF
(min) (ml/g) (°C) (s/g) (mL/g) (s/g) (8/100g) (s/g) (mL/g) (g/100g) (/100g) (/100g)
37,21+

15 (-1) 2(-1) 60 (0) 40,4+0,3 0,08 35+1 51,8+0,7 1,28 0,03 1,73 £0,02 16,3+0,2 2,74+ 0,04 57,91+0,06  29,23+0,05 44,53 +0,05 0,44 + 0,01
45 (1) 2(-1) 60 (0) 46,4+0,1 457+02 36,6+0,1 53,6+0,2 1,20 + 0,02 1,73+0,01 20+1 2,44 + 0,04 56+1 31,43 0,03 436+0,1 0,459 + 0,009
15 (-1) 5(1) 60 (0) 335+0,4 27,1+04 33,608 483+0,4 1,105+0,002 1,50 0,02 26+2 2,77 +0,04 54,26 29,63+0,06  32,19+0,06 0,47 +0,03
45 (1) 5(1) 60 (0) 49,8+0,3 482+03 38708 55+1 1,26 0,02 1,72 £0,01 17,9+0,4 2,62 0,04 60,31+0,02  26,66+0,02  28,88+0,01 0,48 + 0,02
15 (-1) 3,5 (0) 40 (-1) 87,8+0,8 87,104 38+1 60,5+ 0,6 1,20 0,03 1,69 £ 0,02 18,4+0,1 2,61+0,04 59,17 +0,03 29,965 + 0,007 36+0 0,461 + 0,008
45 (1) 3,5 (0) 40 (-1) 87+3 90,6+0,2 39,5+0,7 60,9+ 0,6 1,28 +0,03 1,83 £0,02 17,4+0,3 2,68+ 0,04 60,22 +0,07  29,67+0,06 34,475+0,007 0,47 +0,03
15 (-1) 3,5 (0) 80 (1) 47,31+0,06 47,1+0,3 37+2 5542 1,40 + 0,03 1,81+0,01 21+1 2,61+0,04 62,43+0,06  27,73+0,06  3517+0,03 0,475 +0,009
45 (1) 3,5 (0) 80 (1) 38+1 34,0+0,5 35+1 50,51+0,05 1,27 +0,04 1,72 £0,02 24+1 2,69 0,04 57,81+0,09 30,955+0,007 37,63+0,05 0,368 +0,008
30 (0) 2(-1) 40 (-1) 89+2 89,8+0,6 39,1+0,9 66,3+0,8 1,13 0,02 1,59 0,01 13+1 2,46 + 0,06 57,5+0,1 30,97 +0,03  44,45+0,05 0,442 + 0,003
30 (0) 5(1) 40 (-1) 457+0,7 453+04 373+05 55,8+ 0,4 1,02 £ 0,03 1,51+ 0,04 21,7+0,1 2,93+ 0,05 56,79+0,08  29,88+0,03  30,72+0,01 0,47 + 0,02
30 (0) 2(-1) 80 (1) 35+1 31,9+0,5 31,33+0,02 47+1 1,09+0,05 1,595+0,008  17,9+0,2 2,57+0,04  53,655+0,007 32,01+0,03 43,79 £0,03 0,41+ 0,02
30 (0) 5(1) 80 (1) 50+1 50,4+0,1 389+04 56,71 0,2 1,19 + 0,04 1,73+0,03  21,77+0,07  2,48+0,04 59,6+ 0,0 28,85 + 0,02 31,78 0,03 0,44 + 0,01
30 (0) 3,5 (0) 60 (0) 4442 42,3+0,9 37,14+0,04 ©56,00+0,07 1,16 +0,04 1,67 +0,01 22+1,4 2,84 + 0,05 61,6 +0,1 27,51+0,03 34,54 0,05 0,42 £0,01
30 (0) 3,5 (0) 60 (0) 45+1 43,8+0,4 38+1 55,2+0,4 1,19 0,02 1,71 +0,02 21+1 2,763 £0,007 56,825+0,007  30,7+0,0 35,03 £ 0,03 0,43+ 0,01
30 (0) 3,5 (0) 60 (0) 39,08+051 36,3+0,1 36,4+0,7 57,8+0,6 1,13 0,02 1,70 0,02 17,7+0,2  2,773+0,007 5524+0,03  32,29+0,02  35,62+0,06 0,42 0,02

Para las respuestas, se informa el promedio y desvio estandar (n=3)
t: tiempo de tratamiento etandlico, E/M: relacidn etanol/muestra, Ts: Temperatura de secado.

WHC: Capacidad de absorcion de agua, SC: Capacidad de hinchamiento, WRC: Capacidad de retencién de agua, RW: Porcentaje de agua retenida, OHC: Capacidad de absorcidn de aceite,
FSA: Fraccidn de solidos solubles en agua, VE: Volumen especifico, CF: Compuestos fendlicos.
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Tabla 1.3.3. Andlisis del disefio factorial completo.

WHC sC WRC RW OHC VE FSA R o b CF
(s/g) (mL/g) (g/e) (8/100g) (s/e) (mL/g) (8/100g) (8/100g)
Término independiente 42,9463 37,0718 23,4042 63,0998 1,17267 1,82826 9,68089 61,4022 26,7799 32,35 0,422448
A: (t) -5,95849*  -9,40667** -2,61658* -9,91597* 0,0130127 -0,0565681  0,742121  -3,01261* 0,375 -3,23542*  0,000699173
B: (Te) -0,758385  -5,55321*  0,957077  2,36597  -0,0482731  0,0431472  0,725546 1,26718 -1,65346*  -4,78625*  -0,00216013*
C (E/M) 9,13818**  7,05227**  3,19378*  9,15535*  0,10787*  0,22604**  0,451079  4,18155**  -551417**  -12,4702**  -0,0340796*
D: (Ts) -6,77558*  -14,3045**  -1,57471  -4,87609  0,0598329  0,0536451  1,67905*  -0,279904  -3,00154**  0,964896 0,000214575
AB -2,37849  -4,32023*  -1,41655  -54916  -0,121159* -0,129907*  -1,08311  -3,14636* 0,616042 -2,23229 8,46093E-7
AC -6,07083* -9,49341**  -2,9193* -10,6447* -0,049781  -0,0596196 4,43167**  -2,3049* -2,54383*  -3,52583*  0,000121921
AD 3,24027  3,93076*  0,115985  1,19047  0,103018*  0,0412051 -3,33774*  0,363221 -1,11146 -0,508646  -0,0000297861*
BC 1,05864  -3,31979*%  1,72926 58916  0,00202433 0,0299078  2,95626* -0,0042789  -1,66813* -4,8725%  0,000374923*
BD 3,73226  -0,364823  0,578957  1,49328  -0,0598793 0,00615805 -3,12536*  -0,774904  -2,42049*  -0,375313 0,00000546
cD -0,640967 -6,55138**  1,41268  4,48578  -0,0107518  0,0522238  1,91203*  -0,879696 -0,00145838  0,917396  0,000253868*
R2 86,48 95,66 87,77 86,09 81,78 72,84 97,09 79,26 92,47 84,47 74,67
Falta de ajuste (P) 0,1565 0,1565 0,6578 0,3745 0,1010 0,0782 0,4371 0,0619 0,1121 0,0643 0,0596

A (t): tiempo de tratamiento etandlico,

B (Te): Temperatura del tratamiento etandlico
C (E/M): relacion etanol/muestra,
D (Ts): Temperatura de secado.
Niveles de significancia aceptados (a): *0.05; **0.01.
WHC: Capacidad de absorcion de agua, SC: Capacidad de hinchamiento, WRC: Capacidad de retencién de agua, RW: Porcentaje de agua retenida, OHC: Capacidad de absorcidn de aceite,
FSA: Fraccidn de solidos solubles en agua, VE: Volumen especifico, CF: Compuestos fendlicos.
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[.3.2. Variacion de las propiedades de los concentrados de fibra dietaria con los

factores estudiados

Las propiedades de los CFD obtenidos mediante los tratamientos correspondientes al
disefio de Box Behnken, se resumen en la Tabla 1.3.2. Los resultados para las propiedades
de hidratacion oscilaron entre 33.5 y 89 g/g para WHC, entre 27,1 y 90,6 mL/g para SC,
entre 31,33 y 39,5 g/g para WRC y entre 47 y 66,3 g/100g para RW. Por otra parte, para
las propiedades OHC, volumen especifico, FSA, y rendimiento, los resultados obtenidos
oscilaron entre 1,02 y 1,40 g/g, entre 1,50y 1,83 mL/g, entre 12 y 26 g/100g y entre 2,44y
2,93 g/100g respectivamente. El color de los CFD oscil6 entre los valores de 53,665y 62,63
para L*, entre 26,66 y 32,29 para a* y entre 28,88 y 44,53 para b*. Finalmente el contenido
de compuestos fendlicos oscil6 entre los valores de 0,368 y 0,48 g/100g.

Los coeficientes de la ecuacion de regresidén que ajusta a los resultados obtenidos para
cada propiedad y su analisis de varianza, se muestran en la Tabla 1.3.4. Se verificd que el
coeficiente R? para las propiedades de hidratacién explicaba al menos un 81,10 % de la
variabilidad de estas propiedades. Para OHC, volumen especifico, FSA, el parametro de
color b* y compuestos fendlicos el porcentaje de la variabilidad R? fue superior al 79,28%,
mientras que para las coordenadas de color L* y a*, se encontraron bajos valores de R?
(62,19 y 63,87, respectivamente). La prueba de falta de ajuste no fue significativa para
ninguna propiedad, indicando que el modelo utilizado fue adecuado para explicar los

resultados observados para cada propiedad con un nivel de confianza del 95%.

Los diagramas de superficie de respuesta para las propiedades estudiadas, fueron
graficados utilizando como variables la relacion etanol/muestra y la temperatura de secado,
y manteniendo fijo en un valor de 15 minutos, el tiempo de tratamiento con etanol, teniendo

en cuenta que para este disefio, este factor no tuvo efectos significativos sobre las
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propiedades (Tabla 1.3.4) y, ademas, que un bajo tiempo de tratamiento puede contribuir a
la optimizacion de los costos energéticos. En la Figura 1.3.1 y 1.3.2, se agruparon los
diagramas de superficie de respuesta para las propiedades de hidratacion WHC y SC vy
para las propiedades WRC y RW respectivamente, las cuales mostraron tendencias

similares.

SC (mL/g)

Figura 1.3.1. Superficie de respuesta para las propiedades WHC y SC.
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Tabla 1.3.4. Coeficientes de la funcion polinomial que describen las respuestas analizadas.

WHC sC WRC RW OHC VE FSA Lx o b CF
(s/g) (mL/g) (s/g) (s/100g) (s/g) (mL/g) (s/100g) (s/100g)
Término independiente 349,836 362,603 51,5122 104,089 1,62194 2,20027 -15,6334 69,9811 26,9731 73,6193 0,438221
A: (1) -1,2052 -0,704462 0,142909 0,591542 -0,0297402 -0,0200439 0,0836197 -0,310111 0,281167 -0,187139 0,000640899
B (E/M) -19,2758 -20,4785 -2,11247 -5,27856 0,000308495 -0,0123429 10,5539 0,295556 2,17653 -10,8394** -0,03808**
C: (Ts) -7,53649%*  -8,16464** -0,399032* -1,37266* -0,00206179 -0,00986313 0,369733 -0,295042 -0,121927 -0,305219 0,00213839**
AA 0,0218994 0,0201479 -0,000913566  -0,00864907 0,000523586* 0,000424373 0,00271349 0,00535833 -0,003975 0,000867593 0,0000864457**
AB 0,114662 0,140832 0,0395107 0,0578889 0,00268987 0,00240821 -0,132611 0,0807222 -0,0573333 -0,027 -0,000217851
AC -0,00687169  -0,0138533 -0,00310614 -0,00389583 -0,000182084 -0,000194056 0,00330032 -0,00472083 0,00293333 0,00336667 -0,0000948842**
BB -2,25859 -2,5845 -0,463199 -0,949907 -0,0286281 -0,0263473 -0,372181 -0,803056 -0,0202778 0,911759* 0,00798549
BC 0,483097**  0,525616* 0,0782634* 0,166125* 0,00181899 0,00180142 -0,0383442 0,0557083 -0,0172083 0,014375 -0,0000281692
cc 0,0431927**  0,048387* 0,00119262 0,00577865 0,0000266852 0,0000907265 -0,00208748  0,00200781 0,000735937 0,0014224 -0,00000122849
R? 91,91 91,87 81,10 92,94 95,11 79,28 85,57 62,19 63,87 98,81 84,18
Falta de ajuste (P) 0,0610 0,0923 0,1568 0,2007 0,4873 0,4592 0,6885 0,7774 0,9512 0,1886 0,0753

A (t): tiempo de tratamiento etandlico,
B (E/M): relacién etanol/muestra,
C (Ts): Temperatura de secado.

Niveles de significancia aceptados (a): *0.05; **0.01.
WHC: Capacidad de absorcion de agua, SC: Capacidad de hinchamiento, WRC: Capacidad de retencién de agua, RW: Porcentaje de agua retenida, OHC: Capacidad de absorcidn de aceite,

FSA: Fraccidn de solidos solubles en agua, VE: Volumen especifico, CF: Compuestos fendlicos.
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Se observéd que las propiedades WHC y SC (Tabla 1.3.4), fueron significativamente
(p<0,01) afectadas y de forma negativa por la Ts, por su coeficiente cuadratico y por la
interaccion entre Ts y E/M. En la Figura 1.3.1, se puede observar que estas dos
propiedades (WHC y SC), tienden a disminuir cuando E/M es bajay la Ts aumenta. Para
altas E/M, se observa la misma tendencia hasta temperaturas de = 60°C. Luego, a partir
de este punto, esta tendencia se invierte, debido al efecto positivo cuadratico
previamente mencionado. Asimismo, para bajas temperaturas de secado se observa un
importante incremento en estas propiedades cuando disminuye E/M, mientras que para
altas temperaturas esta tendencia se vuelve ligeramente inversa. Por lo cual las mejores
condiciones para maximizar estas dos propiedades se dieron cuando se utilizaron bajas
E/M y Ts. Probablemente, el uso de altas temperaturas de secado y la presencia de
azucares libres debido a bajas E/M, promuevan fenébmenos de colapso y encogimiento
del tejido (Gerschenson, Bartholomai, & Chirife, 1981), los cuales afectarian la porosidad
del producto final, obteniéndose, por lo tanto, una baja capacidad de rehidratacién

(Sagar & Suresh Kumar, 2010).

Enla Tabla 1.3.4, también se puede observar una tendencia similar para las propiedades
WRC y RW, las cuales fueron afectadas significativamente y de forma negativa por la
temperatura de secado y de forma positiva por la interaccion entre E/My Ts. En la Figura
1.3.2, se visualiza mejor las tendencias encontradas para estas dos propiedades. Se
observé que para bajas E/M, cuando se aumenté la temperatura de secado se produjo
una disminucion de estas dos propiedades, mientras que para altas E/M, la tendencia
fue inversa. Asi mismo, para bajas temperaturas de secado el aumento de E/M, produjo
una fuerte disminucion de las propiedades, mientras que para altas temperaturas se
produjo el efecto contrario. Los mejores resultados para estas propiedades se

encontraron a bajas E/M y Ts.
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RW (g/100g)

Figura 1.3.2. Superficie de respuesta para las propiedades WRC y RW.

En estudios realizados por Garau, Simal, Rossellé, & Femenia, (2007), se encontré que
el incremento de la temperatura (secado con aire caliente) para la deshidratacion de
fracciones de fibra dietaria proveniente de la pulpay la cdscara de naranja, promovia un
fuerte decaimiento de la WRC, y en parte se atribuyé posiblemente a una degradacién
térmica de polisacaridos hidrofilicos presentes en la fibra, ademas de los fenémenos de

colapso y encogimiento (Kivela, 2011).

La propiedad OHC, sélo fue afectada significativamente y de forma positiva, por el
coeficiente cuadréatico correspondiente al tiempo de tratamiento (Tabla 1.3.4). En la
Figura 1.3.3, se puede observar que a baja temperatura se produce un fuerte
decaimiento de OHC cuando aumenta E/M. Asi mismo, para altas E/M, cuando aumenta
la temperatura de secado esta propiedad tiende a aumentar, mientras que a bajas E/M,
la tendencia no es tan pronunciada. Los mejores valores de OHC se observaron para
valores intermedios de E/M y altas temperaturas de secado. La habilidad de un material
para retener aceites, se ha asociado con las propiedades de superficie, la densidad de
carga global, la estructura y la naturaleza hidrofilica de sus constituyentes (Elleuch et

al., 2011), las cuales se ven fuertemente afectadas por el historial de procesamiento.
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Figura 1.3.3. Superficie de respuesta representando a OHC.

Las propiedades volumen especifico y FSA, no presentaron efectos significativos de los
factores considerados. Sin embargo, estas propiedades son de gran importancia para
la caracterizacion de los CFD, en términos de su funcionalidad y calidad nutricional. La
FSA, puede incluir compuestos de bajo peso molecular solubles en agua, mientras que
el volumen especifico es relevante debido a los efectos del hinchamiento de la fibra en
el intestino grueso (Guillon et al., 2011). En particular, en esta investigacion se encontrd
una correlacién positiva entre el volumen especifico (coeficiente de correlacién: 0,8832)
y OHC. Esta misma correlacion para estas propiedades se habia encontrado en estudios
realizados por de Escalada Pla, Uribe, Fissore, Gerschenson, & Rojas, (2010), en
fracciones de fibra dietaria obtenidas a partir de residuos del membirillo, siendo atribuida
por los autores a la influencia de las caracteristicas estructurales sobre la absorcién de

aceite.

La coordenada de color b*, representa el rango de colores que oscila del azul (valores
negativos de b*) al amarillo (valores positivos de b*). En la Tabla 1.3.4, se observa un
efecto significativamente (p<0,01) negativo de E/M sobre este pardmetro de color, lo
cual significa que mayores cantidades de etanol, se produce una mayor pérdida del
color, probablemente debido a la pérdida de carotenoides y compuestos fendlicos
caracteristicos del fruto y que pueden ser solubilizados durante el tratamiento etandlico.

En la Figura 1.3.4, esta tendencia se puede apreciar.
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b*

Figura 1.3.4. Superficie de respuesta representando la coordenada de color b*.

En investigaciones realizadas por Gayosso-Garcia Sancho, Yahia, & Gonzéalez-Aguilar,
(2011), se cuantificaron diferentes compuestos bioactivos en la pulpa de papaya
variedad Maradol, entre ellos 3-caroteno, licopeno y B-criptoxantina, los cuales han sido
correlacionados con el aporte caracteristico de los colores de los frutos (Lancaster,
Lister, Reay, & Triggs, 1997). Por otra parte, autores como Craft & Soares, (1992),
reportaron valores de solubilidad en etanol para compuestos como el B-caroteno de 30

mg/L.

En la Tabla 1.3.4, se observa para los polifenoles algunas tendencias que también han
sido documentadas por otros autores. Por ejemplo, se encontré que los polifenoles se
vieron afectados (p<0,01), de forma negativa por E/M, y de forma positiva por Ts. El
efecto negativo de E/M, significa que el aumento del etanol durante el tratamiento
etandlico para producir los CFD, da lugar a concentrados con menor cantidad de
compuestos fendlicos, probablemente debido a que durante este proceso, se produce
una solubilizacion de polifenoles en la solucion etandlica. Al respecto, se ha encontrado
que el etanol es un solvente que se ha estudiado como extractante para el analisis y
cuantificacion de compuestos fendlicos (Spigno, Tramelli, & De Faveri, 2007). También
se encontrd un efecto positivo de la Ts, el cual puede ser atribuido, a una reduccién

importante en los tiempos de secado, producto del incremento en la temperatura, lo cual
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podria contribuir a la inactivacién de la actividad enzimatica residual, como por ejemplo
la de la polifenol oxidasa. Este efecto positivo de la temperatura de secado fue también
encontrado por Madrau et al., (2009), para el secado de albaricoques con aire caliente

y a diferentes temperaturas.

1.3.3. Optimizacion por superficie de respuesta

El objetivo de la optimizacion fue maximizar las respuestas para las propiedades
analizadas. En la Tabla 1.3.5 se resumen las condiciones de procesamiento (t, E/M, Ts)
propuestas estadisticamente para lograr obtener los valores 6ptimos de cada propiedad

y el valor optimizado que se estima para cada una de ellas.

Tabla I.3.5. Resumen del analisis de superficie de respuesta para cada propiedad.

Propiedad Tiempo de Relacion Temperatura Valor
Tratamiento etanol/muestra de secado estimado
(min) (mL/g) €9
WHC (g/9) 44,99 2,00 40,00 96,71
SC (mL/g) 45,00 2,03 40,00 100,91
WRC (g/9) 45,00 3,02 40,00 40,67
RW (g/100g9) 31,87 2,00 40,00 66,15
OHC (g/9) 15,00 3,33 80,00 1,38
Volumen especifico (mL/g) 45,00 3,19 40,00 1,83
FSA (9/100g) 15,00 5,00 54,57 25,95
b* 15,00 2,00 40,00 45,38
Compuestos fendlicos (g/100g) 15,00 4,99 80,00 0,50

Se observo que para las propiedades de hidratacion (WHC, SC, WRC y RW) hay una
tendencia similar para la optimizacién. Es decir que es necesario utilizar bajas
cantidades de etanol, un alto tiempo de tratamiento, asi como bajas temperaturas de
secado. De esta forma se esperaria obtener CFD con valores optimizados para las
propiedades WHC, SC, WRC y RW de 96,71g/g, 100,91 mL/g, 40,67 g/g y 66,15 g/100g

respectivamente.

Las demas propiedades mostraron diferentes condiciones de proceso para maximizar

sus valores (Tabla 1.3.5). Este andlisis es de gran utilidad porque se obtiene de forma
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individual las condiciones de proceso adecuadas para obtener el valor maximo de cada
propiedad. Debido a que en esta investigacidbn se evaluaron diferentes tipos de
propiedades, la eleccibn de las condiciones de proceso apropiadas, dependera

bésicamente de la funcionalidad del producto que se desee obtener.

Asimismo, en esta investigacion se planteé una optimizacion para diferentes
propiedades, mediante un andlisis multi-respuesta. Las propiedades que se incluyeron
para este analisis, fueron: WHC, SC, WRC, RW, OHC, volumen especifico, FSA, el
parametro de color b* y los compuestos fendlicos, debido a su importancia en cuanto a
la calidad del producto y ademas que fueron las propiedades que presentaron los

mejores valores para el R2.

El analisis multi-respuesta, tuvo el objetivo de optimizar maximizando todas las
propiedades analizadas. Los resultados obtenidos mostraron que para la etapa de
produccién de los CFD se sugiere un tratamiento con etanol, utilizando una E/M de 2,9
mL/g y un (t) del5 minutos, mientras que para la etapa de deshidratacion, la Ts
calculada fue de 40°C. Para estas condiciones de proceso la funcién deseabilidad del
analisis obtuvo un valor de d=0,82. El rango de la funcién deseabilidad oscila entre d=0
para una respuesta completamente indeseable y d=1 para una respuesta
completamente deseable (Bezerra, Santelli, Oliveira, Villar, & Escaleira, 2008). En la
Figura 1.3.5, se puede observar la superficie multi-respuesta con las tendencias del

efecto de la Ts y la E/M sobre la funcién deseabilidad.

Deseabilidad

Figura 1.3.5. Andlisis multi-respuesta para optimizar 9 de las propiedades estudiadas.
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En la Tabla 1.3.6 se puede observar los resultados estimados para cada respuesta del
CFD de pulpa de papaya, luego del analisis multi-respuesta. Con el objetivo de verificar
los resultados para las propiedades estimados estadisticamente mediante el analisis
multi-respuesta, se produjo un nuevo lote de CFD de pulpa de papaya, utilizando las
condiciones de proceso antedichas (E/M: 2,9 mL/g, t: 15 min, Ts: 40°C). Estas mismas
condiciones de proceso, ademas, fueron utilizadas para producir un CFD a partir de la
cascara de la papaya y sus resultados fueron comparados. Los resultados

experimentales para ambos CFD, se presentan en la Tabla 1.3.6.

Tabla 1.3.6. Valores estimados mediante el analisis multi-respuesta y valores
experimentales encontrados para las propiedades de los CFD de pulpa y cascara.

Propiedad Valor estimado Valor experimental Valor experimental
para el CFD de para el CFD de para el CFD de
pulpa pulpa cascara
WHC (g/g) 86,39 90,7 £ 0,9 27 £1°
SC (mL/g) 85,11 84,0 £ 0,92 20,3+ 0,2°
WRC (g/9) 38,31 30,4 £ 0,42 21+£2b
RW (g/100g) 61,52 46,3 0,72 39 +2b
OHC (9/9) 1,23 1,20 + 0,012 1,37 £ 0,03
Volumen especifico (mL/g) 1,68 1,64 + 0,012 1,921 + 0,006
FSA (g/100g 16,90 24 £ 22 15+ 1b
b* 39,84 37,61 + 0,042 38,78 + 0,030
Compuestos fenolicos (g/100g) 0,44 0,47 £ 0,032 0,99 + 0,03

Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas

Enla Tablal.3.6, se observa que el nuevo CFD de pulpa producido bajo las condiciones
de la optimizaciéon multi-respuesta, presenté valores para las propiedades similares con
los que habian sido estimados estadisticamente, por lo cual se puede inferir que los
modelos estadisticos utilizados fueron adecuados para optimizar las propiedades de

interés.
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I.3.4. Propiedades de los concentrados de fibra dietaria de pulpa y cascara de
papaya

El tratamiento con etanol del tejido fresco de pulpa y céscara de papaya y la
deshidratacién posterior de estos mismos produjo 8,8 g/100g de CFD de cascaray 2,56
0/100g de CFD de pulpa, los cuales ademas presentaron un contenido de humedad de
6,6 y 8,7 g/100 g respectivamente. Autores como Garau et al., (2007), también
reportaron mayores rendimientos en concentrados de fibra dietaria obtenidos a partir de
la cascara de naranja que en los obtenidos de la pulpa. Por otra parte, de Escalada Pla
et al., (2012), encontraron rendimientos del orden de 2,6 y 4,6 g/100g tejido fresco, en
fracciones de fibra obtenidas a partir de la pulpa y la cascara de durazno variedad

Calred. Los CFD de pulpay cascara de papaya obtenidos se muestran en la Figura 1.3.6.

CFD de pulpa CFD de cascara

Figura 1.3.6. Concentrados de fibra dietaria de pulpa y cascara, producidos luego de los

tratamientos de optimizacion.

El CFD de pulpa presenté propiedades de hidratacion con valores méas altos que los
CFD de cascara (Tabla 1.3.6). Estas diferencias encontradas para este tipo de
propiedades pueden ser atribuidas a diferencias estructurales y composicionales entre
los dos concentrados (Guillon et al., 2011). Propiedades como la WHC, evallan el agua
levemente asociada a la matriz de fibra, por lo cual tendria efectos benéficos para el

cuerpo, debido al incremento en el peso de las heces (Cadden, 1987). Por otra parte la
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WRC, representa el agua fuertemente retenida por la matriz de fibra, luego de ser
sometida a fuerzas externas como la centrifugacion. Esta propiedad, permite obtener
una aproximacién al comportamiento de este CFD si se utilizase en la formulacién de
productos que sean sometidos a fuerzas de cizalla equivalentes, como por ejemplo, en
la elaboracién de productos de panaderia que involucran etapas de amasado, o también
en productos fluidos, que sean sometidos a etapas de mezclado y transporte del

producto por cafierias.

La capacidad de hinchamiento y de absorcién de agua son dos propiedades que
mostraron tener una alta correlacion (momento producto de Pearson: 0.9970), ya que
ambas estan directamente relacionadas con la absorcibn de agua, otorgando al
concentrado una caracteristica especial teniendo en cuenta su importancia a nivel
fisiol6gico e industrial. Es de gran importancia resaltar que los valores encontrados para
las propiedades WHC y SC en el CFD de pulpa (90,7 g/g y 84,0 mL/g respectivamente),
son mucho mayores que los que se han reportado en otros concentrados obtenidos a
partir de diferente tejidos y tratamientos. Por ejemplo, autores como Grigelmo-Miguel et
al., (1999), resumieron valores para WHC, encontrados por diferentes investigadores en
productos tales como: salvado de trigo (6,6 g/g) y de avena (5,5 g/g), fibra dietaria de
manzana (6,3 g/g), de pera (6,8 g/g), de naranja (12,4 g/g), de durazno (12,6 g/g), de
alcaucil (13,2 g/g) y de esparragos (11,2 g/g). Asi mismo, Guillon et al., (2011),
reportaron valores para SC en fibra dietaria de remolacha (10,8 mL/g), de coliflor (22,9
mL/g), de manzana deshidratada a 50°C (32,0 mL/g) y en salvado de trigo (7,0 mL/qg).
Esto denota que el CFD de la pulpa de papaya obtenido en esta investigacion, posee
una muy alta capacidad de absorcién de agua y, por consiguiente de hinchamiento, lo
cual permite inferir que su uso como ingrediente en la formulacion de productos
alimenticios podria otorgar propiedades viscosantes mediante el atrapamiento de

moléculas de agua.
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También, se encontré en este trabajo que los CFD de pulpa y céscara presentaron
valores para la FSA, de 24 y 15 g/100g, respectivamente. Estos valores son del orden
de los encontrados en fracciones de fibra dietaria obtenida a partir de residuos del
durazno y mediante diferentes tratamientos, en estudios realizados por Nieto Calvache
et al., (2015), donde se reportaron valores entre 11 y 16 g/100g para esta misma

propiedad.

Por otra parte los CFD de cascara presentaron mayores (p<0,05) valores para las
propiedades OHC y volumen especifico que los CFD de pulpa. Esta tendencia, puede
estar asociada con la correlacién positiva entre el volumen especifico y el OHC,
discutida anteriormente. Los valores de OHC para los CFD de pulpa y cascara (1,20 y
1,37 g/g respectivamente) son del orden de los reportados por Gémez-Orddfiez,
Jiménez-Escrig, & Rupérez, (2010), en aislados de fibra dietaria obtenidos a partir de

algas comestibles de la costa noroeste espafiola (1,22 y 1,67 g/g).

El color es uno de los atributos sensoriales mas importantes a la hora de evaluar la
aceptacion de un nuevo ingrediente o producto en la industria de alimentos (Tosh &
Yada, 2010). De acuerdo a lo observado en las Tablas 1.3.1 y 1.3.2, los diferentes
tratamientos con etanol y temperatura de secado, produjeron variaciones en el color del
concentrado. El aclaramiento de las muestras puede ser atribuido al efecto extractante
que tiene el etanol sobre los pigmentos caracteristicos de la muestra, como se discutié
anteriormente, mientras que el oscurecimiento de las muestras puede ser debido a
reacciones de caramelizacion (Krokida & Maroulis, 2007). En la Figura 1.3.7, se puede
observar mejor el efecto del procesamiento sobre el color final de los CFD producidos.
Las imagenes mostradas corresponden a una parte de los CFD obtenidos durante el

desarrollo del primer disefio experimental (16 sistemas y 4 puntos centrales).
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16 SISTEMAS DEL DISENO

4 PUNTOS CENTRALES

Figura 1.3.7. Efecto del procesamiento sobre el color de los CFD, obtenidos con el
disefio factorial.

La concentracion de los compuestos fendlicos encontrada en el CFD de cascara (0,99
0/100g), fue casi el doble de la encontrada en el CFD de pulpa (0,47 g/100g) (Tabla
[.3.6). La literatura usualmente informa una mayor concentracion de compuestos
fendlicos en el tejido de la cascara que en el de la pulpa de distintas frutas y hortalizas
y esta caracteristica puede explicarse por el hecho que estos compuestos ademas de
aportar al color de los vegetales, actian generando un mecanismo de defensa en contra
de organismos patdgenos, parasitos y predadores (Liu, 2004). En los trabajos de Rivera-
Pastrana, Yahia, & Gonzalez-Aguilar, (2010) se observé esta misma tendencia durante
el andlisis de los tejidos frescos de papaya (cascara y pulpa) variedad Maradol. Por otra
parte, los valores obtenidos en el presente trabajo, son del orden de los reportados en

las investigaciones realizadas por Saura-Calixto, Serrano, & Gofi, (2007) y por Hervert-
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Hernandez, Garcia, Rosado, & Goiii, (2011), quienes informaron valores promedio de
polifenoles de 0,538 y 0,742 g/100g en muestras deshidratadas de los frutos tipicos
consumidos en la dieta espafiola y mejicana, respectivamente. Teniendo en cuenta que
los CFD producidos en este trabajo estan proyectados para ser utilizados como
ingredientes o aditivos en la formulacién de otros productos de la industria alimentaria,
la presencia de compuestos fendlicos es una propiedad deseable ya que se ha
reportado que estos compuestos pueden proveer actividad antioxidante tanto en el

alimento como en el organismo (Wootton Beard, Moran, & Ryan, 2011).
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[.4. CONCLUSIONES

Se desarrollé una metodologia para la produccién de un CFD a partir de la pulpa
de papaya mediante un tratamiento con etanol y una etapa posterior de
deshidratacién con microondas. La metodologia fue sustentada mediante los
resultados obtenidos del desarrollo de un disefio factorial y un disefio de

superficie de respuesta.

El analisis de los resultados del disefio factorial, demostré que los factores o
variables de proceso que afectaban un mayor numero de propiedades

analizadas, eran el tiempo de tratamiento etandlico y la relacion etanol/muestra.

El desarrollo del disefio de superficie de respuesta permitié optimizar las
respuestas analizadas y ademas demostr6 que las condiciones de
procesamiento que maximizaron las propiedades de hidratacion eran similares
(bajas cantidades de etanol, alto tiempo de tratamiento y baja temperatura de

secado) mientras que para las demas propiedades, esas condiciones diferian.

El analisis multi-respuesta, propuso una técnica de produccién de CFD con varias
propiedades optimizadas (propiedades de hidratacién y de absorcién de aceite,
volumen especifico, FSA, b* contenido de compuestos fendlicos), el cual
involucra una etapa de tratamiento con etanol durante 15 minutos, utilizando una
relacion etanol/muestra de 2,9 mL/g y una temperatura de secado de 40°C. Estas

mismas condiciones fueron utilizadas para obtener CFD a partir de la cascara.

Los resultados para las propiedades, predichos estadisticamente para el CFD de
pulpa, mediante el andlisis de mudltiple-respuesta, fueron similares a los
encontrados experimentalmente en dichos CFD, validando los tratamientos

estadisticos aplicados para este desarrollo.
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El CFD de la pulpa presento valores para propiedades de hidratacién tales como
WHC y SC, mucho més altos que los reportados en la literatura para fibra dietaria
producida a partir de otros tejidos vegetales, lo cual sugiere un gran potencial
para que este producto pueda ser utilizado como ingrediente y/o aditivo

alimenticio para mejorar propiedades reoldgicas/texturales.

Los CFD de la pulpa presentaron una mayor capacidad de retencion de agua que
los de CFD de la cascara, pero estos Ultimos presentaron mayor capacidad de

absorcion de aceite y volumen especifico que los CFD de pulpa.

Ambos CFD presentaron contenido de compuestos fendlicos, siendo el de la
cascara el doble del encontrado en el CFD de la pulpa, otorgando una
caracteristica importante a estos concentrados debido a su posible aporte de

actividad antioxidante en la formulacion de un alimento y/o en el organismo.
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CAPITULO Il

CARACTERISTICAS QUIMICAS Y
FUNCIONALES DE LOS
ANTIOXIDANTES PRESENTES EN
LOS CONCENTRADOS DE FIBRA
DIETARIA OBTENIDOS A PARTIR DE
PULPA Y CASCARA DE PAPAYA
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RESUMEN DEL CAPITULO I

Concentrados de fibra dietaria (CFD) de pulpa y cascara de papaya, producidos
mediante tratamiento con etanol y deshidratacion por microondas, se caracterizaron
qguimicamente en cuanto a su composicién y actividad antioxidante y posteriormente se
analiz6 su digestibilidad in vitro. Los CFD demostraron tener capacidad antioxidante
evaluada mediante los métodos del FRAP y DPPH. Entre los compuestos antioxidantes
que se detectaron en los CFD se pueden mencionar. compuestos fendlicos,
carotenoides y acido ascdrbico. El analisis cromatografico de los CFD, permitié la
identificacion de cinco compuestos fendlicos: hexdsido de &acido protocatecuico,
manghaslina, quercetina-3-O rutindsido, cafeoil hexdsido y acido ferdlico. Del mismo
modo, se identificaron y cuantificaron los carotenoides, luteina, zeaxantina, $-caroteno
y B-criptoxantina mediante cromatografia de alta resolucion. Por ultimo, el andlisis de
digestibilidad demostré que alrededor del 65% de los polifenoles asociados a los CFD
de la pulpay la cascara, son potencialmente bioaccesibles en el intestino delgado y que
la porcién de fibra indigestible, ademas, tenia capacidad antioxidante. En vista de los
resultados obtenidos se puede inferir que los CFD producidos en esta investigacion,
retienen compuestos antioxidantes luego del proceso aplicado. Mas aun, dichos
compuestos pueden ejercer accidn antioxidante aunque se encuentren asociados a la
fibra dietaria. Todo ello le confiere a los CFD una potencial aplicacion para ser utilizados
como ingredientes funcionales ayudando a prevenir y/o minimizar la oxidacion de lipidos

y otros nutrientes en alimentos y los mecanismos oxidativos en el ser humano.
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OBJETIVOS DEL CAPITULO I

Profundizar en el estudio de otras propiedades de los CFD optimizados, cuya
metodologia fue desarrollada en el capitulo I.

Determinar la capacidad antioxidante de los CFD de pulpa y cascara, mediante dos
metodologias que cuantifican la capacidad antirradicalaria y la capacidad reductora.
Cuantificar los compuestos con actividad antioxidante, tales como compuestos
fendlicos, carotenoides y &cido ascérbico.

Identificar mediante cromatografia liquida de alta resolucion y espectrometria de
masa, los compuestos fenodlicos presentes en los CFD de pulpa y cascara.
Identificar y cuantificar mediante cromatografia liquida de alta resolucion los
carotenoides presentes en los CFD de pulpa y cascara.

Realizar un ensayo de digestibilidad in vitro de los CFD.

Determinar los compuestos fendlicos bioaccesibles en el intestino delgado.
Determinar el contenido de fendlicos asociados a las fracciones indigestibles soluble
e insoluble, luego del proceso de digestion in vitro.

Determinar la capacidad antioxidante en las fracciones indigestibles solubles e

insolubles luego del proceso de digestion in vitro.
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1.1. INTRODUCCION

Existe una creciente demanda de alimentos que contribuyan al bienestar y la salud de
las personas, lo cual ha hecho que las investigaciones que se dedican a la busqueda de
compuestos que confieran a los productos dichos beneficios hayan tenido un
importante crecimiento. En este sentido, los frutos y vegetales pueden ser considerados
como una buena fuente de compuestos como vitaminas y fitoquimicos, a los cuales se

les ha adjudicado diferentes propiedades en favor de la salud.

La palabra “fitoquimico” proviene de la combinacién del término phyto que significa
planta en griego, con el vocablo “quimico” por lo cual los fitoquimicos son sustancias
quimicas presentes en las plantas y que se producen de forma natural para protegerse

de virus, bacterias y hongos (Garcia, 2007).

Los fitoquimicos también son definidos como compuestos bioactivos no nutrientes, que
estan presentes en los frutos, vegetales, semillas y otros alimentos de las plantas, que
se han asociado con la reduccion de diferentes enfermedades crénicas. Se estima que
mas de 5000 compuestos fitoquimicos se han identificado en frutos, vegetales y granos,

sin embargo otro amplio porcentaje todavia permanece sin identificar (Liu, 2004).

Algunos autores sugieren que los beneficios de los fitoquimicos presentes en las frutas
y verduras pueden ser incluso mayores que los que se conocen actualmente por su
incidencia en disminuir el estrés oxidativo inducido por radicales libres, el cual esta

implicado en una amplia gama de enfermedades crénicas (Ames & Gold, 1991).

Los fitoquimicos se pueden clasificar en diferentes grupos: carotenoides, compuestos
fendlicos, alcaloides, compuestos que contienen nitrégeno y compuestos

organosulfurados (Figura 11.1.1.)
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Fitoquimicos
) Compuestos . Compuestos Compuestos
Carotenoides p . Alcaloides . P P
fendlicos nitrogenados organosulfurados
a-Caroteno e
B-Caroteno Isotiocianatos
B-Criptoxantina — Indol
Luteina Acidos . ' ) - ndofes
- Flavonoides Estilbenos Cumarinas Taninos Compuestos
Zeaxantina fendlicos P
Astaxantina alilicos sulfurados
Licopeno
—
|
Acid Acid Fl I
hidroxictlaeiiéiccs hidmxgmﬁniws Flavonoles Flavonas [C;;zzion:z) Flavononas Antocianidinas Isoflavonoides
T
|
|
Galico p-Cumirico | | Quercetina || Apigenina Catequina Eriodictiol Cianiding o
Protocatecuico Caféico Kaf_”j"Pff_!m' Crisina Epicatequina Hesperitina Pelargonidina ?)e;r‘.iszt:’::
Vainillico Ferdlico Miricetina Luteolina Epigalocatequina | | Naringenina Delfinidina G“'ciwlna
Siringico Sinapico Galangina Galato de Peonidina Eormononetina
Fisetina epicatequina Malvidina
Galato de
Epigalocatequina

Figura Il.1.1. Clasificacion de los fitoquimicos de la dieta. Adaptado de Liu, (2004).

En la actualidad hay un creciente interés en estos compuestos por su actividad biolégica,
debido a sus propiedades antioxidantes y su capacidad para aliviar diferentes tipos de
enfermedades crénicas (Gardner, White, McPhail, & Duthie, 2000; Rice-Evans, Miller, &
Paganga, 1997; Vinson, Su, Zubik, & Bose, 2001). Los compuestos fendlicos, en
particular, son conocidos por reducir la incidencia de las enfermedades coronarias y del
cancer, asi como por actuar como antimicrobianos, antialérgicos, antimutagénicos y

antiinflamatorios (Kim, 2003).

[I.L1.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son compuestos que poseen uno o mas anillos aromaticos
con uno o mas grupos hidroxilo y, en general se clasifican como &cidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos, cumarinas y taninos (Figura 11.1.1). Los compuestos fendlicos
son productos secundarios del metabolismo en las plantas, que desarrollan funciones

esenciales en la reproduccién y el crecimiento y en los mecanismos de defensa.
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Asimismo, los compuestos fendlicos presentes en nuestra dieta pueden proporcionar
beneficios para la salud asociados con un menor riesgo de enfermedades crénicas. Por
ejemplo, entre las frutas comunmente consumidas en la dieta estadounidense, el
arandano tiene el mas alto contenido de fenoles totales, seguido de manzana, uva roja,
fresa, anan4, platano, melocotén, limén, naranja, pera y pomelo (Sun, Chu, Wu, & Liu,

2002).

Por otra parte, entre los vegetales cominmente consumidos en los Estados Unidos, el
brécoli posee el mayor contenido de fenoles totales, seguido de la espinaca, cebolla
amarilla, pimiento rojo, zanahoria, col, patata, lechuga, apio y pepino (Chu, Sun, Wu, &
Liu, 2002). Se estima que los flavonoides representan alrededor de dos tercios de los
compuestos fendlicos de la dieta y el tercio restante corresponde a acidos fendlicos (Liu,

2004).

[1.1.1.1. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de compuestos fendélicos con actividad antioxidante que
se han identificado en las frutas, verduras y otros alimentos de origen vegetal y que se
han relacionado con la reduccién del riesgo de enfermedades crénicas importantes. Mas
de 4000 flavonoides distintos han sido identificados. Ellos tienen cominmente una
estructura genérica que consta de dos anillos aromaticos (anillos A y B) unidas por 3
atomos de carbono que integran, por lo general, un anillo heterociclico oxigenado como

el anillo C (Figura 11.1.2).

Figura 11.1.2. Estructura genérica de los flavonoides.
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Las diferencias en la estructura genérica del anillo heterociclico C, permite clasificarlos
como flavonoles, flavonas, flavanoles (catequinas), flavanonas, antocianidinas, e
isoflavonoides (Figura 11.1.1 y Figura 11.1.3). Los flavonoles (quercetina, kaempferol y
miricetina), flavonas (luteolina y apigenina), flavanoles (catequina, epicatequina,
epigalocatequina, galato de epicatequina y galato de epigalocatequina), flavanonas
(naringenina), antocianidinas, e isoflavonoides (genisteina) son flavonoides comunes en

la dieta (Figuras I1.1.1 y 11.1.4).

[a]

0 |

OH

)

)

Flavonoles Flavonas Flavanonas
oH
0
OH
oH
oH
cH
Isoflavonas Antocianidinas

Flavanoles (Catequinas)

Figurall.1.3. Estructura de los principales flavonoides dietarios (Lakhanpal & Rai, 2007)

Los flavonoides se encuentran mas frecuentemente en la naturaleza en formas
conjugadas, glicosiladas o esterificadas, y también pueden aparecer junto con
agliconas, especialmente como resultado de los efectos del procesamiento de alimentos
(Liu, 2004). Muchos glucoésidos diferentes se pueden encontrar en la naturaleza mas de
80 azucares diferentes se han descubierto unidos a los flavonoides (Hollman & Arts,
2000). Las antocianidinas son las responsables de los colores rojo y azul en algunas

frutas y verduras.
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Figura 11.1.4. Estructuras quimicas de los flavonoides comunes de la dieta (Liu, 2004)

11.1.1.2. Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos se pueden subdividir en dos grupos principales: acidos derivados
del hidroxibenzoico y acidos derivados del hidroxicinamico (Figura. I1.1.5). Los derivados
del acido hidroxibenzoico incluyen a los acidos, p-hidroxibenzoico, protocatecuico,
vanilico, siringico y gélico. Estan comunmente presentes en forma unida y son
tipicamente componentes de estructuras complejas como ligninas y taninos
hidrolizables. También se pueden encontrar en forma de derivados de azUcares y acidos
organicos en alimentos vegetales. Los derivados del &cido hidroxicinamico incluyen a

los acidos p-cumarico, cafeico, ferdlico, sinapico (Figura 1.1.5) y se encuentran
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principalmente presentes unidos o ligados a los componentes estructurales de la pared

celular, tales como celulosa, lignina, y proteinas a través de enlaces éster (Liu, 2004).

A) Acido benzoico B) Acido cindmico

R
1 R,

R, COOH
\ R, CH=CH-COOH

\

R
3 Ra

Derivados del Sustituciones Derivados del Sustituciones

acidobenzoico R/ R: Rs acido cinamico Ry R. Rs;
p-Hidroxibenzoico H OH H p-Cumarico H OH H
Protocatecuico H OH OH Cafeico OH OH H
Vanilico CH:O0 OH H Ferdlico CH:0 OH H
Siringico CH:O0 OH CH:0 Sinapico CH:O OH CH:0
Galico OH OH OH

Figura I1.1.5. Estructura de los acidos fendlicos: (A) Derivados del acido benzoico, (B)

Derivados del acido cinamico.

El acido ferulico se produce principalmente en las semillas y hojas de las plantas,
principalmente conjugado covalentemente a mono y disacaridos, polisacéridos de la
pared celular de la planta, glicoproteinas, poliaminas, ligninas, y biopolimeros de
carbohidratos insolubles (Liu, 2004). Factores del procesamiento de alimentos, como
tratamientos térmicos, pasteurizacion, fermentacion, y la congelacion, contribuyen a la
liberacion de estos acidos fendlicos unidos (Dewanto, Wu, & Liu, 2002). Los acidos
cafeico, ferulico, p-cumarico, protocatecuico, y vanilico estan presentes en casi todas

las plantas (Liu, 2004).

[1.1.2. Carotenoides

El estudio de los carotenoides y sus propiedades antioxidantes ha recibido un especial
interés por parte de investigadores, profesionales de la salud y agencias reguladoras,

por su aporte a la prevencion de enfermedades cronicas (Rao & Rao, 2007).
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Los carotenoides son una familia de compuestos pigmentados que son sintetizados por
las plantas y microorganismos. En las plantas, contribuyen a la maquinaria fotosintética,
protegiéndolas contra los dafios causados por la luz, siendo las frutas y verduras
guienes constituyen las principales fuentes de carotenoides en la dieta humana (Agarwal
& Rao, 2000; Mangels, Holden, Beecher, Forman, & Lanza, 1993). Estan presentes
como micro componentes en frutas y vegetales y son responsables de los colores
amarillo, naranja y rojo. Se cree que los carotenoides son responsables de las
propiedades beneficiosas de las frutas y hortalizas en la prevencién de enfermedades
humanas, incluyendo las enfermedades cardiovasculares, el céncer y otras
enfermedades crénicas (Astorg, Gradelet, Bergés, & Suschetet, 1997; Paiva & Russell,

1999).

Mas de 600 carotenoides han sido identificados hasta ahora en la naturaleza, sin
embargo, sélo alrededor de 40 estan presentes en una dieta humana tipica. De estos
40, cerca de 20 carotenoides han sido identificados en la sangre y tejidos humanos.
Cerca de 90% de los carotenoides de la dieta esta representado por (3-caroteno, a-

caroteno, licopeno, luteina y criptoxantina (Gerster, 1997).

[1.1.2.1. Quimica de los carotenoides y fuentes de la dieta

Todos los carotenoides poseen una estructura poliisoprenoide, una larga cadena
conjugada de dobles enlace y una simetria bilateral en torno al doble enlace central,

como caracteristicas quimicas comunes (Britton, 1995).

Diferentes carotenoides se derivan esencialmente de modificaciones en la estructura de
base por ciclacion de los grupos terminales y por la introduccién de funciones de oxigeno
que les dan sus colores caracteristicos y propiedades antioxidantes. Las estructuras de

algunos carotenoides comunes se muestran en la Figura I1.1.6.
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Figura 11.1.6. Estructura de algunos de los principales carotenoides de la dieta (Rao &

Rao, 2007).

Aunque los carotenoides estan presentes en muchos alimentos comunes de la dieta
humana, las frutas muy pigmentadas, los jugos y las verduras constituyen las principales
fuentes, siendo las frutas y verduras de color amarillo-naranja los que proporcionan la
mayor parte de los B-carotenos y a-carotenos. Las frutas y verduras naranjas proveen
a-criptoxantina, los vegetales verdes oscuros proveen luteina y productos como el

tomate son fuente de cantidades importantes de licopeno (Rao & Rao, 2007).

A pesar del reconocimiento del papel beneficioso de los carotenoides en la salud
humana, estos no son considerados como nutrientes esenciales, y como tal no tienen

un valor de ingesta dietaria de referencia (IDR) que se les asigne (Rao & Rao, 2007).

[1.1.2.2. Metabolismo de los carotenoides

Con excepciéon del B-caroteno y el licopeno, el mecanismo de absorcion de los
principales carotenoides no es bien conocido. Hay varios factores que influyen en la
absorcion de carotenoides. El procesamiento de alimentos y la coccion que causan
roturas mecanicas del tejido, liberan los carotenoides y mejoran su absorcion (Parker,
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1997). Ellos son absorbidos en las células de la mucosa gastrointestinal y aparecen sin

cambios en la circulacion y el tejido (Erdman, Bierer, & Gugger, 1993).

En el intestino, los carotenoides son absorbidos por difusion pasiva después de haber
sido incorporados en las micelas que se forman por grasas y acidos biliares. Los
carotenoides micelares son incorporados en quilomicrones y transportados a través del
sistema linfatico. A continuacion, se incorporan a la lipoproteina en el higado y se liberan
en el torrente sanguineo. Los carotenoides son absorbidos diferencialmente por
diferentes tejidos. Poco se sabe acerca de los mecanismos de absorcién en los tejidos
de los carotenoides en este momento. El sitio principal de almacenamiento de los

carotenoides en los tejidos es el tejido adiposo (Parker, 1988).

El supuesto de que una serie de compuestos sintéticos cominmente usados como
ingredientes de alimentos, pueden tener efectos peligrosos, ha incrementado las
investigaciones en el campo de los antioxidantes naturales. Por ejemplo, se pueden citar
investigaciones sobre el uso de complejantes naturales de radicales, presentes en el
extracto de té verde (Buetler, Renard, Offord, Schneider, & Ruegg, 2002) o sobre el uso
de los extractos obtenidos a partir de plantas aromaticas como el romero y la salvia,
como aditivos y/o conservantes alimentarios (Karpinska, Borowski, & Danowska-

Oziewicz, 2000; Zupkd, Hohmann, Rédei, Falkay, Janicsak, & Mathé, 2001).

Las reacciones de oxidacion no son una preocupacion exclusiva de la industria
alimentaria (Peschel et al., 2006). Se observa el aumento de las investigaciones sobre
el uso de polifenoles y flavonoides como ingredientes beneficiosos contra el

envejecimiento y la foto-proteccion en productos cosmeéticos (Katiyar & Elmets, 2001).

Es bien sabido, que durante la industrializacion o procesamiento de alimentos y durante
las etapas de produccién agricola, se generan cantidades sustanciales de residuos o
subproductos ricos en componentes fendlicos, que podrian ser valiosas fuentes de
antioxidantes naturales, los cuales pueden ser recuperados y utilizados como
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ingredientes para la obtencion de nuevos productos, teniendo en cuenta que diversos
estudios epidemiolégicos han indicado que el consumo de frutas y verduras se asocia
con una reduccién del riesgo para el desarrollo de enfermedades crénicas, por la
presencia de estos compuestos antioxidantes presentes en dichos tejidos. Los
compuestos fendlicos son los compuestos bioactivos mas importantes que contribuyen
a los beneficios para la salud mencionados anteriormente (Yang, Meyers, Van der

Heide, & Liu, 2004).

11.1.3. Acido L- ascérbico

El &cido L-ascérbico o vitamina C, es una vitamina importante para la nutricion humana,
ya que es una sustancia esencial que previene enfermedades como el escorbuto, y que
desempenfa el papel de antioxidante biolégico. Debido a que los seres humanos no
tienen la capacidad de sintetizar este compuesto, el mismo debe ser suministrado por
la dieta. Su estabilidad en los alimentos esta relacionada con las condiciones de proceso
y de almacenamiento y ademas con la composicion de la matriz. La vitamina C puede
degradarse, dependiendo de factores tales como la temperatura, pH, luz, el tiempo, la

presencia de enzimas, catalizadores metalicos y oxigeno (Santos & Silva, 2008).

OH OH
0 9]
HO _T, HO
Hl:l DH e+ 2H D 0
Acido ascorbico Acido dehidroascorbico

Figura I1.1.7. Estructura del acido L-ascérbico (vitamina C) y reaccion de oxidacion en
la que se convierte en dehidroascorbico. El conjunto ascorbico-dehidroascérbico

constituye un par redox (Meléndez Hevia, 2011).
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Esta vitamina es generalmente considerada como un indicador de la calidad de los
nutrientes durante el procesamiento y almacenamiento de alimentos, ya que es muy
sensible y si no est4 degradada, los otros nutrientes también estan bien conservados
(Santos & Silva, 2008). Por lo tanto, diversas investigaciones han sido enfocadas a la
evaluacion de la influencia de mecanismos de secado sobre la retencion de éacido
ascorbico en diferentes frutas, como por ejemplo en residuos de la acerola (Duzzioni,
Lenton, Silva, & Barrozo, 2013), albaricoque (Igual, Garcia-Martinez, Martin-Esparza, &
Martinez-Navarrete, 2012), anana (Ramallo & Mascheroni, 2012; Santos & Silva, 2009),
pimiento rojo (Vega Gélvez et al., 2009), pera (Djendoubi Mrad, Boudhrioua, Kechaou,
Courtois, & Bonazzi, 2012), tomate (Demiray, Tulek, & Yilmaz, 2013; Vega Galvez et al.,

2009).

[1.1.4. Antioxidantes y su asociacion con la fibra dietaria durante la digestion

La bioaccesibilidad y la biodisponibilidad de cada antioxidante difiere en gran medida, y
los antioxidantes mas abundantes en las frutas que se ingieren no son necesariamente
los que conducen a las mas altas concentraciones de metabolitos activos en los tejidos
(Williamson & Manach, 2005). Varios factores interfieren con la biodisponibilidad de los
antioxidantes, tales como la fuente del alimento o las interacciones quimicas con otros

fitoquimicos y biomoléculas presentes en el alimento (Parada & Aguilera, 2007).

Investigaciones relacionadas con la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos y otros
antioxidantes a partir de matrices sélidas son de gran importancia, ya que soélo los
compuestos liberados de la matriz del alimento y/o absorbidos en el intestino delgado
son potencialmente biodisponibles y se encuentran en adecuada condicion para ejercer

sus efectos benéficos (Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini, & Conte, 2010).

Los efectos in vivo de los antioxidantes dependen no sélo de la concentracion en las

frutas y verduras, sino también de su bioaccesibilidad y biodisponibilidad después de la
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ingesta y muchos estudios se han centrado en este tema de investigacion (Parada &

Aguilera, 2007; Williamson & Manach, 2005).

Comprender el concepto de biodisponibilidad es esencial para todas las personas
involucradas en la produccion de alimentos y la evaluacion nutricional, asi como para
determinar la relacion entre la dieta y la salud (Manach, Scalbert, Morand, Remesy, &
Jimenez, 2004; Williamson & Manach, 2005). La biodisponibilidad se define como la
proporcion de un antioxidante que se digiere, absorbe, y utiliza en un metabolismo
normal (Palafox-Carlos, Ayala-Zavala, & Gonzalez-Aguilar, 2009). Sin embargo, la
medicion de la biodisponibilidad depende en gran medida de las estimaciones de
cantidades de antioxidantes absorbidos. Por otro lado, bioaccesibilidad es un término
usado comunmente, y se define como la cantidad de un nutriente ingerido que esta
disponible para la absorcion en el intestino después de la digestion (Hedrén, Diaz, &
Svanberg, 2002). En estos términos, la biodisponibilidad depende estrictamente de la
bioaccesibilidad. El proceso global del metabolismo de los compuestos fendlicos en

alimentos pobres en fibra dietaria, se muestra en la Figura 11.1.8.
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Figurall.1.8. Bioabsorcion de compuestos fendlicos contenidos en bebidas o alimentos

pobres en fibra dietaria (Palafox-Carlos et al., 2009).

El metabolismo de los compuestos fendlicos de bebidas y alimentos que no contienen
fibra dietaria, se inicia practicamente en el lumen del intestino delgado y las pequefnas
modificaciones de la post absorcion ocurren en el higado y otros 6rganos (Williamson &
Manach, 2005). Para los polifenoles, como los flavonoides, la mayoria de estos
compuestos son absorbidos en el intestino delgado después del consumo y pueden
pasar a través de la pared del intestino hacia el torrente sanguineo (Palafox-Carlos et
al., 2009). Para que la absorcién de los flavonoides en el intestino delgado se produzca,

primero deben ser removidos los azlcares que estan unidos a la cadena del flavonoide
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(Pérez Jiménenez et al., 2009). Este proceso es controlado por la accion de enzimas
producidas en el intestino delgado, lo que resulta en la liberacion de la cadena del
flavonoide de su azucar (la aglicona). Otra parte importante de los flavonoides y
compuestos relacionados de la ingesta no se absorben en el intestino delgado sino que
pasan al intestino grueso donde son degradados por la microflora del colon a acidos
fendlicos simples, que pueden ser absorbidos en el sistema circulatorio o ejercer

actividad antioxidante en el entorno del intestino (Del Rio, Costa, Lean, & Crozier, 2010).

Una vez que los azUcares se han removido del esqueleto para la absorcién, los
flavonoides se metabolizan adicionalmente en el intestino y, posteriormente, en el
higado y los rifiones para producir un gran nimero de moléculas modificadas, conocidas

como metabolitos secundarios de flavonoides (Palafox-Carlos et al., 2009).

En el caso de las bebidas tales como el vino, los compuestos fendélicos contenidos en
las matrices liquidas son rapidamente bioaccesibles y para ejercer sus efectos
beneficiosos sobre el tracto gastrointestinal, pero este no es el caso para los
compuestos fendlicos contenidos en matrices soélidas tales como los de frutas y

vegetales (Palafox-Carlos et al., 2009).

Un modelo de digestion propuesto para los compuestos fendlicos contenidos en

alimentos ricos en fibra dietaria se presenta en la Figura 11.1.9.

73



CAPITULO II

* Frutosy vegetales
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Figura 11.1.9. Bioabsorcién de compuestos fendlicos contenidos en los alimentos ricos

en fibra dietaria como por ejemplo frutas y verduras (Palafox-Carlos et al., 2009).

El tracto gastrointestinal puede ser considerado como un extractor donde tanto la accién
mecanica durante la masticacion en la boca como la acci6on quimica y enzimatica
durante la fase digestiva en el estbmago y el intestino contribuyen a la extraccién de
compuestos fendlicos a partir de matrices soélidas tales como frutas y verduras. Algunos
de los polifenoles unidos a los compuestos de pared celular, se liberan durante la fase
digestiva gastro-pancreética como consecuencia de la accion enzimética, el entorno

acido del estbmago y del medio ambiente alcalino del intestino (Tagliazucchi et al.,
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En este caso, sélo una parte de compuestos fendlicos son capaces de atravesar la pared
del intestino delgado. Otros compuestos, asociados con la fibra dietaria que representan
una parte importante de la dieta, no son biodisponibles en la parte superior del intestino
humano y llegan al colon, donde se convierten en sustratos fermentables para la
microflora bacteriana junto con los hidratos de carbono no digeribles y proteinas

(Williamson & Manach, 2005).

Los acidos fenilacético, fenilpropidnico y fenilbutirico, urolitina A y urolitina B, son
metabolitos absorbibles de la fermentacion de polifenoles en el colon que pueden
ejercer efectos sistémicos (Rechner et al., 2004). Los metabolitos no absorbibles y
compuestos fendlicos no fermentados, permanecen en el lumen del colon, y pueden
contribuir a un ambiente saludable antioxidante complejando radicales libres y
contrarrestando los efectos de la dieta pro-oxidante (Gofii & Serrano, 2005). Por otra

parte, otros polifenoles pueden ser excretados en las heces fecales (Bravo et al., 1994).
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I.2. MATERIALES Y METODOS

[1.2.1. Reactivos

Para la preparacién de todas las soluciones se utiliz6 agua desionizada (Milli-QTM). Los
reactivos utilizados fueron de grado analitico marca Merck o Anedra (Argentina). Los

reactivos utilizados como patrones fueron marca SIGMA (USA).

[1.2.2. Determinacion de la actividad antioxidante

Los CFD de cascara y pulpa obtenidos previamente y cuya proceso de obtencién, se
detall6 en el capitulo I, se analizaron en cuanto a su actividad antioxidante, para lo cual
se utilizé la metodologia que evalla la capacidad para complejar el radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) y la medicion del poder antioxidante para reducir hierro (FRAP).
Asimismo, se analizaron los posibles compuestos responsables de dicha capacidad
antioxidante, determinando el contenido de compuestos fendlicos, carotenoides y acido

ascorbico presentes en ambas fracciones.

Adicionalmente, muestras de tejido fresco de pulpa y cascara de papaya, se
deshidrataron mediante liofilizacion, posteriormente se realiz6 una reduccion de tamafio
y un tamizado de forma analoga a la que se realiz6 para los CFD. Los polvos liofilizados
obtenidos, fueron también analizados en cuanto a su actividad antioxidante y sus
resultados se tomaron como una medida aproximada a la del tejido fresco. Ademas esta

informacion fue Gtil para comparar con datos bibliograficos.

Para los CFD, los resultados obtenidos se expresaron en la base del peso de cada CFD,
mientras que para los productos liofilizados, los resultados se expresaron en la base de
peso del polvo liofilizado. En algunos casos, los resultados se convirtieron a la base de
tejido fresco (pulpa o céscara), utilizando los valores del rendimiento (Tabla 11.3.1), con

el objetivo de comparar los resultados obtenidos con datos reportados en bibliografia y
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también para evaluar los efectos del tratamiento con etanol y secado sobre las

caracteristicas antioxidantes, por comparacion de los CFD con las muestras liofilizadas.

[1.2.2.1. Método del DPPH

Para este ensayo se utiliz6 una variacion del método espectrofotométrico propuesto por
Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, (1995), el cual mide la habilidad de los componentes
presentes en un material, para complejar el radical DPPH, a través de la disminucion de
la absorbancia. Para esto, se pes6 una cantidad de =0,2000 g de muestra y se mezclé
con 5 mL de solucion de DPPH 6 x 10° M, preparada en soluciéon de etanol
(96mL/100mL). Se monitored el cambio en la absorbancia (A= 515 nm) en intervalos de
10 minutos con agitacion constante, hasta obtener constancia en los valores de
absorbancia. Se construy6 una curva de calibracién con una solucién de antioxidante
patréon 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico (Trolox), 8,8 x 10* M.
Finalmente se prepard también un blanco de reactivos y de muestra. Los resultados se

expresaron como umol equivalentes de Trolox /100g of muestra.
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Figura I1.2.1. Curva de calibracion para referir la capacidad antioxidante (DPPH) en

equivalentes de Trolox.
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[1.2.2.2. Método del FRAP

Para este ensayo se utilizé una modificacion del método espectrofotométrico de Benzie
& Strain, (1996), el cual mide la capacidad de los compuestos presentes en un material
para reducir el hierro. A bajos valores de pH, cuando el complejo ion férrico-tripiridil-
triazina (Fe"-TPTZ), es reducido a la forma ferrosa Fe'", se produce un color azul intenso
en la solucién con una absorcidon maxima a 593 nm. En este trabajo, se procedioé segun
Basanta, de Escalada Pla, Raffo, Stortz, & Rojas, (2014). Brevemente, una cantidad de
muestra 4,5 mg se mezcldé con 2mL de agua, posteriormente se adicioné el reactivo
FRAP el cual const6 de las soluciones de TPTZ (2,4,6-tripiridil-5-triazina) 20mmol/L, de
FeCls.6H,O 20 mmol/L y de buffer acetato 0,3M (pH 3,6). Se monitoreé el cambio en la
absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. Se construy6 una curva de calibracion
con solucién acuosa de FeS0..7H20 (2umol/mL). Se determiné ademas, la capacidad
reductora de un antioxidante patrén, Trolox, en concentracion conocida y en iguales
condiciones. Finalmente, se realiz6 también un blanco de reactivos y de muestra. Los
resultados se expresaron como pumol equivalentes de Trolox /g de muestra.
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11.2.3. Determinacién de compuestos fendlicos mediante espectrofotometria

Los compuestos fendlicos encontrados en los CFD de cascara y pulpa corresponden a
los informados en el capitulo I. De esta forma, para la determinacién de los compuestos
fendlicos en los productos liofilizados, se procedi6 mediante el método

espectrofotométrico detallado en el capitulo anterior para los CFD.

[1.2.4. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién, para la identificacion de

compuestos fendlicos

[1.2.4.1. Extraccion de los compuestos fendlicos

La extraccion de los compuestos fendlicos, se llevd a cabo siguiendo la metodologia
descripta por Santo Domingo, Soria, Rojas, Fissore, & Gerschenson, (2015). Se pes6
una cantidad de ~ 0,40 g de CFD y se mezclaron con 4 mL de metanol. La solucion se
sonicé en un bafo con ultrasonido, durante 45 minutos a 25°C. Los extractos se
almacenaron durante 48 horas al abrigo de la luz y con agitaciébn constante.
Posteriormente, la solucién se filtr6 a través de filtro de 0,45 um (Millipore, Bedford, MA,

USA) y se inyectd en el sistema de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

[1.2.4.2. Determinacion de compuestos fenélicos

El extracto metandlico, se inyectd manualmente (volumen de inyeccion: 20 pL) en
cromatografo Waters 1525 (Milford, Massachusetts), equipado con sistema de bomba
binario y con detector de arreglo de diodos (DAD). Se utiliz6 una columna XBridge C18
de dimensiones 150 mm x 4,6 mm, 5 pum, manteniendo una temperatura de columna de
40°C durante la corrida. La fase movil se compuso de acido acético 0,5 mL/100mL (A)
y acetonitrilo (B). El gradiente utilizado fue: 0% B (0 min), 20% B (10 min), 30% B (15

min), 50% B (20 min), 75% B (25 min), 100% B (30 min), 0% B (37 min), manteniendo
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posteriormente las condiciones iniciales por 5 minutos. La velocidad de flujo fue de 0,80

mL/min. El rango de deteccion fue configurado entre 210 y 800 nm.

11.2.4.3. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién y Espectrometria de masa para

la identificacion de compuestos fendlicos

La identificacion de los compuestos fendlicos presentes en los CFD, se realizd mediante
un equipo de cromatografia Agilent 1200 (Agilent Technologies, CA, USA), provisto de
una columna Phenomenex Luna, C18 de dimensiones 100 mm x 2,00 mm, 3 um. La
fase movil utilizada y el gradiente de elucion fue el mismo descripto anteriormente para
HPLC-DAD. La velocidad de flujo de la fase movil fue configurada a 0,20 mL/min. El
sistema HPLC se acoplé a espectrometro de masa micrOTOF-Q I, Bruker Daltonik
GmbH, (Bremen, Alemania), un espectrometro de masa Q-TOF acelerado
ortogonalmente, equipado con una fuente de ionizacion con electro spray (ESI), que fue

usada en el modo de ion negativo, con nitrégeno como gas de colision.

Los espectros fueron adquiridos en un rango de relacién masa a carga (m/z) entre 50 y
1000. Los valores 6ptimos de los parametros ESI-MS fueron: voltaje capilar +3,5 kV,
temperatura del gas desecado 200 °C, flujo del gas de secado 7,0 L/min, nebulizador
51 psi, y colisién RF 150 Vpp. Los compuestos fendlicos se identificaron por medio de

los espectros UV, la relacién m/z, la formula molecular obtenida y datos bibliograficos.

[1.2.5. Determinacién de carotenoides mediante método espectrofotométrico

La extraccion y determinacion de carotenoides se realizd por medio de una adaptacion
del método propuesto por Biehler, Mayer, Hoffmann, Krause, & Bohn, (2010).
Brevemente, 0,3335g de muestra se mezclaron con 0,1665g de carbonato de calcio, 2,5
mL de metanol y ImL de hidréxido de potasio metandlico 30% (p/v) en un tubo de vidrio
para centrifuga. Se agit6 la mezcla con ayuda de un vortex y se mantuvo en hielo

durante 15 minutos; a continuacion, se centrifugé la mezcla 10 minutos a 2500 x g a
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20°C. Se separ6 el sobrenadante y se realizaron dos extracciones sobre el residuo con
4mL de una mezcla hexano:acetona (1:1, v:v); posteriormente, se combinaron los tres
extractos organicos. En una ampolla de decantacion, se agregaron 12mL de una
solucion saturada de cloruro de sodio y los extractos combinados y se agitdé. La fase
hexano sobrenadante se separé y la fase acuosa se re-extrajo con 4mL de hexano. Se
combinaron las fases y se registro el peso del hexano. Dos mililitros del extracto hexano
se evaporaron hasta sequedad en un Rotavap (R-124, Buchi, Switzerland) bajo vacio y
a 25°C. Se re-disolvié el residuo en 3,5 mL de acetona y se midi6 la absorbancia a 450

nm.

Se realiz6 un andlisis espectrofotométrico basado en la propuesta de (Rao & Rao, 2007).
Estos autores propusieron tomar en cuenta en el andlisis Unicamente los carotenos
mayoritarios en la dieta y cuerpo humano, es decir el B-caroteno, a-caroteno, licopeno,
luteina y criptoxantina, y utilizar el valor de 135310 Lmol*cm™, como coeficiente de
absorcion molar promedio (ex) a longitud de onda promedio, segun parametros
propuestos por Biehler et al., (2010). Asi, el célculo de la concentraciéon (c) de

carotenoides promedio se realizd por medio de la ecuacion de Lambert Beer:

c(mol/L) = ﬂ
135310 *d

Donde Asso €s la absorbancia maxima promedio a 450 nm, d es el paso de la cubeta
(d=1cm) y 135310 Lmolicm™? es el coeficiente de absorcion molar promedio (g)) a
longitud de onda promedio. Utilizando la masa molar promedio de 548 g/mol (Biehler et
al., 2010) los resultados se expresaron en miligramos por 100 gramos de muestra

(mg/100g).
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I1.2.6. Cromatografia liquida de alta resolucién para la cuantificacion de

carotenoides

[1.2.6.1. Extraccion de carotenoides

Los procedimientos para la extraccién de carotenoides, se realizaron de acuerdo a
Rodriguez-Amaya & Kimura, (2004). Esta metodologia involucra una extraccion primaria
en acetona y un cambio de fase a éter de petréleo. Brevemente, =0,5000 g de CFD se
pesaron y se hidrataron con 2 mL de agua durante 30 minutos. Al cabo de este tiempo
se adicionaron 5 mL de acetona y después de 15 minutos el solvente se filtr6 a través
de un filtro de 0,45 um (Millipore, Bedford, MA, USA). Al menos dos extracciones
adicionales con 10 mL de acetona fueron necesarias hasta que visualmente todo el color
fue removido. Un tercio del extracto se transfirié a un tubo de decantacion con 5 mL de
éter de petréleo y suavemente se agregaron 50 mL de agua sin agitacién. Se descarté
el aguay el procedimiento se repitié 3 veces. Luego las muestras se secaron con sulfato
de sodio anhidro y se evaporaron en un sistema Rotavap. Las muestras secas se re-
suspendieron en 2mL de acetona:metanol (50:50) y butilhidroxitolueno, para minimizar
el cambio de volumen y para asegurarse de que todos los compuestos sean disueltos.
Los viales se cerraron y luego se rocio la superficie con N2 con el fin de evitar la
degradacion de los carotenoides. Todos los procedimientos se realizaron en

condiciones de baja luz y, ademas, se afiadié butilhidroxianisol (0,5%) a los solventes.

[1.2.6.2. Cuantificacion de carotenoides

Se cuantificaron algunos de los principales carotenoides presentes en los CFD de pulpa
y cascara, mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Se utilizé un
cromatégrafo Waters 2576 (Milford, Massachusetts), equipado con una columna
XBridge C18 (100 mm x 2,2 mm, 3,5 um) y con deteccién DAD. La velocidad de flujo
fue de 1 mL/min y la temperatura de columna, 25°C. El gradiente de elucion se inicio

con 93% de metanol y 7% de agua, alcanzando un 100% de metanol en 30 minutos y
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utilizando una curva de tipo convexo. El tiempo de corrida fue de 60 minutos incluyendo
la etapa de re-equilibramiento. La identificacién de los carotenoides se realizé a 450 nm.
Se realizaron curvas de calibracion para luteina, xeaxantina, B-criptoxantina y [3-
caroteno, con estandares analiticos (Extrasynthese, Lyon Nord, France). El rango de
concentraciones utilizado para cada estandar fue 0,03 — 5 ug/mL (R?=0,989), 0,06 — 3
ug/mL (R?=0,999), 0,2 - 2 ug/mL (R*=0,984), 0,4 — 4 ug/mL (R®=0,987),
respectivamente. El volumen de inyeccion fue de 20 yL para cada muestra y solucion
estandar. Para corroborar la reproducibilidad se inyecté aleatoriamente una solucion

estandar cada dia de andlisis. Los resultados se expresaron como mg/100g.

[1.2.7. Cuantificacién de acido ascoérbico

La extraccion del acido ascérbico se realizé segun el método descripto por De’Nobili et
al., (2013). Brevemente, una cantidad de =0,1000g de cada muestra (CFD vy liofilizadas)
se colocd en un vaso de precipitados con 6 mL de una solucién 6% (p/v) de acido
oxalico; la mezcla se mantuvo con agitacion (Agitador magnético, Velp, Usmate, Italia)
durante 1,5 horas a 5°C para lograr la extraccion total del &cido ascoérbico. La
suspension fue finalmente centrifugada a 2500 x g y 6 °C durante 30 min. Se tomé una
alicuota de 100uL del sobrenadante y la concentracion de acido ascérbico se determiné
usando el método espectrofotométrico del 2,6-diclorofenolindofenol. Los resultados se

expresaron como gramos de acido ascorbico por 100g de muestra.
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Figura 11.2.3. Curva de calibracion para la determinacioén de acido ascorbico.
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11.2.8. Ensayo de digestibilidad In vitro

Este ensayo de simulacion gastrointestinal, incluyé las etapas de digestion gastrica e
intestinal de acuerdo a la metodologia propuesta por Saura-Calixto, Serrano, & Gofi,
(2007), con algunas modificaciones. Brevemente, =1,200 g de cada CFD se mezclaron
con 30 mL de solucion de pepsina - HCI la cual estuvo compuesta de 0,3g/100mL de
pepsina (Merck, 0,7 FIP-U/mg) en HCI 0,04N y se incubaron por 2 h con agitacién orbital
(Vicking, Buenos Aires, Argentina) a 2 s™. Posteriormente se ajusté el pH del sistema a
7,5 — 8,0 con solucion de NaOH 2N, Finalmente, se adicionaron 40 mL de solucion
intestinal (0,05M KH2PO.,), conteniendo 0,6 g/100 mL de sales biliares y 0,3 g/100 mL
de pancreatina (Parafarm Argentina) y el sistema se incub6 durante 2 horas a 37°C, con
agitacion orbital a 2 s. Las soluciones se centrifugaron (15 min, 3000 x g) y se separd
el sobrenadante. La fraccion insoluble indigestible se lavé dos veces con 5 mL de agua
destilada, y posteriormente se combinaron todos los sobrenadantes. Estas soluciones
se transfirieron a tubos de didlisis (12000—-14000 de peso molecular de corte) y se
dializaron contra agua durante 48 h a 37°C (flujo de agua 7/L h) para eliminar residuos

de sales biliares y otros.

La fraccion soluble indigestible resultante de la didlisis (retentato), se congelé mientras

que la fraccién insoluble indigestible se liofilizé y almacend a -18°C hasta su analisis.

El contenido de compuestos fendlicos, asi como la capacidad antioxidante evaluada
mediante la técnica del FRAP, se determinaron en las fracciones indigestibles solubles

e insolubles, mediante los métodos espectrofotométricos descriptos anteriormente.

Los polifenoles accesibles en el intestino delgado se calcularon como la diferencia entre
el contenido de polifenoles en la muestra original y los polifenoles asociados a la fraccion

indigestible (soluble e insoluble) de acuerdo con Saura-Calixto et al., (2007).
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[1.2.9. Andlisis estadistico

Un test t no pareado se realiz6 para comparar los resultados obtenidos para los CFD de
pulpa y cédscara cuando correspondio. Ademas un ANOVA de una via con un test a
posteriori de Tukey, se realiz6 para comparar los resultados obtenidos del ensayo de
digestibilidad in vitro. Para todos los andlisis se utilizé el utilitario GraphPad Prism

version 5.00 para Windows, (San Diego, California, USA).
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el capitulo | de esta investigacion, se informé que el tratamiento de la pulpa y la
cascara de papaya con etanol, seguido de una etapa de deshidratacion con
microondas, permitia producir concentrados de fibra dietaria (CFD) con propiedades
funcionales optimizadas. En este capitulo, la profundizacion en el estudio de otras de
sus propiedades quimicas y funcionales dio origen a los resultados que se describen a

continuacion.

[1.3.1. Evaluacion de la capacidad antioxidante

La capacidad de algunos materiales para ejercer actividad antioxidante ha sido un tema
de interés en la investigacioén cientifica, y por tal motivo, ha sido ampliamente estudiado
en los dltimos afios. Muchos investigadores han utilizado las técnicas del DPPH y FRAP
para evaluar la capacidad antioxidante en materiales provenientes de frutas y verduras
frescas, haciendo énfasis en las diferencias observadas entre sus componentes
principales (pulpa, cascaray semillas) (Martinez et al., 2012; Rufino, Fernandes, Alves,
& de Brito, 2009). Por otra parte, la inclusién de ingredientes naturales como la fibra
dietaria en el desarrollo de nuevos productos alimenticios, ha demostrado que, ademas
de hacer aportes nutricionales importantes, también puede ejercer un beneficio extra en
el alimento contenedor, como por ejemplo ejerciendo un efecto de proteccién contra la

rancidez oxidativa en productos alimenticios con tenor graso (Tseng & Zhao, 2013).

Los resultados obtenidos en esta investigacion demostraron que ambos CFD tenian
actividad antioxidante evaluada mediante los métodos del DPPH y FRAP (Tabla 11.3.1).
Ademas, se observé que la capacidad antioxidante mediante el método del DPPH, del
CFD de céscara era casi cinco veces mayor (p <0,05) que la del CFD de pulpa (54,86
vs 12 umol Trolox/100g). Sin embargo, teniendo en cuenta la capacidad antioxidante

original, se observa que la capacidad antiradicalaria, se ve bastante disminuida luego
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del proceso de obtencién de los CFD. Esto se evidencia mejor al transformar los
resultados obtenidos con el método del DPPH, tanto de los polvos liofilizados como de
los CFD, ala base de peso de tejido fresco (TF) utilizando los rendimientos presentados
en la Tabla 11.3.1. En este sentido, los polvos liofilizados de cascara y pulpa presentan
una capacidad antioxidante de 96,5 y 45,5 umol Trolox/100g TF respectivamente,
mientras que los CFD de cascara y pulpa representa valores de 4,8 y 0,3 umol
Trolox/100g TF. Con lo cual se observa que un 5% de la capacidad antioxidante inicial
se preserva en el CFD de céscara luego del tratamiento aplicado. En el caso del CFD

de pulpa, este porcentaje es del de 0,7%.

Asi mismo, la capacidad antioxidante del CFD de cascara evaluada mediante el ensayo
del FRAP fue més del doble (p<0,05) que la que se encuentra en el CFD de pulpa (25
vs 10,2 umol Trolox/g). Es de destacar que ambos CFD preservan mejor la actividad
reductora original después de los tratamientos de produccion. En este sentido, se
observé que la capacidad antioxidante (FRAP) se conserva mejor en los CFD de
cascara que los de pulpa. Contreras-Calderén, Calderén-Jaimes, Guerra-Hernandez, &
Garcia-Villanova, (2011), encontraron valores para el ensayo FRAP de 3,71 pmol
Trolox/g de tejido fresco, en muestras de papaya de la montafia (Carica pentagona). En
el presente trabajo, la conversion de los valores de FRAP para los polvos liofilizados de
cascara y pulpa a la base de tejido fresco, corresponden a 5,26 y 1,92 umol Trolox/g de
tejido fresco (TF), mientras que esta misma conversion de los valores de FRAP para los
CFD de céascara y pulpa, corresponde a valores de 2,2 y 0,26 umol Trolox/g TF,
respectivamente. Los valores encontrados, estan en el orden de los encontrados por los
autores citados anteriormente y, por otra parte, se observa que el CFD de cascara
preservo un 41% de la capacidad reductora inicial, mientras que el CFD de pulpa

preservo un 13%.
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Tabla 11.3.1. Caracteristicas antioxidantes de los CFD y de los tejidos frescos
liofilizados

CFD CFD Polvo de Polvo de
cascara
de de pulpa fresca
pulpa cascara liofilizada . frgsca
liofilizada
DPPH (umol trolox/100g)* 12 +£12 54,86 + 0,08° 450 + 5A 485 + 4B
FRAP (umol trolox/g)* 10,2 £ 0,62 25+ 1b 19+ 1A 26,4 + 0,98
Compuestos fendlicos (g/100g)* 0,47 £ 0,032 0,99 + 0,04° 0,53+0,01* 1,18 +0,058
Acido ascorbico (mg/100g)* 4,7+0,62 14 +1° 419 + 11A 32+38
Carotenoides totales (mg/100g)* 5,10 + 0,032 8,1+0,8° 14,0 + 0,27 12,5+0,18
Rendimiento (g/100g de tejido fresco)? 2,56 + 0,072 8,8+0,8° 10,1 +0,14 19,9 £ 0,98

IPara los CFD de pulpa y cascara, los resultados se expresan en la base de peso de cada
CFD. Para los tejidos frescos (pulpa y cédscara) liofilizados, los resultados se expresan en la
base de cada polvo liofilizado obtenido.

2Tejido fresco significa pulpa o cascara fresca.

Diferente letra mindscula en una misma fila significa que hay diferencias significativas (p<0,05)
entre los CFD.

Diferente letra mayuUscula en una misma fila significa que hay diferencias significativas (p<0,05)
entre los polvos.

[1.3.2. Andlisis espectrofotométrico para la determinacion de compuestos

antioxidantes

11.3.2.1. Compuestos fendlicos

En el capitulo 1, se report6 que el contenido de compuestos fenélicos encontrados en el
CFD de cascara era el doble (p <0,05) que el encontrado en el CFD de pulpa (0,99 vs
0,47 g/100 g). Asimismo, los compuestos fendlicos determinados en las muestras
liofilizadas, de cascara y pulpa respectivamente, presentaron la misma tendencia (1,18
vs 0,53 g/100g), tal y como se aprecia en la Tabla 11.3.1. Analizando el efecto del
procesamiento (transformando a base de TF) sobre el contenido de compuestos
fendlicos, se encontré que alrededor del 22% y mas del 37% de polifenoles que se
encuentran en las muestras frescas de la pulpa y cascara de papaya, respectivamente,

se mantuvieron unidos a los CFD correspondientes.

Los posibles tipos de interacciones quimicas entre los compuestos fendlicos y la fibra
dietaria, incluyen enlaces no covalentes entre grupos hidroxilo de los compuestos
fendlicos y grupos polares de las moléculas de los polisacéridos (enlaces de hidrogeno,
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interacciones electrostaticas y dipolares y atracciones de Van der Waals) (Palafox-

Carlos et al., 2009).

[1.3.2.2. Carotenoides

Se encontré que las muestras liofilizadas de pulpa y la ciscara (Tabla 11.3.1) tenian un
contenido de carotenoides de 14,0 y 12,5 mg/100g, respectivamente. La conversion de
estos valores a base de peso de TF corresponde a valores de 1,4y 2,48 mg/100g TF.
En investigaciones realizadas por Gayosso-Garcia Sancho, Yahia, & Gonzalez-Aguilar,
(2011) se estudio el contenido de carotenoides en papayas cosechadas en diferentes
etapas de maduracion, encontrando valores entre 0,92 y 3,27 mg/100g TF, con una
mayor concentracion de carotenoides en las etapas avanzadas de la maduracién. En
este sentido, los valores encontrados en esta investigacion estan en el orden de los
reportados en el trabajo citado anteriormente. Por otra parte, se encontrd un contenido
de carotenoides en los CFD de pulpa y cascara de 5,10 y 8,1 mg/100g respectivamente
(Tabla 11.3.1). Estos datos transformados a la base de TF corresponden a valores de
0,13 y 0,71 mg/100g TF de pulpa y cascara respectivamente. Esto nos indica que
alrededor del 29% de los carotenos iniciales de la cascara permanecieron en los CFD
luego del procesamiento, mientras que los CFD de la pulpa mantuvieron alrededor del
9% de ellos. Es evidente que el contenido de carotenoides se ve afectado por el
procesamiento, ya sea por el tratamiento con etanol o por el calentamiento durante la
deshidratacién. Algunos investigadores han informado degradacion de carotenoides por
tratamientos térmicos. de Ancos, Cano, Hernandez, & Monreal, (1999) reportaron
pérdidas de alrededor del 57% en el contenido de carotenoides totales en puré de
papaya, debido al calentamiento durante 45 segundos con microondas a una potencia
de 475 W. Por otra parte, se ha reportado que compuestos como el 3-caroteno y luteina
tienen valores de solubilidad relativa en etanol de 300 mg/L (Craft & Soares, 1992), con

lo cual gran parte de ellos también se pudieron perder durante el tratamiento con etanol.
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11.3.2.3. Acido ascérbico

El contenido de acido ascorbico, también se determiné tanto en las muestras liofilizadas
como en los CFD. Se encontrd un contenido de acido ascérbico en la pulpa liofilizada
de 419 mg/100g (Tabla 11.3.1). En los trabajo realizados por Wall, (2006) se reportaron
valores para &cido ascoérbico entre 45,3 y 55,6 mg/100 g TF, en pulpa de papaya
cultivada en diferentes ubicaciones de Hawai. Asimismo, Valente, Albuquerque,
Sanches-Silva, & Costa, (2011), encontraron valores de acido ascorbico de 64,2y 77,1
mg/ 100g, en la parte comestible de frutos de papaya variedad Formosa y Sunrise. Es
importante sefialar que el acido ascorbico es una vitamina soluble en agua, presente en
frutas exdticas como la papaya, y su contenido en gran parte depende de la variedad de
fruta y el grado de madurez. En la presente investigacion, la conversion del dato de
acido ascorbico del polvo liofilizado a la base del peso de pulpa fresca, corresponde a
42 mg/100 g TF, el cual, esta en el orden de los datos citados anteriormente por la
literatura. Por otra, parte el acido ascérbico encontrado en la cascara liofilizada fue de

32 mg/100g o en base al peso del tejido fresco, 6,4 mg/100g TF.

Aunque los proceso de extraccion y secado produjeron una notable pérdida de &cido
ascorbico en los CFD con respecto a las muestras liofilizadas, el CFD de cascara mostro
un mayor contenido de acido ascérbico (p<0,05) que el CFD de pulpa (14 vs 4,7 mg/100
g). La conversion de estos valores a base de TF corresponde a valores de 1,2 y 0,1
mg/100 g TF, en CFD de cascara y pulpa respectivamente. Se puede concluir que el
contenido de &acido ascdérbico en la pulpa (42,3 mg/100 g TF) se perdi6 casi por completo
debido al proceso de producciéon del CFD, sin embargo en el CFD de cascara, se
conservo alrededor de un 19% del acido ascérbico presente en la muestra original,
mientras que en el CFD de pulpa solo un 3% fue detectado. Posiblemente, un entorno
més reductor mostrado por las muestras de cascara (Tabla 11.3.1) podria haber ejercido

un efecto protector contra la pérdida del &cido ascorbico.
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[1.3.3. Identificacion de compuestos fendlicos

La introduccion de los compuestos fendlicos en la dieta humana se ha asociado con
beneficios para la salud tales como la reduccion del riesgo de diferentes enfermedades
cronicas (Liu, 2004), la proteccion contra la proliferacion de células cancerosas, la
reduccion de la vascularizacion, la proteccion de las neuronas contra el estrés oxidativo,
la estimulacion de la vasodilatacion y el aumento de la secrecion de insulina (Palafox-

Carlos et al., 2009).

Los picos correspondientes a los compuestos fendlicos detectados a una longitud de
onda de 320 nm para los CFD de pulpa y cascara se muestran en la Figura 11.3.1. El
resumen del andlisis para los picos identificados mediante HPLC-MS se muestra en la
Tabla 11.3.2. El pico 1, se identificé en ambos CFD (cascara y pulpa). De acuerdo con
su relacién masa/carga (m/z) de 315,07, correspondiente a su ion desprotonado, y la
férmula molecular propuesta para este compuesto, Ci3HisOo, se identific6 como
hexésido de acido protocatecuico. De acuerdo a la clasificacién de los fitoquimicos
presentada en la Figura I.1.1, este compuesto corresponde a un acido fendlico derivado
del &cido hidroxibenzoico. Este acido fendlico, también fue reportado por Rivera-
Pastrana, Yahia, & Gonzalez-Aguilar, (2010) en muestras procedentes del exocarpio y
mesocarpio de papayas variedad Maradol y también en hojas de papaya, de acuerdo

con los estudios realizados por Canini, Alesiani, D’Arcangelo, & Tagliatesta, (2007).

Se encontraron dos picos (2 y 3), derivados de la quercetina, los cuales pertenecen a la
familia de los flavonoides (Figura 11.1.1). EI compuesto correspondiente al pico 2 se
identific6 como manghaslina con un valor de m/z de 755,20 y formula molecular
Cs3H39020; este compuesto fendlico estuvo presente en ambos CFD. Manghaslina es
un compuesto que también fue identificado en extractos de papaya en metanol en los
estudios realizados por Brasil et al., (2014). Asi mismo, este compuesto también fue
identificado en muestras de papaya de la montafia (Vasconcellea pubescens) en los

estudios realizados por Simirgiotis, Caligari, & Schmeda-Hirschmann, (2009).
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Tabla 11.3.2. Compuestos fendlicos encontrados en los CFD de pulpa y céscara de
papaya mediante HPLC-MS.

Pico Formula Tiempo de m/z Compuesto identificado
numero Molecular retencion experimental
1 Ci13H1509 8,6 315,07173 Hexdsido de acido protocatecuico
2 C33H39020 13,1 755,20405 Manghaslina
3 Ca27H29016 14,1 609,14730 Quercetina- 3-O-rutinésido
4 C15H1709 15,4 341,09009 Cafeoil-hexdsido
5 C10HoO4 16,4 193,05098 Acido ferulico

El pico 3 corresponde a un compuesto con un valor de m/z de 609,14 y con férmula
molecular Cz7H20016, que se identific6 como quercetina-3-O-rutindésido y sélo se
encontr6 en el CFD de la cascara. En los estudios llevados a cabo por Rivera-Pastrana
et al., (2010) también se identific6 este compuesto solo en el exocarpio de papaya

variedad Maradol.
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Figura 11.3.1. Compuestos fendlicos identificados en los CFD de cascara (A) y pulpa

(B)

En los picos 4 y 5 se identificaron &cidos fendlicos derivados del acido hidroxicinamico
(Figura 11.1.1). El pico 4, un compuesto con m/z de 341,09 y férmula molecular C15H1709

fue identificado tentativamente como cafeoil hexdsido y sélo se encontrd en el CFD de
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cascara. Este compuesto también fue identificado por Sulaiman, George, &
Balachandran, (2013), en frutas como Garcinia gummi-gutta y Terminalia chebula.

El pico 5, sdlo se detect6é en el CFD de la cascara. Este compuesto present6 un valor
de m/z de 193,05 y una formula molecular C10HsOs, por lo cual se identifico como acido
ferulico. Este compuesto también ha sido identificado en el tejido fresco de cascara de
papaya en los estudios realizados por Gayosso-Garcia Sancho et al., (2011) y por
Rivera-Pastrana et al., (2010).

Estudios realizados en otros tejidos de frutas han demostrado que los compuestos
derivados del &cido hidroxicinamico son generalmente mas abundantes que los del
acido hidroxibenzoico, y que, ademas, la cdscara de las frutas normalmente tiene una
mayor concentracion de compuestos fendlicos que la pulpa (Castillo Mufioz, Fernandez

Gonzélez, Gémez Alonso, Garcia Romero, & Hermosin Gutiérrez, 2009).

11.3.4. Identificacion y cuantificacién de carotenoides

Los carotenoides son pigmentos naturales que se encuentran en frutas y verduras y son
responsables de sus colores caracteristicos (Perera & Yen, 2007). Estudios recientes
mostraron que las dietas altas en 3-caroteno y a-caroteno se asocian con una reduccion
de la incidencia de la diabetes tipo 2 en los hombres y las mujeres (Sluijs et al., 2015).

Mediante un analisis por HPLC, se cuantificaron algunos de los principales carotenoides

(Figura 11.3.2) presentes en los CFD (Tabla 11.3.3).
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Tabla 11.3.3. Carotenoides identificados y cuantificados mediante HPLC en los CFD de
pulpa y cascara

CFD de pulpa C,FD de Tlempo de_
cascara retencion (min)
Luteina (mg/100g)* ND 0,54 + 0,04 17
Zeaxantina (mg/100g)* ND 0,11 +0,01 19
B-criptoxantina (mg/100g)* 1,0+£0,1 20+0,1 29
B-caroteno (mg/100g)* 1,33 +£0,05 15+0,2 38

1Para los CFD de pulpa y cascara los resultados se expresan en la base de peso de cada CFD.
ND, significa que el compuesto no fue detectado.

En el CFD de pulpa, se encontraron cantidades de 1,0 y 1,33 mg/100g de B-criptoxantina
y [p-caroteno, respectivamente, o 0,026 y 0,034 mg/100g TF convertidos
respectivamente a base de peso de tejido fresco. Ademas en el CFD de céscara se
encontraron 0,54 y 0,11 mg/100 g de luteina y zeaxantina, respectivamente o 0,047 y
0,0097 mg/100g TF, respectivamente. Ademas, se encontré en el CFD de cascara un
contenido de 2,0y 1,5 mg/100g o 0,176 y 0,132 mg/100 g TF de B-criptoxantina y -
caroteno, respectivamente. Otros picos del cromatograma que también aparecen
(Figura 11.3.2) y que no fueron cuantificados, podrian corresponder a compuestos como
el licopeno, B-criptoxantina éster | o B-criptoxantina éster Il, los cuales también han sido
detectados y reportados en bibliografia, como por ejemplo en los trabajos de Wall,
(2006), donde se cuantificaron los carotenoides presentes en papayas producidas en
diferentes cultivares de Hawai, reportando valores para p-caroteno entre 0,08 y 0,410
mg/100g TF, entre 0,2884 y 1,0344 mg/100g TF para B-criptoxantina y valores entre
0,0933 - 0,3176 mg/100 g TF para la luteina, los cuales son del orden de los valores

reportados en este trabajo.
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B-caroteno luteina
0-041 0.04 - * B-caroteno

B-criptoxantina +

zeaxantina

v

10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Tiempo (min) Tiempo (min)

“E
3
o
2 0.021 B-criptoxantina
w
£0
<

v

Abs (450,,,)
o
o
e

Figura I1.3.2. Carotenoides presentes en los CFD de pulpa y cascara, respectivamente.

De acuerdo con los andlisis realizados en los CFD de pulpa y cdscara de papaya, la
actividad antioxidante demostrada por estos dos productos, en gran parte podria
explicarse por la presencia de compuestos reconocidos por su actividad antioxidante
tales como el acido ascorbico, los carotenoides y los compuestos fendlicos, los cuales
pueden hacer su contribucion en diferentes grados, dependiendo del tipo de muestra
(pulpa o cascara). De acuerdo con Gardner et al., (2000), los compuestos fendlicos son
los principales antioxidantes de la dieta y también aportan una mayor capacidad

antioxidante in vitro que las vitaminas.

De acuerdo con los resultados observados anteriormente, las siguientes tendencias se

pueden destacar:

i) La actividad antioxidante del CFD de cascara, evaluada mediante los métodos
del DPPH y FRAP, fue siempre mayor (p<0,05) que la del CFD de la pulpa.

ii) Asimismo, los compuestos fendlicos, el acido ascorbico y los carotenoides
siempre fueron mayores en los CFD de céscara (p <0,05) que en los CFD de
pulpa.

iii) La ocurrencia de diferentes compuestos fendlicos y carotenoides fue diversa de

acuerdo con el tejido utilizado para la produccién de los CFD.
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iv) A pesar de que la pulpa liofilizada demostré valores mas altos para el contenido
de acido ascorbico, la pérdida debida al proceso de produccién fue mayor en el

CFD de pulpa.

[1.3.5. Digestibilidad in vitro de los concentrados de fibra dietaria y

bioaccesibilidad de los polifenoles en el intestino delgado

Se realizaron procedimientos para liberar los compuestos fendlicos de la matriz de fibra
dietaria mediante un ensayo de digestion in vitro. A continuacion, se determind la

cantidad de compuestos fendlicos potencialmente bioaccesibles en el intestino delgado.

Los resultados obtenidos para este ensayo se muestran en la Tabla 11.3.4. Se observo
que en los CFD de pulpa y cascara alrededor de 0,31 y 0,63 g/100g de compuestos
fendlicos atravesaron la membrana de dialisis, lo cual corresponde a un 66 y 64%,

respectivamente, de los polifenoles presentes en la muestra original (Figura 11.3.3).

CFD de pulpa CFD de cascara
B Polifenoles en la muestra original (CFD)

Polifenoles bioaccesibles en el intestino delgado

Figura 11.3.3. Polifenoles bioaccesibles en el intestino delgado y en la muestra original

Esta cantidad de compuestos fendlicos, son considerados como potencialmente
bioaccesibles en el intestino delgado. En investigaciones realizadas por Saura-Calixto
et al., (2007), se estudiaron los polifenoles potencialmente bioaccesibles en el intestino
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delgado a partir de frutos consumidos en la dieta tipica de Espafia, encontrando que, en
promedio, 1,157 g/100 g (base seca) de los polifenoles de estos frutos son bioaccesibles
en el intestino delgado y que, ademas, estos polifenoles bioaccesibles son

potencialmente susceptibles a la absorcién a través de la barrera intestinal.

El ensayo de digestion in vitro también demostré que por cada 100 g de CFD de pulpa
y cascara digeridas, aproximadamente 0,112 g y 0,209 g de polifenoles permanecen
asociados a las respectivas fracciones solubles indigestibles, mientras que 0,049 g y
0,155 g de polifenoles permanecen asociados a las respectivas fracciones insolubles
indigestibles (Tabla 11.3.4). Es evidente que, una cantidad significativa de polifenoles se
mantuvo en las fracciones indigestibles (soluble e insoluble), los cuales alcanzarian el
intestino grueso, en donde otra cantidad de compuestos fendlicos podrian ser liberados
mediante procesos de fermentacion, realizados por la flora bacteriana del medio v,
posteriormente, ejercer una actividad antioxidante en el ambiente (Palafox-Carlos et al.,

2009).

Tabla 11.3.4. Andlisis de digestibilidad in vitro y de bioaccesibilidad de compuestos
fendlicos en el intestino delgado de CFD de pulpa y cascara de papaya.

Compuestos fendlicos FRAP
(g/100g CFD) (pmol trolox/g CFD)

Fraccion soluble CFD de pulpa 0,112 £ 0,0042 1,54 £ 0,072

indigestible CFD de céscara 0,209 + 0,006 4,10 £ 0,087

Eraccién insoluble CFD de pulpa 0,049 +0,002° 0,17 +0,01°

indigestible CFD de cascara 0,155 + 0,004¢ 0,77 £ 0,02¢
Polifenoles bioaccesibles | CFD de pulpa 0,31*
en el intestino delgado | CFD de cascara 0,63*

*Compuestos fendlicos contenidos en los CFD (Tabla 11.3.1), menos los compuestos
asociados a la fraccion indigestible (soluble mas insoluble).
Letras diferentes en una misma columna, significa diferencias significativas (p<0,05).

Finalmente, luego de los procesos de digestion in vitro de los CFD de pulpa y cascara,
la capacidad antioxidante de las fracciones indigestibles soluble e insoluble fue
determinada. La capacidad antioxidante evaluada mediante la técnica del FRAP (Tabla

11.3.4) de las fracciones indigestibles de cascara fue 4,10 (soluble) y 0,77 (insoluble)
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pumol Trolox/g, las cuales fueron mayores (p<0,05) que las encontradas en las fracciones
indigestibles de pulpa 1,54 (soluble) y 0,17 (insoluble) pumol Trolox/g, coincidiendo con
las tendencias observadas para los CFD y para las muestras liofilizadas de pulpa y

cascara discutidas anteriormente.
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11.4. CONCLUSIONES

Los CFD mostraron capacidad antioxidante, evaluada mediante las técnicas de

FRAP y DPPH.

El andlisis de los CFD, demostré la presencia de acido ascorbico y cantidades
interesantes de fitoquimicos tales como compuestos fendlicos, de los cuales se
identificaron a los compuestos hexdsido de acido protocatecuico, manghaslina,
guercetina-3-O-rutindsido, cafeoil hexdsido y acido ferdlico. Adicionalmente, se
identificaron y cuantificaron los carotenoides luteina, zeaxantina, B-criptoxantina y -

caroteno.

La mayor cantidad de compuestos fendlicos, carotenoides y acido ascérbico se
detectaron en los CFD provenientes de la cascara. Ademas, en esta fraccion se
identificaron compuestos fendlicos y carotenoides que no estuvieron presentes en
las muestras de pulpa, lo cual podria explicar la mayor capacidad antioxidante

observada en las muestras liofilizadas de cascara y los CFD de cascara.

Las fracciones indigestibles obtenidas (soluble e insoluble) luego del ensayo de
digestibilidad in vitro fueron analizadas en cuanto a su capacidad antioxidante
mediante la técnica del FRAP y en cuanto al contenido de polifenoles, observandose
mayor potencia antioxidante y contenido de polifenoles para las provenientes de la

cascara.

Los CFD producidos en este trabajo, se pueden considerar como un material de
multiples beneficios, dentro de los cuales se pueden mencionar los beneficios ya
conocidos de la fibra dietaria para el cuerpo y, ademds, su capacidad para actuar
como un ingrediente funcional en aplicaciones especificas de la industria
alimentaria. La presencia de compuestos fendlicos, carotenoides y 4cido ascérbico

en las fracciones obtenidas puede proporcionar una funcionalidad adicional para los
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CFD, por ejemplo, ayudando a prevenir la oxidacion de lipidos en alimentos con alto
contenido de grasa o también para satisfacer la demanda del mercado alimenticio

en relacion al desarrollo de alimentos con capacidad de proteccion de la salud.
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CAPITULO Il

CARACTERISTICAS QUIMICAS Y
FUNCIONALES DE LOS
CONCENTRADOS DE FIBRA
DIETARIA OBTENIDOS A PARTIR DE
PULPA Y CASCARA DE PAPAYA.
COMPARACION DE DOS
METODOLOGIAS DE
DESHIDRATACION.

101



CAPITULO 111

RESUMEN DEL CAPITULO Il

Tejido fresco de pulpa y cdscara de papaya fue sometido a un tratamiento con etanol y
posteriormente fue deshidratado para producir CFD de pulpa y de céascara,
respectivamente. Se estudiaron dos alternativas de secado: por conveccidn con aire
caliente y deshidratacion asistida por microondas. Se estudiaron las caracteristicas
quimicas, fisicas y funcionales de los productos obtenidos y se compararon los
resultados. Los productos obtenidos mostraron estar constituidos principalmente por
polimeros de la pared celular tales como celulosa, lignina, proteinas y carbohidratos no
celulésicos. El secado con microondas present6 diferentes ventajas respecto al secado
con aire caliente ya que ademas de deshidratar en un tiempo mucho menor los CFD,
los mismos presentaron mejores propiedades de hidratacion tales como SCy WHC. Por
otra parte, los productos deshidratados por conveccién con aire caliente mostraron

mejores propiedades antioxidantes que los deshidratados con microondas.
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OBJETIVOS DEL CAPITULO I

Producir CFD a partir de pulpa y cascara de papaya, mediante el tratamiento
etandlico optimizado en el capitulo | y utilizando un método de deshidratacion por

conveccion con aire caliente a la temperatura optimizada.

Realizar la caracterizacion de los CFD obtenidos en cuanto a las propiedades de

hidratacién, de absorcién de aceite, color, y la fraccion soluble en agua.

Caracterizar quimicamente los CFD, tanto los obtenidos por secado por microondas
como los producidos usando conveccién con aire caliente, en cuanto al contenido
de compuestos de pared celular, tales como celulosa, hidratos de carbono no
celulésicos, lignina y proteina, determinando ademas, el grado de metilaciéon y

acetilacion de las pectinas encontradas.

Comparar la composicion quimica, la estabilidad termoquimica, las propiedades
fisicas y funcionales de los CFD deshidratados mediante los dos mecanismos de

secado (microondas y conveccién con aire caliente).
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[1I.1. INTRODUCCION

[11.1.1. Composicion y funcion de las paredes celulares y fuentes alimentarias

Gran parte de lo que llamamos fibra dietaria constituye las paredes primarias de las
células vegetales (Englyst, Liu, & Englyst, 2007; Ha, Jarvis, & Mann, 2000). Las paredes
celulares son materiales poco convencionales. Sus estructuras, funciones vy
propiedades muestran una amplia y compleja variacion biolégica (Knox, 2008; Moller et
al., 2007). Si queremos entender las paredes celulares en toda su variabilidad, un buen
punto de partida es su funcionalidad biolégica dentro de la planta viva (Somerville et al.,

2004). Las paredes celulares primarias de las plantas tienen las siguientes funciones:

+ Sostener la membrana celular y evitar que se rompa bajo la presién de turgor
osmoéticamente contenida dentro de la célula (Cosgrove, 2005; Fricke, Jarvis, &

Brett, 2000).

+ Expandir, bajo presion de turgor, a velocidad controlada, y precisa que definira la
contribucidn de la célula para el crecimiento y la formacion de la planta (Boyer, 2009;

Cosgrove, 2005).

+ Cooperar con las células adyacentes que tienen similar presién de turgor para
construir un tejido tridimensional mecanicamente resistente  (Niklas, 2004;

Somerville et al., 2004).

Por otra parte, las paredes celulares secundarias estan compuestas principalmente por
celulosa y lignina y por otras moléculas que varian segun la célula (cutina, suberina,
sales minerales, etc). Son generalmente mas gruesas y tienen una mayor masa de
polimero por unidad de volumen, es decir, menor contenido de agua, que las paredes
celulares primarias. Se han encontrado en muchas semillas y sus funciones estan
involucradas con el almacenamiento de energia. La abundancia de un determinado

polisacéarido de pared celular las identifica, variando de una especie a otra (Buckeridge,
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Pessoa dos Santos, & Tiné, 2000; Crombie, Chengappa, Hellyer, & Reid, 1998;

Crombie, Chengappa, Jarman, Sidebottom, & Reid, 2002; Edwards et al., 1999).

A. células
capas de
pared secundaria
laminilla
media compuesta §1 §2 53
—
lumen
celular

lumen
celular

laminilla media paredes primarias

Figura lll.1.1 Esquema de la disposicién de las paredes celulares. Adaptada de

(Moore, Clark, & Vodopich, 1996).

[11.1.2. Componentes de la fibra dietaria
[11.1.2.1. Celulosa

Son cadenas de un glucano no ramificado con enlaces glucosidicos 3(1,4), que forman
microfibrillas de 3 nm de didmetro aproximadamente, mediante agregados por uniones
puente hidrogeno (Jarvis, 2011).

Fibrillas de
Pared celular  celulosa

'C:f’;"  Microfibrilla
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Molécula de celulosa (polimero de glucosa con enlaces # 1-4)

Figura lll.1.2 Esquema de la composicion quimica de la celulosa y de la estructura de

la pared. Adaptada de (Moore et al., 1996)
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Estos polisacaridos comprenden hasta 10000 unidades de glucosa estrechamente
empaquetadas, dispuestas linealmente, lo que la hace muy insoluble y resistente a la
digestién por las enzimas humanas. Es uno de los principales componentes de las
paredes celulares de la mayoria de las plantas. Corresponde, aproximadamente, al 25%
de la fibra de cereales y frutas y, aproximadamente, un tercio en hortalizas y nueces.

Gran parte de la fibra en los salvados de cereales es celulosa.

[11.1.2.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa esta compuesta por polisacaridos que contienen otros azlcares
distintos de la glucosa. Estan asociadas con la celulosa en las paredes celulares y
presentes en las formas tanto solubles como insolubles en agua. Forman,
aproximadamente, un tercio de la fibra en verduras, frutas, legumbres y frutos secos.

Las principales fuentes de hemicelulosa de la dieta son los cereales.

Los componentes de las hemicelulosas de la pared celular primaria, en la mayoria de
las plantas, son xiloglucanos y glucomananos (Moller et al., 2007) sin embargo
arabinoxilanos y glucanos mixtos de enlaces (3, estan presentes en los cereales (Cui

& Wang, 2009) y en un pequefio numero de otras plantas como la palma.

La hemicelulosa tiene un cierto grado de semejanza conformacional con la celulosa y
se encuentra unida a las microfibrillas de celulosa mediante uniones puente hidrogeno,
probablemente en una forma similar a la agregacién de las cadenas de celulosa (Jarvis,

2011).

[11.1.2.3. Pectinas

Las pectinas son polisacaridos compuestos por acido galacturénico y una variedad de
azucares solubles en agua caliente, los cuales forman geles al enfriar. Se encuentra, en
las paredes celulares y tejido intercelular de frutas y verduras. Las frutas contienen la

mayor cantidad, sin embargo las pectinas también representan entre el 15-20% de la
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fibra en verduras, legumbres y frutos secos. La remolacha azucarera y la papa también

son fuentes de pectina.

Los polisacaridos del grupo péctico tienen como caracteristica distintiva, que son
cadenas de galacturonano con enlaces a(1,4), parcialmente metil esterificados (Jarvis,
2011). Asociados al galacturonano péctico estan otros polimeros o segmentos de
polimeros; entre los mas abundantes, se encuentra el ramnogalacturonano I, altamente
ramificado el cual consta de una cadena principal de restos alternantes de galactosa y
ramnosa que tiene unidas cadenas laterales de arabinanos mediante enlaces
a(1—5)/(1—3), y galactanos mediante enlaces (1—4) (Popper, 2008; Willats, Knox, &
Mikkelsen, 2006). Otro tipo de cadena péctica menos abundante es el
ramnogalacturonano |l, que contiene azlcares poco comunes como la apiosa y la
metilfucosa. (Nakamura, Furuta, Maeda, Takao, & Nagamatsu, 2002; O Neill, Ishii,
Albersheim, & Darvill, 2004; Willats et al., 2006). En la Figura Ill.1.3 se observa una

representacion de la estructura de la pared celular,

Laminilla
media

Pared
celular
primaria

-

Membrana
plasmatica

T - i Microfibrillas

Pectina de celulosa

Hemicelulosa

Figura lll.1.3. Representacion de la estructura de la pared celular adaptada de (Biology-

forums, 2012).
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lll.1.2.4. B-glucanos

Los B-glucanos, son polimeros de glucosa que, a diferencia de la celulosa, tienen una
estructura ramificada que les permite formar soluciones viscosas. Son los componentes
principales del material de la pared celular en la avena y la cebada; en el trigo sélo estan

presentes en pequefias cantidades.

[11.1.2.5. Almiddén resistente

El almiddn resistente, se encuentra naturalmente presente en muchos alimentos ricos
en almidén. Una parte de ese almidén presente en la dieta, no se digiere y absorbe en
el intestino delgado y se fermenta en el intestino grueso de los seres humanos, con la
produccion de &acidos grasos de cadena corta, denominandose como "almidon
resistente” (Raigond, Ezekiel, & Raigond, 2015). Se han identificado cuatro clases de
almidon resistente: almiddn resistente tipo |, se refiere a un almidén retenido
internamente en la estructura del alimento, se puede encontrar en granos y semillas
parcialmente fraccionados. El almidén resistente tipo Il, es conocido también como
almidon nativo. Suele estar presente en alimentos sometidos a tratamientos térmicos a
baja temperatura y se encuentra en forma de granulos en el interior de la célula vegetal.
El almidén tipo 3, corresponde a almidon retrogradado y es producido durante los
procesos de coccién, enfriamiento y almacenamiento de los alimentos y el almidon tipo

4, corresponde a un almidén modificado quimicamente (Buttriss & Stokes, 2008).

[11.1.2.6. Oligosacéridos no digeribles

Los Oligosacaridos no digeribles (NDOs), comprenden de tres a diez unidades de
azucar de forma natural en plantas consumidas como alimentos, principalmente
verduras, cereales y frutos secos. También se pueden obtener quimica o
enzimaticamente a partir de mono o disacaridos o por hidrélisis enzimética de
polisacéridos. En contraparte debido a que no son digeridos, presentan similares efectos
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fisicos a los polisacaridos mas grandes. Son tipicamente fermentables y algunos tienen
propiedades prebidticas [por ejemplo, fructanos tales como FOS obtenidos de inulinas
con un grado de polimerizacién de 3-60 y analogos sintéticos sintetizados a partir de
sacarosa]. Las propiedades fisiologicas se han confirmado para algunos NDOs y estos
principalmente estdn mediando a través de cambios a la microflora intestinal (ya sea la
composicion o actividad). Cebollas, achicoria y alcachofas Jerusalén son las fuentes
mas importantes en la dieta. En la actualidad, su uso en la alimentacion de FOS y
galacto-oligosacaridos esta permitido en la mayoria de paises europeos. Hay
diferencias sobre el grado de polimerizacion considerado en la definicion de fibra. En la
propuesta actual de la Comisién Europea, solo sacaridos con tres o mas unidades se

incluyen en la definicion precitada (Buttriss & Stokes, 2008).

[11.1.2.7. Otros carbohidratos sintéticos

Derivados  sintéticos de la celulosa, por ejemplo, metilcelulosa e
hidroxipropilmetilcelulosa, son no digeribles y, a diferencia de la celulosa, son solubles.
Pero dificilmente son fermentados por la microflora. La polidextrosa tiene un grado
medio de polimerizacién de 12 y se sintetiza a partir de glucosa y sorbitol. Se fermenta
parcialmente en el colon (~ 50% en los seres humanos) y tiene propiedades prebioticas
y de saciedad. La polidextrosa, se utiliza por ejemplo, en algunos productos reducidos
energéticamente como un agente de carga para reemplazar los azlUcares en los

alimentos y para proporcionar textura. Su contribucion a la energia es inferior 1 kcal/g.

[11.1.2.8. Gomas y mucilagos

Las gomas son hidrocoloides derivados de exudados de plantas. Los mucilagos estan
presentes en las células de las capas externas de semillas de la familia de plantago, por
ejemplo el psyilium. Ambos son usados como agentes gelificantes, espesantes,

estabilizantes y agentes emulsionantes. Las gomas provienen de exudados vegetales
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(goma Arabica y tragacanto), semillas (Guar y algarrobo) y de extractos de algas (agar,

alginatos, carrageninas).

[11.1.2.9. Lighina

No es un polisacarido, estd unida a las hemicelulosas en las paredes celulares de las
plantas. Las fuentes de la misma, incluyen los alimentos con componentes duros, por

ejemplo el apio, y las capas externas de algunos frutos y granos de cereales.

[11.1.3. Métodos para anélisis de fibra

El método mas antiguo cuyo origen data del siglo XIX, se basa en un tratamiento alcalino
y acido y expresa sus resultados como “Fibra cruda”. Segun los quimicos textiles de
aquella época, las fibras eran sustancias insolubles y resistentes en esas condiciones
y, por lo tanto, no digeribles. De alli el empleo de la palabra fibra en nutricion. Este
método subestima la verdadera cantidad de la fraccion no digerible de las paredes
celulares vegetales ya que se pierden totalmente las pectinas y gran parte de la celulosa,

hemicelulosa y lignina.

En los ultimos afios se han desarrollado dos tipos de métodos que permiten obtener
mejores resultados, los cuales se diferencian de los obtenidos por el método antes

mencionado, mediante su denominacién como “Fibra dietaria” (Sambucetti, 2006).

[11.1.3.1. Métodos oficiales para el andlisis de fibra

Los métodos internacionales oficiales de analisis (AOAC) estan ampliamente aceptados
para el etiquetado general del contenido de nutrientes de los alimentos, asi como para
las declaraciones de propiedades saludables y nutricionales. Los métodos AOAC estan
disefiados para extraer con precision las matrices alimentarias y son métodos
estudiados, rentables y reproducibles en diversos entornos analiticos en los que se basa

el sector. Son los métodos mas estudiados y homologados de que se dispone para la
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cuantificacibn de componentes alimentarios. Estos métodos se han evaluado
cientificamente para ser métodos de referencia. No existe un Unico método AOAC
homologado que pueda cuantificar todos los carbohidratos no digeribles de los
alimentos. El AOAC 991.43 es uno de los métodos de analisis de la fibra dietaria “total”
mas empleados. Tanto este método como el AOAC 985.29 pueden cuantificar los
polisacaridos insolubles y los componentes solubles de elevado peso molecular, es
decir, aquellos que se precipitan en presencia de alcohol. Ninguno de ellos puede
calcular completamente la fraccibn de almidon resistente ni recuperar todos los
componentes polisacaridicos no digeribles, los cuales los miembros del Codex pueden
decidir incluir en la definicion de fibra dietaria. El método AOAC 991.43, permite obtener
de forma separada la precipitacion de las fibras insolubles (FDI) y de las fibras solubles
(FDS). Las fibras totales (FDT = FDI + FDS) obtenidas mediante los 2 métodos llevan

las mismas clases de polisacéaridos (Codex-Alimetarius, 2009).

McCleary, (2007), elabor6 un nuevo método integrado de analisis de la cantidad total de
fiora que determina la cantidad total de fibra (incluido el almidén resistente),
oligosacéaridos no digeribles y carbohidratos disponibles. Basado principalmente en
métodos AOAC oficiales existentes (AOAC 991.43, AOAC 2001.03 y AOAC 2002.02),
este nuevo método integrado utiliza condiciones similares a las descritas en el método
AOAC oficial 2002.02 (almiddn resistente) y en el método AOAC oficial 991.43, para
cuantificar los polisacaridos resistentes de elevado peso molecular. Otro proceso similar
al descrito en el método AOAC oficial 2001.03 permite la cuantificacion de los
oligosacéridos no digeribles de GP 3 en adelante hasta el limite de la solubilidad de
cualquier oligosacarido en 4 partes de alcohol y 1 parte de agua (Codex-Alimetarius,

2009).

En el Cédigo Alimentario Argentino lo métodos oficiales aceptados para la rotulacion e

informacion de los compuestos correspondientes a la fibra dietaria se presentan en el
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capitulo XVII correspondiente a los alimentos de régimen o dietéticos, y se resumen en

la Tabla l1l.1.1

Tabla I11.1.1. Métodos de andlisis de fibra dietaria.

Método guoamngi?ii:;ooss Tipo de andlisis
Polisacaridos solubles + Enzimatico
AOAC 991.43 insolubles (incluido gravimétrico
AR3) + lignina
Polisacaridos solubles + Enzimatico
AOAC 985.29 insolubles (incluido gravimétrico
AR3) + lignina
Polisacaridos solubles + Enzimatico
AOAC 994.13 insolubles (incluido gravimétrico
AR3) + lignina
AOAC 995.16 Beta-glucanos Enzimatico
Fibra dietaria de o
Enzimatico

AOAC 2002.02

AOAC 999.03

AOAC 997.08

AOAC 2001.02

AOAC 2001.03

AOAC 2000.11

almiddn resistente y
algas
Fructanos
(oligofructanos,
derivados de inulina,
fructooligosacaridos)
Fructanos
(oligofructanos,
derivados de inulina,
fructooligosacaridos)
Trans-
galactooligosacaridos

Fibra dietaria total en
alimentos que

contienen maltodextrina

resistente
Polidextrosa

Enzimatico y
colorimétrico

Enzimatico y
HPAEC

HPAEC-PAD

Enzimatico
gravimétrico y

cromatografia liquida

HPAEC

Es de destacar la existencia de otras metodologias para la determinacion quimica y

cuantificacion de los distintos componentes de la fibra dietaria en tejidos vegetales. Por

ejemplo Basanta et al., (2014); Femenia et al., (2009); Fissore et al., (2011); Fissore,

Ponce, Stortz, Rojas, & Gerschenson, (2007), determinaron el contenido de celulosa,

carbohidratos no celulésicos y lignina en tejidos de cerezas, kiwi, remolachay calabaza

respectivamente. Aplicando estas metodologias se puede tener conocimiento de la

peculiar composicion de cada fibra dietaria presente en un tejido vegetal.

112



CAPITULO 111

I11.1.4. Usos techoldgicos de la fibra dietaria

La FD puede tener otro tipo de valor ademas del fisiol6gico ya que la modulacién de sus
propiedades funcionales a través de los procesos de produccién, hace que sean
importantes en distintas aplicaciones tecnoldgicas. Los polisacaridos pueden estar
naturalmente presentes o ser agregados a los sistemas alimenticios para controlar sus
propiedades funcionales y proveer, por ejemplo, las texturas deseadas a los alimentos.
Las propiedades funcionales dependen de la estructura, el peso molecular y la
concentracion de polisacaridos presentes (Wang & Cui, 2005). El aislamiento de
productos enriquecidos en pectina a partir de los desechos de la industria alimentaria
de origen vegetal constituye una alternativa interesante, ya que las pectinas son
ampliamente utilizadas como modificadores de la textura en las industrias alimentaria y
farmacéutica y, al mismo tiempo, también son reconocidas por su capacidad para
retrasar la absorcion de glucosa y la degradacion enzimética de almidén (Fissore et al.,
2011). Las principales propiedades que poseen estan relacionadas con su solubilidad,
capacidad viscosante, habilidad para formar geles, capacidad de retenciéon de agua y
de aceite, asi como de unirse a minerales y moléculas organicas (Tungland & Meyer,
2002). La importancia de estas propiedades, se complementan con las desarrolladas en
el capitulo I. Esto es importante en industrias, por ejemplo, de mermeladas, jaleas,
dulces y otros productos donde el uso de hidrocoloides como ingredientes es
indispensable para la adecuada formulacion de productos. El uso de FD de nuevas
fuentes y la posibilidad de mejorar sus propiedades ampliara el rango de aplicaciones
posibles para la FD y proveera herramientas para crear alimentos mas saludables con

caracteristicas organolépticas mejoradas (Laufenberg, Kunz, & Nystroem, 2003).
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l1I.2. MATERIALES Y METODOS

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico y marca Merck o Anedra. Los patrones
utilizados fueron de marca Sigma y el etanol utilizado, de calidad farmacopea, y marca

Porta.

[11.2.1. Obtencién de concentrados de fibra dietaria

Para esta parte de la investigacion, se produjeron CFD de pulpa y cascara de papaya
utilizando un método de secado convencional (conveccién con aire caliente), a fin de
verificar los efectos de los mecanismos de secado (microondas vs conveccién) sobre
las propiedades fisico-quimicas y funcionales. Para esto, los tejidos de pulpa y cascara
de papaya se trataron con etanol, utilizando el método optimizado en el capitulo I, es
decir un tratamiento con alcohol durante 15 minutos a 20°C y con una relacion
etanol/muestra de 2,9 mL/g. Para la etapa de deshidratacion se utilizé la conveccion con
aire caliente como mecanismo de secado, usando la misma temperatura 40°C y
utilizando un secador de conveccién forzada (FAC, Argentina). El criterio para
determinar el fin de la etapa de secado fue analogo al utilizado para los CFD con
microondas. Los procedimientos de molienda, tamizado, empacado y almacenado,

fueron realizados siguiendo los mismos procesos descriptos en el capitulo |.

[11.2.2. Caracterizacion quimica de los concentrados de fibra dietaria

Los cuatro concentrados de fibra dietaria que de aqui en adelante se denominaran,
CFD-MW, cuando sean deshidratados con microondas y CFD-CV cuando sean
deshidratados con conveccidon con aire caliente, se caracterizaron en cuanto a su

composicion de polimeros de pared celular.
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[11.2.2.1. Obtencion del Residuo Insoluble en Alcohol

El residuo insoluble en alcohol, denominado como AIR por sus siglas en inglés, Alcohol
Insoluble Residue, permite concentrar el material obtenido en componentes de la pared
celular. Este procedimiento se hace con el fin de realizar una caracterizacién adecuada

de los mismos eliminando interferentes.

El AIR se obtuvo de acuerdo con de Escalada Pla, Uribe, Fissore, Gerschenson, &
Rojas, (2010). Para ello, =10 g de cada CFD se mezclaron con 35 mL de solucion de
etanol al 96 mL/100mL, a ebullicion y se homogeneiz6 con un agitador magnético (Velp,
Usmate, Italia), durante 15 min bajo agitacion constante. El residuo obtenido se sigui6
tratando con 35 mL de solucién de etanol (80mL/100mL) en ebulliciébn durante 15 min 'y
dos veces con 25 mL de solucién de etanol (80mL/100mL) en ebullicién, durante 15
min. Finalmente, el residuo insoluble se separd y se lavé con 10 mL de solucién de
etanol (80mL/100mL) y con 10 mL de solucion de etanol 96 mL/100mL. Entre cada
tratamiento con etanol, la suspension se filtré y se descart6 el solvente. EI material se
dejoé bajo campana durante toda la noche para la eliminacién del etanol y fue finalmente
liofilizado. Luego, el AIR se moli6é y tamizé (tamiz ASTM, USA) para obtener particulas
de tamafio, 420 micrones y, finalmente, se almacen6 a -18°C, envasado al vacio, en

bolsas de Cryovac™ hasta los posteriores usos.

[11.2.2.2. Caracterizacién quimica del Residuo Insoluble en Alcohol

El AIR obtenido se caracterizé quimicamente mediante las determinaciones de: lignina,
celulosa, hidratos de carbono totales no celuldsicos (HC), acidos urénicos y proteinas.
Para ello, se realizaron tres hidrélisis con acido sulfurico de diferente grado de

intensidad, segun Ng, Parr, Ingham, Rigby, & Waldron, (1998).

La determinacion del contenido lignina se realizé dispersando =0,3 g de AIR en 2,08 mL

de solucion de acido sulftrico 72 mL/100mL, durante 3 horas a temperatura ambiente.
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Al cabo de este tiempo, la concentracion de esta dispersion se ajusté a 1 M agregando
el volumen necesario de agua desionizada (=25 mL). Posteriormente, cada dispersion
se calenté a 100°C durante 2,5 horas en un bafio de agua. Al cabo de este tiempo y
luego de que las soluciones se enfriaron, se centrifugaron durante 10 min a 12000 g vy,
finalmente, se separd el sobrenadante. El residuo se lavé tres veces con agua

desionizada y luego se liofilizo. El residuo seco obtenido se pesoé e informd como lignina.

Se llevé a cabo un segundo procedimiento con otra porcién de =0,3 g de AIR, a la cual
se le agregd 2,08 mL de solucion 72 mL/100mL de &cido sulfurico; se dispersé el
material e inmediatamente se agregd agua para alcanzar una dilucion 1M. A
continuacién, la dispersion se calent6é por 2,5 horas a 100°C en un bafio de agua. El
residuo final obtenido fue lavado tres veces con agua desionizada y posteriormente se
liofilizo. El pellet pesado corresponde a celulosay lignina. El sobrenadante se neutraliz
cuidadosamente y sobre el mismo se determind el contenido de hidratos de carbono
totales no celulésicos (HC) por el método del fenol-sulfarico (Dubois, Gilles, Hamilton,
Rebers, & Smith, 1956) usando glucosa como estandar y el contenido proteico de
acuerdo al método de Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, (1951) usando albumina de

suero bovino (BSA) como estandar.

El tercer procedimiento de hidrdlisis se llevd a cabo con una nueva porcién de =0,3g de
AIR, la cual fue tratada anadlogamente a la técnica aplicada durante el segundo
procedimiento pero en este caso, se procedié con una hora de calentamiento a 100°C
en bafio de agua. Se separ6 el sobrenadante para la cuantificacién del contenido de
acidos urénicos por el método espectrofotométrico reportado por Filisetti-Cozzi &

Carpita, (1991), usando acido galacturénico como estandar.

El grado de metilacion de los &acidos urdnicos, se evalué a partir del método
espectrofotométrico propuesto por a Wood & Siddiqui, (1971), previa saponificacion de

los ésteres correspondientes segun Fissore, Ponce, Stortz, Rojas, & Gerschenson,
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(2007). El grado de metilacion (GM) se calculé como la relacion porcentual entre el

numero de moles de metanol y el nUmero de moles de &cido galacturénico (AGU).

Los grupos acetilos se determinaron segun el método de Naumenko & Phillipov, (1992).
El grado de acetilacion (GA) se calculé como la relacién porcentual entre los moles de

grupo acetilo y los moles de acido galacturénico en las muestras.

[11.2.3. Descripcion de las técnicas usadas en las determinaciones quimicas

[11.2.3.1. Determinacion de carbohidratos totales

El sobrenadante neutralizado, obtenido de la segunda hidrélisis acida descripta
anteriormente, se utilizé para cuantificar el contenido de hidratos de carbono segun
Dubois et al, (1956). Para la reaccion colorimétrica y posterior medicién
espectrofotométrica se tomé un volumen de 10uL de muestra previamente diluido (1/3)
y se llevé a volumen final (2000 pL) con H,O desionizada (Milli-QTM). Se agregaron 50
UL de la solucién de fenol (Merck, Buenos Aires, Argentina) (80 g/100g), se

homogeneizé y luego se agregaron 5000 pL de H2SO4 (c).

La solucion se dejo enfriar y se homogeniz6 nuevamente. Finalmente, se leyé la
absorbancia a 490 nm. El color desarrollado es proporcional al contenido de azucares
presentes. Para la cuantificacion se realiz6 una curva de calibracién con una solucion

estandar de D-glucosa (0,00128 g de glucosa / 250mL).
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Figuralll.2.1. Curva de calibracién para la determinacion del contenido de carbohidratos

totales.

[11.2.3.2. Determinacion de acidos urénicos

La determinacion se realiz6 sobre el sobrenadante neutralizado, correspondiente al
tercer procedimiento de la hidrélisis acida, segun el método de Filisetti-Cozzi & Carpita,
(1991). Para la reaccion colorimétrica y posterior medicion espectrofotométrica se tomo
una alicuota de 20uL de muestra y se llevé a volumen final (400 pL) con agua
desionizada (Milli-QTM); se agregaron 40 pL de acido sulfamico (4 M; pH=1,6). Luego,
se afladieron 2400 pL de la solucién de tetraborato de sodio (0,075 M en solucién en
acido sulfarico concentrado) y se colocaron las muestras tapadas en un bafio de agua
a 100 °C durante 20 minutos. La reaccion se detuvo rapidamente colocando las
muestras en un bafio de agua con hielo. Se afiadieron 80 pL de solucion de m-
hidroxidifenilo 0,15 g/100mL en NaOH 0,5 g/100mL. A partir de los 10 minutos de

contacto, el color se desarrollé6 completamente. La absorbancia fue leida a 525 nm.
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La curva de calibracion se llevo a cabo con una solucion estandar de acido D-

galacturonico (AGU) conteniendo 0,0252 g AGU en 25 mL de solucion.

y=0.012x+0.0212
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Figura 1l.2.2. Curva de calibracion para la determinacion del contenido de &cidos

urénicos (AGU).

[11.2.3.3. Determinacion de proteinas

El contenido de proteinas fue determinado en el sobrenadante neutralizado
correspondiente al primer procedimiento de la hidrdlisis acida, de acuerdo con el método
propuesto por Lowry et al., (1951). Para la reaccion colorimétrica y posterior medicién
espectrofotométrica: se tomd una alicuota de 50uL de muestra en una dilucién 1:3 y se
llevé a volumen final (100 pL) con agua desionizada (Milli-QTM) y se agregaron 1000
pL del reactivo A. Se colocaron las muestras tapadas en un bafio de agua a 37 °C y se
mantuvieron durante 20 minutos; luego se retiraron del bafio y se les agreg6 100 pL del
reactivo B. Nuevamente se colocaron las muestras en bafio de agua a 37 °C durante 20
minutos. Finalizado el tiempo de reaccion se retiraron y se realizo la lectura a 660 nm a

temperatura ambiente.

Los reactivos antes nombrados tienen la siguiente composicion:
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Reactivo A: Carbonato de sodio 2 g/100mL en solucién de NaOH 0,1N; sulfato de cobre
pentahidratado 1 g/100mL y tartrato de sodio y potasio 1 g/100mL. Relacién de mezcla

de 100:1:1.

Reactivo B: Solucion Folin Ciocalteau: agua desionizada Milli-QTM. Relacion de mezcla

(1:2).
La curva de calibracion se realiz6 con una solucién acuosa de albumina de suero bovino

BSA (SIGMA Protein Standard; SIGMA, USA) en concentracion de 400 ug BSA /mL.

y = 0.0194x+0.0234
R?=0.9991
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Figura l1.2.3. Curva de calibracion para la determinacién del contenido de proteinas.

[11.2.3.4. Determinacién del grado de metilacién

Se llevo a cabo una saponificacion inicial de cada muestra previa a la reaccion

colorimétrica y posterior medicion espectrofotométrica.

Para la etapa inicial de saponificacién de las muestras, se colocé una masa (= 0,028 g)
de AIR en contacto con 10 mL de NaOH (0,5 N), en un tubo con tapa y se homogeneiz6
cada 10 minutos durante el periodo de 1 hora a temperatura ambiente.
Simultdneamente, se prepard un blanco de muestra (= 0,028 g) con 10 mL de agua

desionizada MilliQTM. Luego los sobrenadantes fueron separados por centrifugacion.
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Se tomé una alicuota de 500 uL del tubo testigo y se agregaron 250 pL de H2SO4 (5,5
N) y 250 pL de NaOH (1,5 N); del blanco de muestra se tomé una alicuota de 500 pL y
se le agregaron 250 yL de H»SO4 (5,5 N) y 250 pL de NaOH (1,5 N). Las muestras
saponificadas y los blancos de muestra (muestras sin saponificar) pasaron luego a la

etapa de la reaccion colorimétrica.

Para la reaccién colorimétrica y medicién espectrofotométrica se agregé a cada
muestra, 200 pL de KMnO4 2 g/100mL y se dejé enfriar las muestras durante 15 minutos
en un bafo de agua con hielo. Luego, se agregaron 200 pL de AsOsH2Na 0,5 M (solucion
en H,SO4 0,12 N) y 600 L de agua desionizada (MilliQTM); se agitdé vigorosamente y
se dejé reaccionar durante el periodo de una hora a temperatura ambiente. Finalizado
el tiempo de reaccion se agregaron 2000 pL de una solucion de 2,4-pentadiona 0,02 M
disuelta en solucion buffer acetato de amonio 2 M/acido acético 0,05 M. Finalmente se
colocaron las muestras en un bafio de agua a 60 °C durante 15 minutos; finalizado el
tiempo de reaccidn, se retiraron las muestras y se colocaron en bafio de agua fria con
hielo para detener la reaccion. Una vez alcanzada la temperatura ambiente en las

muestras, se leyo la absorbancia a 412 nm.

Para la determinacion de concentracién de metanol, se utilizé una curva de calibracién

de una solucion estandar de metanol (86,9 pg CHz;OH/ ml H.SO4 1N).

El grado de metilacién (GM) se calculé como la relacién porcentual del nimero de moles

de metanol y el nimero de moles de acido galacturénico.
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Figura ll.2.4. Curva de calibracion para la determinaciéon del contenido de metanol.

[11.2.3.5. Determinacién del grado de acetilacion

Los grupos acetilos fueron determinados segun el método de Naumenko & Phillipov,
(1992). El grado de acetilacion (GA) se calculé como la relacion porcentual del nUmero

de moles de acetilo y nimero de moles de &cido galacturénico.

Para la reaccién colorimétrica y posterior medicion espectrofotométrica, se tomé una
masa adecuada de muestra (= 0,1418g) y se agregaron 5000 pL de una mezcla de
clorhidrato de hidroxilamina (0,125 M) y NaOH (0,25 M) en relacién (1:1). La suspension
se agito durante 1 hora. De la solucion obtenida se tomaron 1000 L, se agregaron 1000
pL de HNO3 0,125 M y 3000 pL de una solucion de Fe(NOs)s 0,01 M; se agitd y se dejo
en reposo 10 minutos a temperatura ambiente para asegurar el desarrollo completo de
la reaccion. Se leyd la absorbancia de la solucion coloreada obtenida a 495 nm. Se
utilizé como blanco de reaccion un volumen de 1000 pL de una mezcla de clorhidrato
de hidroxilamina (0,125 M) y NaOH (0,25 M) (relacién 1:1), 1000 uL de HNOg3 (0,125 M)

y 3000 pL de Fe(NOs) (0,01 M).
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Para la curva de calibracion se us6 como estandar pentaacetato de glucosa (0,027
g/25mL) (SIGMA, USA).

0.6 y = 0.0009x - 0.002
R? = 0.9998

0.5 )
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Figura 111.2.5. Curva de calibracion para la determinacién del contenido de acetilos.

l11.2.4. Caracterizacién de los concentrados de fibra dietaria deshidratados por

microondas y conveccion

[11.2.4.1. Propiedades de hidratacion, de absorcion de aceite, fraccién soluble en

aguay color

Los CFD-CV, de pulpa y cascara, fueron caracterizados funcionalmente de la misma
forma que se realiz6 con los CFD-MW. Las propiedades analizadas en este nuevo
producto fueron, propiedades de hidratacion (WRC, RW, WHC y RW), de absorcion de
aceite (OHC), fraccién soluble en agua (FSA) y color, siguiendo las mismas técnicas

descriptas en el capitulo 1.
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[11.2.4.2. Capacidad antioxidante y compuestos asociados

Asi mismo los CFD-CV, se caracterizaron en cuanto a su capacidad antioxidante
mediante las técnicas FRAP y DPPH, y también en cuanto a su composicion de
compuestos fendlicos, carotenoides y &cido ascérbico utilizando los métodos

espectrofotométricos descriptos en el capitulo I1.

[11.2.4.3. Estabilidad termoquimica

La temperatura de transicién vitrea Tg se determiné mediante calorimetria diferencial de
barrido (DSC) mediante un equipo Mettler Toledo 822 y un sistema de analisis térmico
STARe software versién 3.1 (Mettler Toledo AG, Suiza). El instrumento fue calibrado
usando compuestos estandar (de indio y zinc) de punto de fusion y calor de fusion
definido. Las mediciones se realizaron por duplicado con 14 a 17 mg de cada muestra,
utilizando cubetas de aluminio herméticamente cerradas de 0,04 mL de volumen interior
(Mettler) que se calentaron de -80 °C a 80 °C a una relacion de 10 °C/min; un recipiente
vacio se utiliza como referencia. El intervalo de confianza estimado para temperatura

fue de 2 °C.

[11.2.5. Andlisis estadistico

Un andlisis de la varianza (One-way ANOVA) con test a posteriori de Tukey, se realizd
utilizando GraphPad Prism versién 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego

California USA, para comparar las medias de los resultados obtenidos.
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l11.3. RESULTADOS DISCUSION

[11.3.1. Composicion quimica de los concentrados de fibra dietaria

Los resultados obtenidos luego del andlisis quimico (Tabla 111.3.1) mostraron que los
CFD obtenidos de la pulpa y cdscara de papaya, estaban constituidos principalmente
por polimeros caracteristicos de la pared celular, encontrando un porcentaje de AIR de
alrededor de 77 g por cada 100g de CFD para las muestras provenientes de la pulpa y

alrededor de 83 g por cada 100g de CFD para las muestras provenientes de la ciscara.

Tabla 111.3.1. Resumen del rendimiento y la caracterizacion quimica de los CFD.

1CFD-MW 2CFD-CV SCFD-MW de 4CFD-CV de
de pulpa De pulpa céscara cascara
Rendimiento, (g CFD/100g tejido fresco) 2,56 + 0.072 2,53 +0,092 8,8+0,8° 8,9+0,5P
Rendimiento del AIR, (g AIR/100g CFD) 76,1 + 0,62 78,0 +0,3b 83,1 +0,7¢f 84 + 19f
Humedad (g/100g)’ 8,7x0,12 6,6 £ 0,3° 7,1+0,4° 6,8+0,3°
aw 0,47 £0,022 0,40 +0,01>9 0,41 +0,02¢" 0,36 +0,02%9
Celulosa (g/100g) 31,9 +0,72¢ 31,1 +0,32d 27,8 £ 0,40 30,9 +0,3¢d
Lignina (g/100g)" 0,93 £ 0,072 0,97 £ 0,032 4,2 + 0,80 2,9 +0,94¢
Carbohidratos no celuldsicos (g/100g)" 16,6 + 0,42 17,2+ 0,72 14 + 1bc 13+ 1°¢
Proteina (g/100g)" 4,1+0,52 3,9+0,22 7,4 +0,1bd 7,2 +0,5¢%d
Acidos urénicos (g/100g)" 16,1 + 0,92 10 + 1ef 11 + 2¢e 7,5+ 0,8%f
Grado de metilacion 82 + 42 89 + 42 83 +42 80 £ 32
Grado de acetilacion 25,3+0,72 38,3+0,3° 30,1 £0,4° 33,8 +0,8¢

1ICFD-MW de pulpa: Concentrado en fibra dietaria obtenido a partir de la pulpa y deshidratado por
microondas.

2CFD-CV de pulpa: Concentrado en fibra dietaria obtenido a partir de la pulpa y deshidratado por
conveccion.

S3CFD-MW de cascara: Concentrado en fibra dietaria obtenido a partir de la cascara y deshidratado por
microondas.

4CFD-CV de cascara: Concentrado en fibra dietaria obtenido a partir de la cascara y deshidratado por
conveccion.

“Los resultados estan expresados en la base de peso de 100g de cada CFD.

Letras iguales en una misma fila significa que no hay diferencias significativas (p<0,05)

Los cuatro CFD obtenidos presentaron contenidos similares de celulosa, cuyos valores
oscilaron entre 27,8 y 31,9 g/100. Por otra parte se encontr6 que el contenido de lignina
y proteina encontrado en los CFD de cascara fue mayor (p<0,05) que en los de pulpa.
En los trabajos de Lund & Smoot, (1982), se reportaron valores de celulosa y lignina en
el tejido fresco (TF) de pulpa de papaya de 0,72 g/100g TF y 0,086g/100g TF
respectivamente. En esta investigacion, la transformacién de los valores del contenido
de celulosa, por ejemplo del CFD-MW de pulpa, a la base de TF, utilizando los valores

del rendimiento de la Tabla 111.3.1, da como resultado valores de 0,82g/100g TF. Asi
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mismo, la conversién del contenido de lignina en este mismo producto (CFD-MW de
pulpa) a base peso de TF, se traduce en un valor de 0,029/100 TF, con lo cual se
observa que los resultados obtenidos en este trabajo estdn en el orden de los

mencionados anteriormente.

La celulosa es el componente que le otorga rigidez y resistencia ante roturas a la pared
celular, mientras que las sustancias pécticas le confieren plasticidad y la habilidad de
estirarse. Por otra parte, la lignina es un polimero complejo derivado de compuestos
fendlicos, la cual aparece en cantidades significativas durante las Ultimas etapas de la
madurez de la pared celular, encontrdndose en concentraciones bajas en las células de
frutas y verduras en sus etapas comestibles (Van Buren, 1979). El contenido de proteina
encontrado en los CFD de pulpa y cascara (Tabla I11.3.1) son del orden de los hallados
en fracciones de fibra dietaria obtenida de durazno (6,6 g/100g) en los estudios
reportados por Nieto Calvache et al., (2015). EIl contenido de hidratos de carbono no
celulésicos fue ligeramente mayor (p<0,05) en los CFD provenientes de la pulpa que en
los de cascara, y ademas son menores que los encontrados en concentrados de fibra
dietaria del durazno por de Escalada Pla et al., (2012), quienes reportaron valores entre

31y 45 g/100g de fibra.

Las muestras tanto de pulpa como de cascara, deshidratadas con microondas retuvieron
mayores concentraciones (p< 0,05) de acidos urénicos respecto de aquellas
deshidratadas por conveccion (Tabla 111.3.1) En todos los CFD, se encontré que las
pectinas presentaban un alto grado de metilacidn (>50%) y un porcentaje de acetilacion
menor al 50%. Garau, Simal, Rossellé, & Femenia, (2007), reportaron mayores pérdidas
de azlcares de pared celular en subproductos de naranja al deshidratar a altas
temperaturas (90°C), sin embargo a bajas temperaturas (30°C) también una importante
pérdida de polimeros pécticos se producia debido a un mayor tiempo de exposicion al

calor. Esto podria explicar en parte que los CFD-CV hayan presentado un menor
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(p<0,05) contenido de acidos urdnicos que los CFD-MW, ya que esto Ultimos tuvieron

un tiempo de secado mucho menor (Tabla 111.3.2).

Tabla 111.3.2. Andlisis comparativo de las propiedades obtenidas y los tiempos de

secado, para los CFD-MW vs los CFD-CV.

Propiedad ICFD-MW 2CFD-CV 3CFD-MW 4CFD-CV
de pulpa de pulpa de cascara de cascara
SC (mL/g) 84,0+ 0,92 57 +1° 20,3+ 0,2° 18 £ 1°
WRC (0/9) 30,4 £ 0,42 21 + 2be 21 + 2¢¢ 25 + 19e
WHC (g9/9) 90,7 £ 0,92 64,2 +0,7° 27 £1° 24,3 +0,2¢
OHC (g/g) 1,20+ 0,012 1,116 + 0,002° 1,37 £ 0,03° 1,278 + 0,006¢
FSA 24 + 22 23,5+0,82 15 +1° 14 +1°
L* 56,81 + 0,012 56,1 +0,2° 63,8 + 0,0° 64,9 + 0,02¢
a* 29,99 + 0,042 28,98 + 0,03 4,33 + 0,02° 3,347 + 0,007¢
b* 37,61+ 0,042 35,42 +0,08° 38,78 £ 0,03° 37,66 + 0,012
5Tiempo (min) 178 + 172 440 + 25° 90 £ 5° 410 + 23°

1CFD-MW de pulpa: Concentrado en fibra dietaria obtenido a partir de la pulpa y deshidratado por
microondas.

2CFD-CV de pulpa: Concentrado en fibra dietaria obtenido a partir de la pulpa y deshidratado por
conveccion.

SCFD-MW de céascara: Concentrado en fibra dietaria obtenido a partir de la cascara y deshidratado por
microondas.

4CFD-CV de céascara: Concentrado en fibra dietaria obtenido a partir de la cascara y deshidratado por
conveccion.

5Tiempo de deshidratacion.

Letras iguales en una misma fila significa que no hay diferencias significativas (p<0,05)

[11.3.2. Propiedades fisicas y funcionales

Las propiedades de hidratacion como SC, WRC, WHC, entre otras propiedades han
sido ampliamente estudiadas en diferentes materiales obtenidos de materias primas
vegetales mediante diferentes procesos (de Escalada Pla et al., 2010; Garau et al.,
2007; Guillon & Champ, 2000). En dichos estudios, ademés de resaltar los beneficios
asociados al consumo de fibra para la salud, también se menciona los posibles efectos

de la incorporacion de estos materiales en algunos sistemas alimenticios.

En esta parte de la investigacion se observo que los CFD-MW y los CFD-CV de pulpa
de papaya, presentaron altos valores para las propiedades SC y WHC (Tabla 111.3.2) si
se compara con los resultados obtenidos para productos enriquecidos en fibra de pulpa

(41,8 mL/g y 43g/g) y cascara (22mL/g y 27g/g) de calabaza que fueron informados por
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de Escalada Pla, Ponce, Stortz, Gerschenson, & Rojas, (2007), o para productos ricos
en fibra obtenidos a partir de residuos de membrillo (11,6 mL/gy 15 g/g) por de Escalada
Pla et al., (2010). Adicionalmente los valores de WRC y OHC encontrados en los CFD
de esta investigacion fueron del orden de los encontrados en otros tejidos, por los

investigadores mencionados anteriormente.

Por otra parte los CFD-MW de pulpa, presentaron mayores valores (p<0,05) para las
propiedades de hidratacion (WHC, SC, WRC y RW) y de absorcién de aceite (OHC) que
los CDF-CV de pulpa. Para los CFD provenientes de la cascara se observaron mayores
valores en las propiedades WHC y OHC, en los CFD-MW que en los CFD-CV.
Adicionalmente, se observo también que las propiedades de hidratacion SC y WHC al
igual que la FSA en los CFD de pulpa (deshidratados por ambos métodos), presentaron
mayores valores que los provenientes de la cascara. Los altos valores de FSA, podrian
dar lugar a una disminucion en los valores de la temperatura de transicion vitrea, Tg,
teniendo en cuenta que esta fraccién puede estar compuesta de azlcares de bajo peso

molecular.

En términos del color, aunque se encontraron diferencias significativas para los valores
de los parametros L*, a*, b*, entre los CFD-MW y CFD-CV, tanto para los de pulpa
como los de cascara, dichas diferencias fueron muy bajas. Desde este punto de vista el
uso de cualquiera de los CFD sin importar el mecanismo de secado, da lugar a
fracciones con similares atributos de color y, por tanto, puede influir en el producto al

gque sea adicionado de una forma similar.

En el capitulo Il se habia determinado que los CFD-MW presentaban interesantes
caracteristicas antioxidantes, por lo cual en este capitulo dichos resultados también se
compararon con los obtenidos para los CFD-CV. Los resultados obtenidos se resumen

en la Tabla I11.3.3.
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Tabla 111.3.3. Analisis comparativo de las caracteristicas antioxidantes de CFD-MW vs
CFD-CV

CFD-MW CFD-CV CFD-MW CFD-CV
de pulpa de pulpa de cascara de céscara
Compuestos fendlicos (g/100g)" 0,47 £0,032¢ 0,58 £ 0,04 0,99 £ 0,04° 1,2+0,1d
Acido ascoérbico (mg/100g)* 4,7 +£0,62¢ 4,6 +£0,6° 14 + 1b 10 + 2d
Carotenoides (mg/100g)* 5,10+0,032 6,6 +0,7¢ 8,1+0,8° 9,4+0,3
DPPH (umol trolox/100g)* 12+12 23+ 20 54,86 + 0,08 60,05 + 0,09¢
FRAP (umol trolox/g)* 10,2+0,62  14,3+0,5P 25+ 1° 29 + 1d

*Para todos los CFD los resultados estan expresados en la base de peso de cada CFD.
Letras diferentes en una misma fila significa que son significativamente diferentes (p<0,05).

Se encontrd que la capacidad antioxidante evaluada mediante los métodos FRAP y
DPPH fue significativamente mayor en los CFD de cascara que en los de pulpa (p<0,05)
para ambos tipos de secado. Este hecho puede explicarse en gran parte debido a que
los CFD que provienen de la cascara, para ambos sistemas de secado, siempre
presentan mayor contenido de polifenoles, carotenos y acido ascoérbico que los que
provienen de la pulpa (p<0,05). En general, la cascara de muchos frutos se caracteriza
por tener mayor actividad antioxidante que la pulpa. Ello se ha observado en estudios
realizados en frutos citricos cultivados en Brasil (naranja lima, naranja pera, lima Tabhiti,
lima dulce, mandarina Ponkan) donde se encontr6 que las cascaras de estos frutos
tenian mayor capacidad antioxidante evaluada mediante los métodos FRAP y DPPH y
mayor contenido de compuestos fendlicos que la pulpa de estos frutos (de Moraes
Barros, Pinto de Castro Ferrerira, & Genovese, 2012). Asimismo, Contreras-Calderon,
Calderdn-Jaimes, Guerra-Hernandez, & Garcia-Villanova, (2011) encontraron que
muchos frutos tropicales consumidos en Colombia, presentaron mayor capacidad

antioxidante (FRAP) y compuestos fendlicos en la cascara que en la pulpa.

Por otra parte, se encontré que los CFD-CV (cascara y pulpa) tuvieron una mayor
(p<0,05) capacidad antioxidante (DPPH y FRAP) que los CFD-MW. Esto puede
asociarse al contenido de algunos compuestos antioxidantes de dichos CFD. Por
ejemplo, en los CFD-CV de pulpa, el contenido de carotenoides fue significativamente

mayor (p<0,05) que para los CFD-MW. Por otra parte, los CFD-CV provenientes de la
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cascara tuvieron un contenido de polifendlicos y carotenoides significativamente mayor
(p<0,05) que los CFD-MW, mientras que la retencién de &cido ascorbico fue menor. Por
lo cual, las diferencias en la capacidad antioxidante observadas entre los dos métodos
de secado para una misma fuente (cascara o pulpa) pueden ser debidas principalmente
a los diferentes efectos del mecanismo de secado, sobre el contenido de carotenoides
remanentes en el caso de la pulpa y al contenido de carotenoides y polifendlicos en el
caso de la cascara. De Ancos, Cano, Hernandez, & Monreal, (1999), informaron que, el
calentamiento con microondas de la pulpa macerada de papaya produce un pérdida de

porcentajes mayores al 50% del contenido de carotenoides totales.

La transicion vitrea puede explicarse como un cambio que se produce en materiales
amorfos y que determina que los mismos sufran una transformacion desde un estado
de alta viscosidad (estado vitreo) a uno de baja viscosidad (estado gomoso) (Carter &
Schmidt, 2012). Los alimentos con caracteristicas vitreas pueden considerarse
potencialmente estables, y el mantenimiento del estado vitreo tendria alta relevancia en
las caracteristicas texturales de los alimentos crocantes tales como papas fritas,

galletitas y snacks extrudados (Slade & Levine, 1994).

En los andlisis de la temperatura de transicién vitrea (Tg) de un material, cominmente
se estudia las temperaturas de inicio, la del punto medio y la temperatura final de esta
transicion, siendo las temperaturas de inicio y del punto medio las que comUnmente se
reportan como el valor de Tg (Hancock & Zografi, 1994). En este trabajo de

investigacion, se tomé la temperatura del punto medio como el valor de Tg.

La evaluacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg), mostré que los CFD de pulpa
y de cascara presentaron diferentes valores (Tabla I11.3.4). La primera tendencia que se
puede observar es que la Tg de los CFD de la cascara es mayor que la de los CFD de
pulpa, para ambos métodos de secado. Esta tendencia podria explicarse por el hecho

que los CFD de cascara presentaron una mayor concentracion de polimeros de la pared
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celular que los CFD de pulpa, lo que se evidencia en el mayor rendimiento de AIR,
(Tabla 111.3.1); estos polimeros contribuyen a un incremento en el valor de la Tg

(Hancock & Zografi, 1994).

Tabla I11.3.4. Temperatura de transicion vitrea encontrada en los CFD.

CFD-MW CFD-CV

pulpa céscara pulpa cascara
Temperatura de inicio (°C) 5,52 28,03 -3,74 31,45
Tg (°C) 7,64 38,34 18,81 46,70
Temperatura final (°C) 9,15 43,75 47,61 59,02

Adicionalmente, las diferencias en los valores de Tg entre los CFD-MW de cascara y
pulpa (38,34 vs 7,64 °C), pueden estar asociadas, por una parte, al mayor contenido de
humedad (Tabla 111.3.1) del CFD-MW de pulpa, (8,7 g/100g) que en el CFD-MW de la
cascara (6,6 g/100g) ya que, se sabe, que un mayor contenido de humedad tiende a
disminuir los valores de Tg (Slade & Levine, 1995). Ademas, el CFD-MW de pulpa
presentd valores de FSA (Tabla 111.3.2) mas altos que el CFD-MW de céscara (24 vs 16
g/100g), lo que también podria haber contribuido a valores de Tg mas bajos en los CFD-
MW de pulpa, considerando que en esta fraccibn puede haber una cantidad
considerable de azucares simples, los cuales son responsables de la transicion vitrea
observada en frutas (Slade & Levine, 1995; Vega-Galvez et al., 2012). Esta misma
tendencia se observd, para los CFD-CV de pulpa y cascara, en cuanto a los valores de
FSA (23,5 y 14 g/100g respectivamente), contribuyendo ello a explicar la diferencia de

Tg, para estos dos productos.

Por otra parte, también se observé una menor Tg en el CFD-MW de pulpa que en el
CFD-CV de pulpa (7,64 vs 18,81°C). Por una parte, esta diferencia también puede
asociarse al contenido de humedad, de los CFD y por otra parte a su concentracion de
polimeros de pared celular visto como el porcentaje de AIR. Para los CFD-MW y CFD-
CV de cascara también se encontraron diferencias en los valores de la Tg (38,34 vs
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46,70 °C respectivamente). Para estos dos productos las diferencias en los valores de

Tg pueden estar asociadas a las diferencias en el contenido de celulosa.

Se ha reportado que grandes moléculas como la celulosa presentan valores de Tg de
226,85 °C (Hancock & Zografi, 1994), mientras que para otros compuestos como la
pectina, se han reportado valores de Tg entre 16,8 a -26,6 °C para rangos de ayentre
0,12 a 0,91 (Basu, Shivhare, & Muley, 2013). Estos valores también podrian ayudar a
explicar los resultados observados en los valores de Tg de los CFD, teniendo en cuenta
que el contenido de &cidos urénicos para los CFD-MW para un mismo tejido, siempre
fue mayor, que el de los CFD-CV, con lo cual para los valores de ay observados en
estos productos, podria producirse una disminucion en los valores de Tg en los

primeros.

Debido a la alta Tg observada para los CFD de cascara, y a su contenido de polimeros
de pared celular, se puede inferir que estos productos podrian ser utilizados en
formulaciones de alimentos, no solamente como un aportador de fibra dietaria y otros
compuestos al organismo, sino también para ayudar a modificar algunas propiedades
ylo caracteristicas reol6gicas, asi como propiedades termoquimicas de productos
alimenticios. Por ejemplo, podrian contribuir a aumentar la vida util a lo largo del
almacenamiento, de productos horneados como galletitas, ayudando a mantener
estables sus caracteristicas organolépticas, que dependen en gran medida del
mantenimiento de su estado vitreo (Slade & Levine, 1995), o también para aumentar la
Tg en formulaciones de otro tipo de productos, como por ejemplo helados, en los cuales
los fenémenos de cristalizacién son comunes durante el almacenamiento y distribucion

del producto (Soukoulis, Lebesi, & Tzia, 2009).
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I11.4. CONCLUSIONES

Se produjeron CFD de pulpa y cascara de papaya mediante un tratamiento con
etanol y la técnica de secado por conveccion. Se analiz6 el efecto de la
deshidratacién realizada por esta técnica o asistida por microondas, sobre las
propiedades fisicas y funcionales de los CFD de pulpa y cascara de papaya. El
andlisis quimico, demostr6 que todos los CFD estuvieron constituidos por
celulosa, carbohidratos no celulésicos y proteinas. Ademas se encontrd que la
deshidratacion con microondas produjo CFD con un mayor contenido de acidos
urénicos, los cuales tuvieron alto grado de metilacion (> 50%) y bajo grado de

acetilacion (< 50%).

La capacidad antioxidante evaluada mediante los métodos del DPPH y FRAP
fue significativamente mayor en los CFD-CV, que en los CFD-MW, lo cual podria
relacionarse principalmente al contenido de compuestos fendlicos vy

carotenoides presentes en cada producto.

Los CFD de pulpa presentaron valores mayores para las propiedades de
hidratacion que los obtenidos de la cascara. Asimismo, el CFD-MW de la pulpa

tuvo mejores propiedades de hidratacién que el CFD-CV de pulpa.

Los CFD de céascara presentaron mayores valores de Tg que los de pulpa. Y el

secado por conveccion de aire aumenta los valores.

Los CFD producidos a partir del tejido de pulpa y cascara de papaya, resultan
ser materiales que muestran un gran potencial para ser usados como
ingredientes en la formulaciéon de nuevos alimentos, debido a su alta capacidad
de absorcion y retencion de agua y de modificacion de la viscosidad de sistemas
acuosos, asi como por su aporte de compuestos con actividad antioxidante y

otros nutrientes caracteristicos de la fibra dietaria. Existen diferentes productos
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alimentarios donde se podrian aplicar estos CFD, como por ejemplo, productos
horneados como galletitas, en los cuales ayudarian a mantener el estado vitreo
durante el almacenamiento; emulsiones alimenticias aceite/agua, en los cuales
podrian contribuir a la estabilidad en el almacenamiento y aportar actividad
antioxidante contra la rancidez; helados, en los cuales podrian contribuir a evitar

la cristalizacion de la lactosa.
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CAPITULO IV

UTILIZACION DE CONCENTRADOS
DE FIBRA DIETARIA COMO
ESTABILIZANTES EN LA
PRODUCCION DE EMULSIONES
ACEITE/AGUA
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RESUMEN DEL CAPITULO IV

Teniendo en cuenta todas las propiedades y caracteristicas de los concentrados de fibra
dietaria (CFD) descriptas hasta este momento, se eligié una aplicacion alimenticia para
analizar el efecto de su incorporacion. Los cuatro CFD obtenidos, fueron incorporados
en las formulaciones de emulsiones aceite en agua, tipo aderezos, evaluando su
estabilidad durante el almacenamiento. Se encontré que la adicién de CFD de pulpa,
obtenido por ambos métodos de secado, en las emulsiones, evité la aparicién de
cremado, al menos durante las 18 semanas de almacenamiento. Algunas de las
emulsiones que contenian CFD de cascara, a partir de la semana 6, presentaron
separacion de fases (cremado) y aparicion de una capa de suero. Por otra parte, se
observé un decaimiento en la formacion de peréxidos en las emulsiones, cuando se
incremento el porcentaje de CFD. Adicionalmente, los CFD de cascara produjeron un
menor indice de perdxidos que los CFD de pulpa. Los aderezos con 5% (m/m) de CFD
de pulpa fueron adecuadamente aceptados por un panel no entrenado. Por todo ello,
algunos de los productos obtenidos en este trabajo permitirian sustituir parcial y/o
totalmente, un estabilizante cominmente utilizado como la goma xantica y ademas,

podrian otorgar actividad antioxidante a la emulsion.
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OBJETIVOS DEL CAPITULO IV

Utilizar los CFD de pulpa y cascara producidos, para la formulacion de emulsiones

aceite en agua, tipo aderezo.

Evaluar la estabilidad al cremado de las emulsiones durante el almacenamiento.

Determinar el tamafio de gota de las emulsiones formuladas, durante el periodo de

almacenamiento.

Determinar el efecto antioxidante de los CFD, respecto a la produccion de peroxidos

en las emulsiones, al final del almacenamiento.

Evaluar la aceptabilidad sensorial de algunos de los aderezos formulados.
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IV. 1. INTRODUCCION

IV.1.1. Emulsiones alimenticias

Una emulsion se compone de dos liquidos inmiscibles, con uno de ellos disperso como
pequefias gotas esféricas en el otro liquido (McClements, 2005). El didmetro medio de
las gotas en los productos alimenticios emulsificados, tipicamente cae en algun intervalo
de 0,1 a 100 um. Las emulsiones pueden ser convenientemente clasificadas de acuerdo
con la distribucion espacial relativa de las diferentes fases. Una emulsion que consiste
en gotas de aceite dispersadas en una fase acuosa es denominada como de aceite en
agua (O/W), como por ejemplo, leche, crema, helados, aderezos, mayonesa, bebidas,

sopas Yy salsas (McClements, 2007).

Una emulsion que consiste en gotas de agua dispersadas en una fase de aceite se
conoce como una emulsién agua en aceite (W/O), como por ejemplo, la mantequilla, la
margarina y algunas pastas para untar. El material que compone las gotas, por lo
general se conoce como la fase dispersa, fase discontinua o fase interna, mientras que
el material que conforma el liquido circundante se conoce como la fase de dispersion,

fase continua o fase externa (McClements, 2007).

También es posible crear varios tipos de emulsiones multiples, por ejemplo, de aceite
en agua en aceite (O/W/O), agua en aceite en agua (W/O/W), aceite en agua en agua
(O/W/W) (Friberg, Larsson, & Sjoblom, 2004; Garti, 1997a, 1997b; Garti & Bisperink,

1998).

El proceso de conversién de aceite y agua en una emulsion, o de reducir el tamafio de
las gotas ya existentes en una emulsién, se conoce como "homogeneizacion" (Pieter
Walstra, 1993). En la industria alimentaria, la homogeneizacién se consigue
normalmente mediante la aplicacion de intensa agitacién mecéanica a una mezcla liquida

usando un dispositivo mecanico conocido como un "homogeneizador"”, por ejemplo, un
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mezclador de alto cizallamiento, un homogeneizador de valvula de alta presion, un

molino coloidal, microfluidizador o un homogeneizador ultrasénico (McClements, 2005).

La preparacion de emulsiones que sean cinéticamente estables durante un periodo de
tiempo que es de uso practico para la industria alimentaria (por ejemplo, dias, semanas,
meses 0 afios), requiere de la incorporacion de sustancias conocidas como

estabilizadores (McClements, 2007).

IV.1.2. Estabilizadores de emulsiones

Los estabilizadores pueden clasificarse de acuerdo con su modo de operacion, ya sea
como "emulsionantes” o " modificadores de textura". Un emulsionante es una sustancia
con actividad interfacial que se adsorbe a la superficie de las gotas de emulsién para
formar una capa protectora que evita la agregacion de las gotas una contra la otra, por
ejemplo, algunas proteinas, polisacaridos, fosfolipidos, pequefias moléculas
surfactantes y particulas sélidas (Stauffer, 1999; Whitehurst, 2004). Un emulsionante
también reduce la tension interfacial y por lo tanto facilita la disrupcion de gotas de la
emulsién durante la homogeneizacion, lo cual ayuda a la formacion de emulsiones que

contienen gotas mas pequefas (Walstra, 2003).

Un modificador de textura es una sustancia que, o bien aumenta la viscosidad de la fase
continua ("agente espesante™) o forma unared de gel dentro de la fase continua ("agente
gelificante"), retrasando asi el movimiento de las gotas debido a la gravedad o el
movimiento browniano. Ademas, proporciona al producto atributos de textura

caracteristicos (Cui, 2005; Doublier & Cuvelier, 2006).

Algunos tipos de polisacaridos y proteinas se pueden utilizar como ingredientes
espesantes o gelificantes en emulsiones alimenticias, incluyendo almidén, almidén

modificado, celulosa, celulosa modificada, pectina, alginato, carragenina, gelatina,
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proteina de suero, caseinato, proteina de soja y proteina de huevo (Cui, 2005; D J

McClements, 2005).

Muchos estabilizantes y espesantes son polisacaridos, como la goma arabiga, goma
guar, goma xantica, carboximetilcelulosa, carragenato, almidon y pectinas. Como son
sustancias hidrofilicas y se dispersan en soluciéon como los coloides, se han denominado
hidrocoloides. Muchos hidrocoloides se utilizan ampliamente por las singulares
caracteristicas texturales, estructurales y funcionales que imparten a los alimentos,
proporcionando estabilidad a emulsiones, suspensiones y espumas Yy por sus
propiedades espesantes en general. La mayoria de las gomas proceden de fuentes
naturales, como semillas y exudados de plantas, aunque otros se modifican
qguimicamente para conseguir las caracteristicas deseadas. Los hidrocoloides se utilizan
generalmente en concentraciones menores o iguales al 2%, ya que muchos presentan
una capacidad limitada de dispersion y la funcionalidad deseada se logra a esas
concentraciones. En muchas ocasiones la eficacia de los hidrocoloides esta relacionada
con su capacidad de aumentar la viscosidad, siendo este uno de los mecanismos por el

cual los hidrocoloides estabilizan las emulsiones aceite en agua (Castro, 2006).

La goma xantica es un exopolisacarido producido por la bacteria Xanthomonas
campestris y puede considerarse un polielectrolito aniénico. Su estructura primaria
consiste de un esqueleto de glucosas unidas por enlaces 3-1,4, como en la celulosa,
pero cada dos residuos de glucosa existe una cadena lateral constituida por un
trisacarido cargado de unidades de B-D-manopiranosil-3-(1—4)-D-glucuronopiranosil-
(1—2)-6-0-acetil-B-D- manopiranosil y, aproximadamente la mitad de ellos tienen un
acido piravico unido al acetal ciclico (BeMiller & Daniels, 2002). El éxito comercial de
esta goma se debe a su elevada viscosidad, tolerancia al NaCl, estabilidad térmica y
compatibilidad para ser utilizada en alimentos (Kwon, Foss, & Rha, 1987). Cada
molécula esta constituida por unos 7000 pentdmeros, su peso molecular se encuentra

en el rango comprendido entre 0,9-1,6 millones Da y es menos polidispersa que la
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mayoria de los hidrocoloides. Las moléculas de goma xantica que poseen mayor
proporcion de &cido pirtvico son las que originan soluciones de mayor viscosidad y

estabilidad térmica (BeMiller y Danlels, 2002).

IV.1.3. Mecanismos de inestabilidad en una emulsién

El término "estabilidad" de una emulsién es ampliamente utilizado para describir la
habilidad de una emulsion para resistir cambios en sus propiedades fisicoquimicas a

lo largo del tiempo (McClements, 2005).

Durante el andlisis de estabilidad, es importante identificar claramente los mecanismos
fisicos y/o quimicos dominantes responsables de la inestabilidad de una emulsion, ya
que esto determinara la estrategia mas efectiva para garantizar su vida (til. Las
emulsiones alimentarias pueden ser inestables debido a diferentes mecanismos fisico-
quimicos (Friberg et al., 2004; McClements, 2005), incluyendo separacion gravitacional
(formacion de crema/sedimentacion), floculacion, coalescencia, coalescencia parcial,

maduracién de Ostwald inversion de fases (Figura 1V.1.1)
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Figura IV.1.1. Fendbmenos de inestabilidad en emulsiones alimenticias. Adaptado de

McClements, (2007).
141



CAPITULO IV

La separacion gravitatoria, es el proceso mediante el cual las gotas se mueven hacia
arriba (cremado) debido a que tienen una densidad menor que el liquido circundante, o
hacia abajo (sedimentacién) debido a que tienen una mayor densidad que el liquido
circundante. La floculacion es el proceso por el que dos o mas gotas se adhieren para
formar un agregado en el que cada una de las gotas iniciales conserva su integridad

individual.

La coalescencia es el proceso por el gue dos 0 mas gotas se unen entre si para formar
una sola gota de mayor tamafio. La coalescencia parcial es el proceso por el cual dos o
mas gotas parcialmente cristalinas se funden entre si para formar un Gnico agregado de
forma irregular debido a la penetracion de cristales sélidos de una gota en una regién

de fluido de otra gota.

La maduracion de Ostwald, es el proceso mediante el cual las gotas mas grandes crecen
a expensas de las gotas mas pequefias debido al transporte de masa del material de la

fase dispersa a través de la fase continua.

La inversion de fases es el proceso por el cual una emulsion aceite en agua, cambia a
una emulsibn agua en aceite, o viceversa. Cabe destacar que estos diversos
mecanismos de inestabilidad fisicoquimicos estan a menudo relacionados entre si. Por
ejemplo, un aumento del tamafio medio de las particulas debido a la floculacion,
coalescencia 0 a la maduracion de Ostwald por lo general conlleva a un aumento en la

inestabilidad de las gotas en la separacion gravitacional (McClements, 2007).

Por otra parte, si las gotas permanecen en un prolongado contacto debido a la
separacion gravitacional o floculacion, ellas son mas susceptibles a la coalescencia. En
consecuencia, el mecanismo de inestabilidad responsable de la manifestacion visual de
la rotura de la emulsién no necesariamente es la razon por la que la emulsién se vuelve
inestable. Por ejemplo, se podria observar visualmente una rapida formacion de
cremado en una emulsion, pero esto, puede ser el resultado de la agregacion de las
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gotas. Por lo tanto, puede ser mas importante adoptar una estrategia que evite la
agregacion de gotas, en lugar de uno que evita la formacion del cremado de las gotas

(McClements, 2007).

En la Figura IV.1.2, se representan los cambios en la distribucion espacial de las gotas
de una emulsién estable a una inestable. Se representa mediante tres estados, el primer
estado para una emulsion estable, se representa como un sistema de una capa, el
segundo estado se representa como un sistema de tres capas. En este sistema se
empieza a detectar una capa de suero en el fondo, una capa intermedia de emulsién
estable y una capa superior de crema, la cual corresponde a gotas separadas de forma
gravitacional. Y finalmente un tercer estado o sistema de dos capas donde la emulsion
esta totalmente separada y solo se observa una capa de suero en el fondo y una capa

superior de crema.

Evolucidn en la distribucion espacial de las gotas en el tiempo
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Figura IV.1.2. Cambios en la distribucién espacial de las gotas en una emulsiéon en el

tiempo. Adaptado de McClements, (2007).
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IV.1.4. Caracteristicas de gota

Las propiedades fisicoquimicas de una emulsion, estan ampliamente influenciadas por
las caracteristicas de la gota que ellas contienen, por ejemplo su concentracion, tamafio,
carga, propiedades interfaciales e interacciones (Friberg et al., 2004; D J McClements,

2005).

IV.1.4.1. Concentracion de gotas

La concentracion de las gotas en una emulsién influencia su textura, apariencia,
estabilidad, atributos sensoriales y calidad nutricional. La concentracion de gotas es
usualmente caracterizada en términos de la fraccion de volumen de la fase dispersa, el
cual es igual al volumen de gotas de la emulsidn, dividido el volumen total de la emulsion.
En otras ocasiones la concentracion de gotas también se puede expresar en términos
de la fraccién de masa de la fase dispersa, lo cual es igual a la masa de las gotas de la

emulsién dividida la masa total de la emulsion.

IV.1.4.2. Tamafio de gota

El tamafio de gota en una emulsion tiene un fuerte impacto sobre su estabilidad (por
ejemplo, en la separacién gravitacional, floculacién y coalescencia), sus propiedades
opticas (la luminosidad y color), su reologia (viscosidad o modulo), y sus atributos
sensoriales (cremosidad) (McClements, 2005). Por tanto, es importante medir con
fiabilidad y especificar con precisién el tamafio de las gotas presentes dentro de una

emulsion.

Cuando todas las gotas en una emulsion tienen el mismo tamafio, se hace referencia a
una emulsion como monodispersa. La medicion del radio o didmetro de gota, se puede
utilizar para caracterizar el tamafio de las gotas, siendo importante especificar, si se
hace referencia al diametro o radio. En la préactica, las emulsiones de alimentos

contienen una gama de diferentes tamafios de gota, y por lo tanto el tamafio se
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denomina como polidisperso (McClements, 2007). Al construir o interpretar una
distribucion de tamafio de las particulas, es importante prestar especial atencion a la
manera en que se presenta la concentracibn y el tamafio de las mismas. La
concentracion de particulas se presenta usualmente como el porcentaje en volumen (%
en volumen) o el porcentaje en nimero (% en namero) de las mismas dentro de una
clase de tamafio particular. Las emulsiones polidispersas pueden caracterizarse como
monomodales, bimodales o multimodales dependiendo de si hay uno, dos o mas picos
en la distribucion del tamafio de particula. El tamafio de las particulas se especifica
generalmente en términos del didmetro (d) o el radio (r). Los tres valores medios de
tamafio de particula cominmente usados son el diametro medio ponderado en nimero
(d1o = Z ni di/ Z nj), el didmetro medio ponderado en superficie (ds2=Z nid%/ Z nid%) y
el diametro medio ponderado en volumen (ds3 = Z n; d% / Z n; d%) donde n; es el nimero
de gotas de didmetro di. En general, el diametro medio ponderado en volumen es mas
sensible a la presencia de particulas grandes que el diametro medio ponderado en

namero (McClements, 2007).

IV.1.4.3. Carga de las gotas

Las gotas en la mayoria de las emulsiones alimenticias tienen una carga eléctrica debido
a la adsorcién de moléculas que son ionizables a su superficie, por ejemplo, proteinas,
ciertos polisacaridos, agentes tensoactivos ionicos, fosfolipidos y algunos pequefios
iones (McClements, 2005). Las caracteristicas eléctricas de una superficie de gota
dependen del tipo y la concentracion de la especie ionizada presente en la superficie,
asi como de la composicién idnica y las propiedades fisicas del liquido circundante. La
carga en una gota de emulsién es importante porque determina la naturaleza de sus
interacciones con otras especies cargadas (por ejemplo, iones pequefios,
macromoléculas o particulas coloidales) o su comportamiento en presencia de un

campo eléctrico (por ejemplo, en la electroforesis). La agregacién de las gotas en
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muchas emulsiones de alimentos es impedida mediante el uso de emulsionantes idnicos
gque se adsorben a su superficie y evitan que se junten debido a repulsiones

electrostéaticas (Friberg et al., 2004; McClements, 2005).

IV.1.4.4. Propiedades interfaciales

La interfaz de las gotas consiste en una region estrecha (= 1 a 50 nm de espesor) que
rodea cada gota de emulsién, y contiene una mezcla de aceite, agua, y moléculas de
emulsificante, asi como posiblemente otros tipos de moléculas e iones (por ejemplo,
iones minerales, polielectrolitos hidréfilos, componentes anfifilicos). La region interfacial
sélo representa una fraccion significativa del volumen total de una emulsién cuando el
tamafio de la gota es inferior a aproximadamente 1 um (McClements, 2005). Aun asi,
puede tener un impacto apreciable en muchas de las propiedades fisicoquimicas y
propiedades sensoriales mas importantes de las emulsiones alimentarias, incluyendo su
estabilidad, reologia y sabor. Por esta razdn, investigadores del area de ciencia y
tecnologia de los alimentos estan particularmente interesados en el conocimiento de los
factores que determinan la composicion, la estructura, el grosor, la reologia y la carga
de laregién interfacial. Las propiedades de la regién interfacial se determinan por el tipo,
la concentracion y las interacciones de cualquier especie presente en la superficie, asi
como por los acontecimientos que se producen antes, durante y después de la

formacioén de la emulsion (McClements, 2007).

IV.1.5. Interacciones coloidales

Las interacciones coloidales determinan si las gotas de la emulsidbn permanecen como
entidades separadas, asimismo determinan las caracteristicas de los agregados
formados, por ejemplo, su tamano, forma, porosidad y deformabilidad (Friberg et al.,

2004; McClements, 2005). La estabilidad al cremado y la reologia de muchas
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emulsiones de alimentos dependen del grado de agregacion de las gotas y de la

naturaleza de los agregados formados (McClements, 2007).

En la Figura IV.1.3, se esquematiza, el proceso progresivo de formacion del cremado a
través del tiempo en una emulsién conteniendo un sistema polidisperso de tamafio de

gota.

Figura IV.1.3. Etapas en el proceso de formaciéon del cremado en una emulsién

alimenticia. Adaptado de (McClements, 2007).

IV.1.6. Emulsiones aceite en agua, salsas y aderezos

Los primeros aderezos para ensalada fabricados comercialmente comenzaron a
aparecer en el mercado alrededor de 1912 (Worrel, 1951). Las mayonesas, los
aderezos a base de mayonesa y los aderezos vertibles son los productos mas
comunmente comercializados (Castro, 2006). La preservaciéon de estos productos
usualmente depende de la disminucién del pH, por agregado de &cido acético y/o citrico,
de la depresion de la actividad de agua por adicion de cloruro de sodio, y de la inclusién
de preservadores tales como &cido sérbico y/o benzoicoy de EDTA. El pH del producto
oscila habitualmente entre 2,9 y 4,4 condicion de la cual resulta principalmente
responsable la presencia de acido acético. El acido acético y otros acidos organicos,
como el citrico, resultan importantes ya que confieren al producto su flavor caracteristico

y a su vez constituyen los agentes preservadores primarios.
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El contenido de aceite de los aderezos varia ampliamente desde 0,5%. Los valores mas
altos corresponden a formulaciones de mayonesas, las cuales pueden alcanzar el 85%
de contenido de aceite (Sheldrake, 2003). La amplia variedad en los niveles de aceite
es debida a las necesidades del mercado, ya que permite a los consumidores
seleccionar el producto de acuerdo al contenido cal6rico, los niveles de grasas y, por
supuesto, el sabor y textura del producto. Los aceites comestibles mas comunmente
utilizados son los de girasol y maiz, aunque actualmente se han introducido fuentes de
acidos grasos omega-3 y alfa-linolénico tales como los aceites de oliva, canola y soja,
los cuales pueden ayudar a prevenir el riesgo de enfermedades coronarias (Pszczola,

2001).

Tradicionalmente, los aderezos se elaboran con aceite, vinagre, agua y varios
Ingredientes adicionales que proveen el flavor particular de cada tipo de aderezo. Tales
Ingredientes resultan tan variados como por ejemplo tomates, especias, vegetales en
trozos, frutas secas, quesos, miel, etc. A partir de la década del 80, se comenzaron a
elaborar alifios menos acidos (con menor contenido de vinagre) y reducidos en calorias
(con menor contenido lipidico). Con ambas reducciones, la estabilidad microbiolégica
del producto puede verse comprometida puesto que al descender el contenido de acido
acético, el pH aumenta, y al disminuir el contenido de aceite, se incrementa la fase
acuosa, lo que a su vez disminuye la concentracion de sales y de acidos organicos en

esta fase (Smittle & Cirigliano, 1994).

En los trabajos de Worrel, (1951), se sugirio que la vida util de un aderezo correctamente
preparado debe ser de 3 a 6 meses. Sin embargo, es comun que la industria disponga
tiempos mas prolongados de vida Util para estos productos (entre 9y 12 meses). Smittle
& Cirigliano, (1994), informaron que la vida de anaquel de los distintos aderezos se
determina principalmente por las caracteristicas fisicas y quimicas del producto mas que

por su estabilidad microbiolégica.
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IV.1.7. Oxidacion lipidica en emulsiones aceite en agua

Hoy en dia, muchos consumidores buscan alimentos mas saludables y con un contenido
menor de aditivos, como por ejemplo los antioxidantes sintéticos. Es por esto, que la
oxidacién de lipidos en los alimentos formulados se ha convertido en una preocupacion

por parte de los fabricantes de alimentos (Berton-Carabin, Ropers, & Genot, 2014).

Desde la elaboracion de las emulsiones hasta su uso final, incluyendo su digestion en
el tracto digestivo, éstas son sometidas a distintos tratamientos. En presencia de
oxigeno, los componentes quimicamente reactivos pueden ser oxidados. Entre ellos,
los &cidos grasos polinsaturados, son los mas propensos a las reacciones de oxidacion.
La oxidacion de los lipidos tiene un efecto perjudicial sobre las cualidades tecnolégicas,
sensoriales y nutricionales de los alimentos. Las reacciones de oxidacion, producen
compuestos que pueden ser percibidos como desagradables al olfato, lo cual afecta
negativamente la calidad sensorial de los productos (Frankel, 2005). La oxidacién de
lipidos ademas causa perdida de compuestos de interés nutricional y, ademas, conlleva
a la formacion de radicales libres y compuestos potencialmente téxicos (Awada et al.,
2012). Algunas de las estrategias empleadas por la industria para prevenir la oxidacion
lipidica, incluyen el uso de empaquetamiento al vacio, exposicion a atmosferas
modificadas, almacenamiento a bajas temperaturas, encapsulacion de los compuestos
sensibles afadidos y/o adicién de antioxidantes. Diferentes estudios realizados, han
determinado que la region interfacial donde se produce el contacto entre la fase oleosa
y la fase acuosa, representa un area particularmente critica, respecto a las reacciones

de oxidacion de los lipidos (Berton-Carabin et al., 2014).

La oxidacién de los lipidos consiste en la reaccion del oxigeno molecular con acidos
grasos insaturados. Esta reaccion es descripta como una reaccién en cadena, la cual
se produce en etapas: iniciacion, propagacion y terminacion. La oxidacion de lipidos
ocurre generalmente mas temprano y mas rapido en las emulsiones que en el aceite

crudo para un determinado tipo de aceite. La oxidacioén favorecida o inducida por la
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emulsion puede ser atribuida a varias causas. En primer lugar, se supone que la
formacion del area interfacial entre el aceite y la fase acuosa promueve los contactos
entre lipidos insaturados y compuestos prooxidantes, tales como iones metalicos,
disueltos en la fase acuosa. Asimismo, un alta area interfacial, podria favorecer la
accesibilidad del oxigeno disuelto en la fase acuosa hacia la fase oleosa. En segundo
lugar, el propio proceso de emulsificacion, podria promover la oxidacion mediante la
incorporacion de oxigeno y el sobrecalentamiento, debido al esfuerzo cortante o la
produccién directa de radicales libres por cavitacién acustica en el caso de la sonicacién
(Berton-Carabin et al., 2014). Entre los métodos mas utilizados para controlar el grado
de oxidacién y la formacion de hidroperdxidos en los lipidos, se encuentra, el método
oficial del indice de perdxido, AOCS Cd 8-53 (Crowe & White, 2001), el método que
cuantifica las sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (Ifesan, Siripongvutikorn, &
Voravuthikunchai, 2009) y el método de espectroscopia infrarroja por transformada de

Fourier (Hayati, Che Man, Tan, & Aini, 2005).

IV.1.8. Andlisis sensorial de alimentos

Las pruebas realizadas para determinar la aceptaciéon de un producto, son un
componente valioso y necesario de los programas de analisis sensorial. Las pruebas de
aceptacion determinan la preferencia o nivel de gusto de un producto. La preferencia,
es la manifestacion de interés por un producto respecto a otro. La preferencia se puede
medir directamente mediante la comparacion de dos o mas productos entre si para
verificar, cudl de los productos se prefiere. En estos ensayos, se produce una medicion
de la preferencia, mediante la determinacion de cual producto es calificado
significativamente més alto que otro producto, o qué producto es calificado mas alto que
otro por un numero significativamente mayor de personas (Stone, Bleibaum, & Thomas,

2012).
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Dos de los métodos mas utilizados para medir la preferencia y aceptacion de productos,
son las pruebas de comparacion pareadas y la escala hedbnica de 9 puntos,
respectivamente. En la literatura se pueden encontrar otros métodos, que son
variaciones de estos dos métodos. La escala hedonica de 9 puntos, es un método facil
de entender para los consumidores o panelistas no entrenados y muchas empresas en
el mundo la utilizan, obteniendo resultados satisfactorios en términos de confiabilidad y
validez. Los célculos en base a los resultados obtenidos produciran medias, informacién
de la varianza y distribuciones de frecuencia, parametros que permitirdn cuantificar las
diferencias entre los productos y entre los sujetos. Los resultados también pueden ser
procesados y analizados para proveer informacién acerca de las diferencias en cuanto
a preferencias por un producto, como por ejemplo luego de un analisis de varianza o de

una pruebat (Stone et al., 2012).

151



CAPITULO IV

IV.2. MATERIALES Y METODOS

IV.2.1. Produccion de emulsiones aceite en agua, formuladas con concentrados

de fibra dietaria

Los CFD de pulpa y cascara deshidratados mediante las dos metodologias estudiadas,
fueron utilizados para formular emulsiones tipo aderezos, con el objetivo de analizar el
efecto de esta incorporacion en la estabilidad y efecto antioxidante de dichos productos

durante el almacenamiento.

Para la produccion de las emulsiones se utiliz6 una formulacion base para todos los
sistemas ensayados, la cual se compuso de: aceite de girasol comercial marca Cocinero
(Molinos Rio de la Plata, BA, ARGENTINA), Agua desionizada Milli-Q, (relacion
aceite:agua 42:58), solucion de acido citrico 5% (m/v) (Anedra, Argentina, PA), Tween
80 (Alkest, Mejico, calidad alimentaria), sorbato de potasio (Parafarm, Argentina, calidad
alimentaria), cloruro de sodio y azucar (calidad alimentaria). Para la formulacién, los
concentrados de fibra dietaria (CFD-CV y CFD-MW de pulpa y cascara), y la goma
xantica (GX) (Cargill, Argentina, calidad alimentaria) se ensayaron en diferentes
proporciones, para evaluar su efecto en la estabilidad de las emulsiones en el tiempo.

Las formulaciones realizadas, se resumen en la Tabla IV.2.1.

Tabla IV.2.1. Formulaciones ensayadas para la produccion de emulsiones tipo aderezo.

Formulacién Formulacién Formulacién Formulacion

1 2 3 control
Aceite (mL) 21,6 21,6 21,6 21,6
agua (mL) 21,6 21,6 21,6 21,6
Solucién de &cido citrico (5%) (mL) 6,0 6,0 6,0 6,0

Tween 80 (mL) 0,27 0,27 0,27 0,27
Sorbato de potasio (g) 0,025 0,025 0,025 0,025
NaCl (g) 0,075 0,075 0,075 0,075
Azucar (g) 1,750 1,750 1,750 1,750
GX (g) 0 0,051 0,103 0,257

CFD (g) 2,566 1,540 1,026 0

CFD, Significa concentrado en fibra dietaria. GX, significa goma xantica.
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Cada CFD, se adicioné en tres porcentajes (5%, 3% y 2% m/m) (Tabla IV.2.1), bajo la
premisa que estos productos, podrian sustituir parcial o totalmente el uso de la goma
xantica como estabilizante de las emulsiones, por lo cual los porcentajes de GX
utilizados fueron 0,2%, 0,1% y 0% m/m (Tabla 1V.2.1). Las mezclas CFD - GX fueron
respectivamente (5% - 0%), (3% - 0,1%) y (2% - 0,2%). Adicionalmente, una emulsion
control, sin CFD, se formulé con 0,5% (m/m) de goma xantica a fin de garantizar la
estabilidad durante el almacenamiento. Los ingredientes utilizados fueron elegidos
teniendo en cuenta la legislacion establecida por el Cédigo Alimentario Argentino.

Las emulsiones se produjeron siguiendo el procedimiento que se describe a
continuacién. Los CFD, junto con la GX se dispersaron en la fase acuosa y se dejaron
hidratar durante 12 horas con agitacion magnética. Posteriormente se agregaron los
deméas ingredientes sélidos y el sistema fue homogenizado. Por ultimo se agregé el
aceite previamente mezclado con el Tween 80. La emulsién fue preparada utilizando un
equipo Ultra-Turrax Basic T25 Homogenizer y una punta de agitacion S25N-25F (IKA
Works Inc., Wilmington, NC). La emulsion se realizé a una velocidad inicial de 6500
mint durante un minuto para la homogenizaciéon de los ingredientes y a continuacion
tres minutos a 24000 min! para la emulsificacion. Todos los sistemas se almacenaron
en heladera a 8°C en tubos de 15 mL (Figura 1V.3.1). A las 24 horas denominado tiempo

0y alo largo del almacenamiento se control6 el tamafio de gota hasta las 18 semanas.

IV.2.2. Control de estabilidad de las emulsiones

La estabilidad de las emulsiones se llevo a cabo mediante observacion visual, para
detectar separacién de fases y/o aparicion de una capa de suero en la parte inferior del
tubo. Ademas, durante el almacenamiento, se midi6 el tamafio de gota en las
emulsiones. Adicionalmente se midié el tamafio de particula de una solucién acuosa
control, conteniendo 5% (m/m) de CFD-MW de pulpa. El tamafio de gota se informé

como el diametro medio ponderado en superficie (ds.2).
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Se utilizé un equipo Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd, UK.) La velocidad de la

bomba fue configurada a 1800 min™, registrando el promedio de 10 mediciones.

IV.2.3. Porcentaje de suero separado

Cuando se evidencié una separacion de fases se midi6é el porcentaje del volumen de

suero separado, respecto al volumen de emulsion.

IV.2.4. indice de peréxidos en las emulsiones

Se determiné el indice de perdxido (IP) de las emulsiones como la cantidad de peréxidos
formados en la parte oleosa de la emulsion al final del almacenamiento. La parte oleosa
fue obtenida luego de romper la emulsion. Este proceso se llevé a cabo mediante la
congelacion y descongelacion de la misma, seguido de una centrifugacion a 10062 x g
durante 20 minutos (Chabrand Morales, 2007). Una vez separada la fase oleosa se
determiné el IP mediante el método AOCS Cd 8-53. Para ello, 2 gramos de la fase
oleosa separada gravimétricamente, se mezclaron con 30 mL de una mezcla
acético:cloroformo 3:2 (v/v). La mezcla se homogenizé con 0,5 mL de ioduro de potasio
saturado durante 1 minuto. A continuacién 30 mL de agua fueron adicionados. Se utiliz6
solucion 0,01 N de tiosulfato para la titulacién y solucién de almidén 1 g/100mL como
indicador. Adicionalmente se midio6 el IP del aceite inicial. Los resultados se expresaron

como miliequivalentes de perdxido por kilogramo de la fase oleosa de la emulsion.

IV.2.5. Andlisis sensorial

Se realiz6 un ensayo de analisis sensorial para evaluar la aceptacion y/o preferencia los
aderezos (emulsiones) producidos. Se eligieron tres de los aderezos producidos en esta
investigacion para realizar este analisis; los cuales fueron: los dos aderezos formulados
con 5% (m/m) de CFD de pulpa, deshidratados por microondas o conveccion y el

aderezo formulado con 3% (m/m) de CFD de cascara y 0,1% (m/m) de goma xantica.
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Para la eleccion de estas formulaciones se tuvo en cuenta que las que tenian 5% (m/m)
de CFD de pulpa, fueron estables al cremado sin el agregado de un hidrocoloide
comercial y ademas nutricionalmente son las que representarian un mayor aporte de
fibra dietaria. Mientras que la formulacion que contenia 3% (m/m) de CFD-MW de
cascaray 0,1 % (m/m) de goma xantica fue la que present6 una reduccion significativa
en el indice de peréxidos y ademas, dentro de las emulsiones con CFD de céscara, fue

la que presenté mejor estabilidad al cremado.

Se utilizé la formulacion base desarrollada para estas emulsiones y se agrego ajo (0,15

% m/m) y cebolla en polvo (0,05% m/m) como condimentos de sabor.

Para llevar a cabo el ensayo sensorial, se conté con la participacion de 76 panelistas no
entrenados. El ensayo sensorial, se llevé a cabo, teniendo en cuenta las

recomendaciones realizadas por Lawless, (2012).

Inicialmente se les pregunté a los panelistas, acerca de la frecuencia de consumo de
aderezos, y a continuacion se les dieron a probar los tres aderezos mencionados
anteriormente. Se les pidié calificar la percepcién de gusto o disgusto en cuanto a la
aceptabilidad global, la textura, el sabor y el color de los aderezos. Para este ensayo se
uso una escala hedonica de 9 puntos (Stone et al., 2012) y se utilizé el cuestionario que

consta a continuacion.
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Nombre

Con que frecuencia consume aderezos (marque con una X):

EVALUACION SENSORIAL DE UN NUEVO ADEREZO

Fecha

- Frecuentemente (Todos los dias).

- Ocasionalmente (dos veces por semana)

- Raravez (Una vez por mes)

Panelista N°

Instrucciones: Pruebe una cantidad suficiente de aderezo y luego marque con una X

la calificacion que mas se ajuste a su percepcién de gusto o de disgusto para los

siguientes atributos sensoriales. Ingiera una galletita y enjuague la boca con agua entre

cada muestra.

Puntaje Percepcion Aceptabilidad Textura | Sabor | color
global
9 Me gusta muchisimo
8 Me gusta mucho
7 Me gusta moderadamente
6 Me gusta un poco
5 Ni me gusta ni me disgusta
4 Me disgusta un poco
3 Me disgusta moderadamente
2 Me disgusta mucho
1 Me disgusta muchisimo

Comentarios y/o sugerencias
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Para el andlisis de los resultados, se registraron las calificaciones de los panelistas y se
asignaron puntajes, desde 1 para la percepciéon de “Me disgusta muchisimo” hasta un
puntaje de 9, para la percepcion de “Me gusta muchisimo”. Posteriormente, se promedio

el puntaje obtenido para cada atributo y para cada uno de los aderezos.

IV.2.5. Andlisis estadistico

Un analisis de la varianza One-way ANOVA con un test de Bonferroni a posteriori, fue
realizado cuando se requiri6 comparar los resultados de los diferentes ensayos, por

medio del utilitario GraphPad Prism versién 5.00, San Diego California USA.
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IV.3. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.3.1. Emulsiones aceite/agua formuladas con concentrados de fibra dietaria de
pulpay cascara de papaya

Los resultados obtenidos en los capitulos anteriores demostraron que los CFD tenian
un gran potencial para aplicaciones alimentarias como modificadores de la viscosidad y
aportadores de actividad antioxidante, tanto a nivel fisioldgico como a nivel industrial.
Por esta razdn, se desarrollaron emulsiones aceite/agua de tipo aderezo que incluian
los CFD obtenidos, para verificar las hipotesis anteriormente planteadas. En la Figura

IV.3.1 se muestra una imagen de las diferentes emulsiones producidas.

Control
sin CFD CFD-MW-pulpa CFD-MW-cascara CFD-CV-pulpa

Figura IV.3.1. Sistemas de emulsiones analizados.

Los sistemas obtenidos eran complejos, dado que involucraban una emulsion aceite en
agua con la fase acuosa espesada por la presencia de los componentes solubles de los
CFD y una suspension constituida por lo componentes insolubles de dichas

concentrados.

IV.3.2. Estabilidad de las emulsiones en el tiempo

El primer analisis visual, demostré que ninguna de las emulsiones producidas presento

cremado o separacion de fases a las 24 horas de almacenamiento. Luego, de este
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intervalo de tiempo, se determing el tamafio de gota a través del célculo del diametro
promedio ponderado en numero (ds2). Asimismo, la interpretacion de la concentracion
de particulas se determiné como porcentaje en niamero (% en nimero), ya que si bien
el porcentaje en volumen (% en volumen) ofrece una mayor sensibilidad a los cambios
en el tamafo de gota (McClements, 2007), en esta ultima forma de analisis, las
particulas de fibra insoluble suspendidas en la emulsién también son detectadas y
cuantificadas, otorgandole a la distribucion una caracteristica multimodal con tamafios
de particula entre 0 y 1000 um, mientras que vista como un porcentaje de concentracion
en namero, la distribucion de prevalencia es la monomodal correspondiente a tamafios
de gotaentre =0 y 17 um para todas las emulsiones. Se verific6 ademas que los tamafios
de particulas (ds) en la emulsién con valores alrededor de 10 y 1000 um correspondian
a valores de tamafio para la fibra hidratada. Se lleg6 a esta conclusion, luego de analizar
el tamafio de particula de los CFD-MW de pulpa en una solucién acuosa al 5% (m/m),
solucién control, mediante la técnica de dispersién de luz laser. A modo de ejemplo, se
muestran en las Figuras 1V.3.2 y IV.3.3 la distribucion del tamafio de particula en
volumen y en nimero de una solucién acuosa control y de una emulsion conteniendo

5% (m/m) de CFD-MW de pulpa.
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Figura IV.3.2. Distribucién de tamafio de particula de una solucion acuosa conteniendo

5% (m/m) de CFD-MW de pulpa en porcentaje en volumen y en nimero.
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Figura 1V.3.3. Distribucién de tamafio de particula de una emulsién conteniendo 5%

(m/m) de CFD-MW de pulpa y 0% de GX en porcentaje en volumen y en nimero.
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En general todas las emulsiones presentaron tamafios de gota entre 1y 2,5 um durante
el almacenamiento (Figuras 1V.3.4, IV.3.5, IV.3.6). La formulaciéon con los diferentes
tipos y porcentajes de CFD produjo emulsiones con diferente diametro de gota inicial
(tiempo 0) tal y como se puede observar en las figuras nombradas previamente. En
general, a las 24 horas, se observé que las emulsiones con CFD de cascara tuvieron
tamafios de gota inicial menores que el de la emulsion control (sin CFD). Se ha reportado
que algunas proteinas pueden cumplir la funcion de emulsificantes durante la
produccién de emulsiones ayudando a producir menores tamafnos de gotas (Akhtar &
Dickinson, 2003). En el analisis de la composicion quimica se demostré que todos los
CFD contenian proteinas y que ademas los CFD de cascara presentaban mayor
contenido de proteinas que los de pulpa. Posiblemente las proteinas contenidas en los
CFD de céascara permitieron un proceso de emulsificacion mas eficiente. En los estudios
de Akhtar & Dickinson, (2003), se demostré que un aumento en la concentracion de un
aislado de proteina del suero en emulsiones aceite/agua, producia menores diametros

de gota iniciales [d,2)].

Algunas emulsiones formuladas con CFD de céscara presentaron fendmenos de
deterioro (cremado) durante el almacenamiento. Las emulsiones que contenian 3% vy
5% (m/m) de CFD de cascara presentaron cremado entre las semanas 6 y 7 de
almacenamiento observandose una capa de suero en el fondo del tubo. La emulsion
con 5% (m/m) de CFD-CV de céscara fue la que presenté mayor cremado, mostrando
una mayor capa de suero al finalizar el almacenamiento (Figura IV.3.7); ademas en la
Figura 1V.3.6, se observa que esta emulsién presenté un aumento de casi 10 veces el
diametro de gota inicial en la semana 7, posiblemente debido a la coalescencia de las
gotas o formacién de fl6culos, que posteriormente causaron la rotura de la emulsion.

Cabe destacar que a pesar de las interferencias de la fibra en la determinacion del
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tamafio de gota, el método utilizado permitié detectar el aumento del d2) debido a la

inestabilidad del sistema.

Entre las emulsiones que presentaron cremado (Figura 1V.3.7), las que tenian CFD-CV
tuvieron una mayor capa de suero que las que tenian CFD-MW para un mismo
porcentaje de agregado. Asimismo, en la Figura 1V.3.5 se observa un ligero aumento
del tamafio de gota para los sistemas conteniendo 3% (m/m) de CFD de cascara a partir
de la semana 6, probablemente debido a la unién de gotas y medidas como particulas

de mayor tamafio.

El menor contenido de acidos urénicos en los CFD-CV de céscara (Tabla 111.3.1), podria
explicar que las emulsiones formuladas con este concentrado presentaran una mayor
capa de suero que las formuladas con CFD-MW de cascara, teniendo en cuenta que las
pectinas son compuestos que tienen la capacidad de aumentar la viscosidad de la fase
acuosa y disminuir la movilidad de las gotas de la fase dispersa, lo que a su vez hace
gque se produzca un efecto de proteccidn contra la agregacion de gotas y formacion de
floculos. Por lo cual se puede inferir que, para estas emulsiones, el porcentaje de
concentrado de fibra dietaria y de goma xantica, fue insuficiente para evitar el cremado.
La goma xéntica es un polisacarido hidrofilico conocido por su habilidad para estabilizar

sistemas alimenticios y aumentar su vida-atil (Dickinson, 2003).

Por otra parte las emulsiones con 2% (m/m) de CFD-MW de céscara, no presentaron
cremado al final del almacenamiento. Ello implica que la formulacién con 2% (m/m) de
este concentrado junto con 0,2% (m/m) de GX fue suficiente para que el producto

conserve las caracteristicas propias de la emulsion al menos durante 18 semanas.
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Figura IV.3.4. Tamafo de gota d2) durante las 18 semanas de almacenamiento para

las emulsiones formuladas con 2% (m/m) de CFD y 0,2% (m/m) de goma xantica.
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Figura IV.3.5. Tamafio de gota d(3,2) durante las 18 semanas de almacenamiento para

las emulsiones formuladas con 3% (m/m) de CFD y 0,1% (m/m) de goma xantica.
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Figura IV.3.6. Tamafo de gota d2) durante las 18 semanas de almacenamiento para

las emulsiones formuladas con 5% (m/m) de CFD y 0% (m/m) de goma xantica.
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Figura lV.3.7. Porcentaje de volumen de suero separado en emulsiones formuladas con

CFD de cascara al final del almacenamiento.

Es de gran importancia resaltar que de las emulsiones formuladas con los CFD de pulpa,
ninguna presentd cremado o separacion de fases durante las 18 semanas de
almacenamiento. Inclusive la emulsion que tenia 5% (m/m) de CFD-MW de pulpa y 0%
(m/m) de GX, aunque present6 un didmetro de gota significativamente mayor que las
demas emulsiones (Figura IV.3.6), el mismo se mantuvo estable y no se observé
separacion de fases durante el almacenamiento. Con lo cual se infiere que el uso de 5%
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(m/m) de cualquiera de los dos CFD de pulpa, es suficiente para estabilizar las
emulsiones aceite en agua formuladas y para sustituir totalmente el uso de la GX como
estabilizante. Este efecto protector ante los fenémenos de desestabilizacion puede ser
explicado, en gran parte, por las altas propiedades de hidratacién observadas en estos
concentrados (Tabla 111.3.2), a lo cual contribuye su mayor contenido de acidos urénicos
(Tabla 111.3.1), especialmente en el CFD-MW de pulpa. Los concentrados de pulpa
también presentan una mayor fraccién soluble en agua que la encontrada en los CFD

de la cascara, tal como se discutié en el Capitulo lll.

En ensayos previos (datos no mostrados) se habia podido determinar que se necesita
una cantidad mayor a 0,2% (m/m) de goma xantica para evitar el cremado de una
emulsién control (sin CFD). Por tal razon, en este estudio, para la formulacion del

sistema control, se utilizé un 0,5% (m/m) de goma xantica para asegurar su estabilidad.

IV.3.3. Indice de perdxidos en las emulsiones

En primera instancia, se determiné que el indice de peréxidos (IP) del aceite inicial era
de 1,96 + 0,2 mili-equivalentes perdxido/Kg de aceite, cuyo valor cumple con el
requerimiento del Cédigo Alimentario Argentino, donde se establece un valor maximo

de 10 mili-equivalentes peréxido/Kg de aceite.

En la Tabla 1V.3.1, se resumen los resultados encontrados para el IP en las emulsiones
a las 18 semanas de almacenamiento. Todas las emulsiones aumentaron su IP en la
fase oleosa, respecto al valor del IP del aceite inicial. Sin embargo, cuando se aumento
el porcentaje de CFD-CV de pulpa y los dos CFD provenientes de la cascara (Tabla

IV.3.1), se observé una disminucion del IP.
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Tabla IV.3.1. Andlisis del indice de perdxidos (mili-equivalentes/Kg de fase oleosa) en

las emulsiones al final del almacenamiento (18 semanas).

CFD-MW CFD-CV CFD-MW CFD-CV Emulsidn
de pulpa de pulpa de cascara de cdscara Control
Emulsién control ~ A830 + 12 P30+ 12 P30+ 12 A30+1° A30+1°

2% (m/m) de CFD 832 +2° AD28 + 134 AQ7 +73c A32 + 1P A30 + 1 bed

3% (m/m) de CFD *830,5+0,8%¢ AC25+20  BC3+712b 82235 +0,72 A30+1¢

5% (m/m) de CFD *27,6 +0,5%¢ B€24,3+0,7° €21,0+0,8® B821+12 A30 + 19

Letras mayulsculas diferentes en una misma columna y letras minusculas diferentes en una
misma fila, indican que los valores son estadisticamente diferentes (p<0,05).

Se observé también que, entre las emulsiones adicionadas con 5% (m/m) de CFD, el
menor indice de peréxido lo presentaron las emulsiones con CFD de céscara. En el
capitulo lll, el analisis de las caracteristicas antioxidantes de los CFD habia mostrado
que los CFD de céascara eran los que tenian la mayor capacidad antioxidante y mayor
contenido de compuestos antioxidantes como polifenoles, carotenoides y &cido
ascorbico (Tabla 111.3.3,), los cuales pueden haber favorecido la inhibicién de la

formacion de peroxidos.

Entre las emulsiones formuladas con CFD de pulpa, aguéllas en las que se utiliz6 CFD-
CV, presentaron un menor indice de peréxido (p<0,05) que las formuladas con CFD-
MW. Esta tendencia puede ser explicada por las diferencias encontradas en sus
caracteristicas antioxidantes reportadas en la Tabla 111.3.3. Finalmente, se encontraron
pequefas diferencias entre las emulsiones formuladas con 2% (m/m) de CFD-CV y

CFD-MW de céascara.

En diferentes estudios se ha reportado que la incorporacion de material vegetal en
salsas y/o aderezos, ayuda a reducir la formacion de compuestos peroxidados. Tseng
& Zhao, (2013) investigaron el efecto de la incorporacién de material obtenido del orujo
de la uva, en dos tipos de aderezos para ensalada, encontrando una reduccién en el
indice de peroxidos respecto al control, a los 21 dias de almacenamiento, en presencia

del material obtenido. Asimismo, en estudios realizados por Ifesan, Siripongvutikorn, &
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Voravuthikunchai, (2009) se encontré que la adicion de un extracto crudo de Eleutherine
americana en emulsiones tipo aderezos permitia retardar la oxidacion de los lipidos que

conformaban dichos sistemas.

IV.3.4. Andlisis sensorial

La frecuencia de consumo de aderezos por parte de los panelistas se resume en la
Figura 1V.3.8. Se encontré que el 20% de los panelistas consumia aderezos al menos
una vez por mes, otro 20% de ellos consumia todos los dias y un 60% consumia, al

menos, dos veces por semana.

Una vez Todos los
por mes dias
20% 20%

Dos veces por semana
60%

Figura 1V.3.8. Frecuencia de consumo de aderezos por parte de los panelistas.

En cuanto al grado de aceptacion de los aderezos, se encontrd6 que el aderezo
formulado con 5% (m/m) de CFD-MW de pulpa, obtuvo valores promedio de 7 + 1 para
la aceptabilidad global, 8 + 1 para la textura, 7 £ 1 para el sabory 7 £ 1 para el color.
Para el aderezo formulado con 5% (m/m) de CFD-CV de pulpa se obtuvieron en
promedio valores de 7 + 1 para la aceptabilidad global, de 7 £ 1 para la textura, de 7 +
1 para el sabor y de 8 + 1 para el color. La comparacién de estos dos aderezos mediante
el ANOVA, demostré que no se detectan diferencias significativas (p<0,05) a la hora de
evaluar cada uno de estos atributos por parte de los consumidores. Asimismo, se puede

decir que el grado de aceptabilidad promedio de los dos aderezos corresponde a una
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calificacion alrededor de los 7 puntos, lo cual en la escala heddnica seria, una
apreciacién de “me gusta moderadamente”, por lo cual se puede decir que estos

productos fueron aceptados por los consumidores.

Por otra parte, el aderezo formulado con el CFD de cascara-MW obtuvo una calificacién
promedio de 4 + 2 para la aceptabilidad global, 5 + 2 para la textura, 4 + 2 para el sabor
y 6 + 2 para el color. Estos resultados fueron significativamente menores (p<0,05) que
los obtenidos para los dos aderezos de pulpa. Por lo cual se puede decir que este
aderezo present6 una baja calificacion en cuanto a la aceptabilidad global y el sabor,
con una percepcion de “me disgusta un poco”, mientras que la textura de este aderezo
tendria una percepcion neutra de “ni me gusta ni me disgusta”. Sélo el atributo de color
fue aceptado por los consumidores con una percepcién de “me gusta un poco” La

tendencia obtenida para este andlisis se puede observar mejor en la Figura 1V.3.9.

Aceptabilidad

= Aderezo con CFD-MW de
pulpa

Aderezo con CFD-CV de
pulpa

e Aderezo con CFD-MW de
cascara

Color Textura

Sabor

Figura 1V.3.9. Comparacion de la percepcién de gusto para los cuatro atributos

calificados por los consumidores en los tres aderezos

Un analisis realizado para verificar la distribuciéon en porcentaje, de cada uno de los
puntajes asignados a cada atributo sensorial, por cada uno de los panelistas, se observa

en las Figuras 1V.3.10, IV.3.11 y IV.3.12.
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Aderezo con CFD-MW de pulpa
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Figura 1V.3.10. Distribucion en porcentaje de la percepcién de gusto o disgusto para

los cuatro atributos sensoriales para el aderezo formulado con CFD-MW de pulpa.

Aderezo con CFD-CV de pulpa
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M Aceptabilidad global

M Textura

m Sabor

H Color

Figura IV.3.11. Distribucion en porcentaje de la percepcién de gusto o disgusto para

los cuatro atributos sensoriales para el aderezo formulado con CFD-CV de pulpa.
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Aderezo con CFD-MW de cascara
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Figura 1V.3.12. Distribucion en porcentaje de la percepcion de gusto o disgusto para

los cuatro atributos sensoriales para el aderezo formulado con CFD-MW de cascara.

En general se pudo observar que para los aderezos formulados con los CFD de pulpa,
el mayor porcentaje de panelistas tuvo una percepcion positiva de aceptacion (Figuras
IV.3.10 y 1V.3.11), concentrandose el mayor porcentaje de votos en la percepcion de
“me gusta mucho”, “me gusta moderadamente” y “me gusta un poco”. Por otra parte,
para el aderezo formulado con el CFD-MW de cascara, se obtuvo una distribucion de
los puntajes mas amplia como se observa en la Figura 1IV.3.12 y, en general, se
evidencia que en cuanto a los atributos aceptabilidad global, textura y sabor, un

mayoritario porcentaje de personas dijeron “me disgusta un poco”, mientras que al

calificar el color, mayoritariamente dijeron me “gusta moderadamente”.
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IV.4. CONCLUSIONES

Los CFD producidos se utilizaron como ingredientes en la produccion de
emulsiones aceite en agua analizando la estabilidad de las mismas durante el

almacenamiento y el efecto antioxidante de los CFD.

Todas las emulsiones preparadas fueron estables, al menos por 6 semanas de
almacenamiento. Ninguna de las emulsiones formuladas con CFD de pulpa

presentd inestabilidad visual durante las 18 semanas de almacenamiento.

La formulacién con CFD-CV de céscara necesitaria un porcentaje de un
estabilizante como la goma xantica en un porcentaje superior al 0,2% (m/m) para
evitar el cremado, mientras que el uso de 2% (m/m) de CFD-MW de céscara
junto con 0,2% (m/m) de goma xantica fue suficiente para estabilizar las

emulsiones por 18 semanas.

La formulacion con 5% (m/m) de los CFD produjo una reduccion significativa del
indice de peréxido en todas las emulsiones al final del almacenamiento (18
semanas), siendo mayor la reduccién cuando se utilizé CFD provenientes de la

cascara.

El andlisis sensorial demostr6 que la formulacion de los aderezos con 5% (m/m),
de CFD de pulpa, en general produce una aceptacion del producto con una
calificacion promedio de 7 puntos en una escala de 1 a 9 puntos y que, ademas,
no se detectan diferencias significativas entre los atributos sensoriales, si el CFD

es deshidratado por microondas o por conveccion.

El aderezo formulado con 3% (m/m) de CFD-MW de céscara, fue poco aceptado
por los panelistas, en cuanto a la aceptabilidad global y al sabor de los aderezos,
sin embargo en cuanto a la textura y el color, los puntajes fueron levemente
superiores respecto a los primeros.
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CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo de investigacion se ha propuesto una metodologia para la
obtencion de concentrados de fibra dietaria a partir de pulpa y cascara de papaya
mediante la combinacién de un tratamiento con etanol y una etapa posterior de

deshidratacion con microondas o conveccién con aire caliente.

El disefio factorial mostr6 que el tiempo de tratamiento con etanol y la relacién
etanol/muestra eran las variables de proceso que ejercian la mayor influencia sobre las
propiedades analizadas (propiedades de hidratacién, de absorcién de aceite, volumen
especifico, color, contenido de compuestos fendlicos) cuando la deshidratacion se
realizaba con radiaciones de microondas sobre concentrados de pulpa. El andlisis de
superficie de respuesta permitié optimizar las respuestas analizadas y el analisis multi-
respuesta, mostré que el concentrado obtenido mediante tratamiento con etanol durante
15 minutos, en una relacién etanol/muestra de 2,9 mL/g y una temperatura de secado
de 40°C, daba lugar a concentrados con propiedades maximizadas. Estas mismas
condiciones fueron utilizadas para obtener concentrados de fibra dietaria a partir de la

cascara.

El concentrado obtenido a partir de la pulpa presenté valores mas altos para las
propiedades de hidratacién que el de la cascara, marcando su potencialidad para
mejorar las caracteristicas texturales de los alimentos y estabilizar su estructura. En
cambio, los obtenidos a partir de la cascara presentaron mayor contenido de

compuestos fendlicos lo cual aumentaria su actividad antioxidante.

La profundizacion del estudio sobre la naturaleza quimica de los productos antioxidantes
presentes permiti6 determinar la presencia de carotenoides, éacido ascorbico y
compuestos fendlicos, de los cuales se identificaron a los compuestos hexdsido de acido

protocatecuico, manghaslina, quercetina-3-O-rutindsido, cafeoil hexoésido y &acido
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ferdlico. Adicionalmente se identificaron y cuantificaron los carotenoides luteina,
zeaxantina, B-criptoxantina y p-caroteno en los concentrados. La mayor cantidad de
compuestos fendlicos, carotenoides y acido ascérbico se detectaron en los
concentrados provenientes de la céscara, lo cual explica la mayor capacidad
antioxidante observada en los concentrados de fibra dietaria de cascara y en las
fracciones indigestibles (solubles e insolubles) después del ensayo de digestibilidad in

vitro de dicha fraccion.

Se analiz6 comparativamente el efecto del método de deshidratacién sobre las
propiedades fisicas, quimicas, funcionales de concentrados de fibra dietaria obtenidos
a partir de pulpa y cascara de papaya. Se utilizd asi la deshidratacion por conveccion
con aire caliente (CV) o asistida por microondas (MW). El analisis quimico, demostré
que todos los concentrados estaban constituidos por celulosa, carbohidratos no
celuldsicos y proteinas. Ademas se encontr6 que la deshidratacion con microondas
produjo fracciones con un mayor contenido de acidos uroénicos, los cuales tuvieron alto
grado de metilacion (> 50%) y bajo grado de acetilacion (< 50%). Se observé que los
concentrados obtenidos mediante CV presentaban mayor capacidad antioxidante, lo
cual se deberia al mayor contenido de compuestos fendlicos y carotenoides presentes
en ellos y que los obtenidos a partir de pulpa presentaban valores mucho mejores para
las propiedades de hidratacion que los de la cascara, especialmente si el método de

secado era MW.

Los CFD de cascara mostraron mayores valores de la temperatura de transicion vitrea,
y ello se incrementa si el secado es por conveccion de aire, con lo cual estos productos,
al ser afnadidos en alimentos como por ejemplo, galletitas horneadas, contribuirian al
aumento de la vida Gtil durante el almacenamiento, colaborando al mantenimiento del

estado vitreo de las mismas y de sus caracteristicas organolépticas.
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La utilizacién de los concentrados obtenidos como ingredientes en la produccion de
emulsiones aceite en agua, mostré que el uso de 2% (m/m) de concentrado de fibra
dietaria de cascara, obtenido mediante deshidratacion por microondas, junto con 0,2%
(m/m) de goma xantica, fue suficiente para estabilizar las emulsiones por 18 semanas.
Un 5% (m/m) de concentrado de pulpa estabilizé al menos por 18 semanas las
emulsiones producidas, lo cual permitiria prescindir del uso de goma xantica como
estabilizante. Asimismo, la formulacién con 5% (m/m) de los concentrados produjo una
reduccion significativa del indice de peroxidos en todas las emulsiones al final del
almacenamiento, observandose la mayor reduccién cuando se utiliz6 concentrados

provenientes de la cascara.

En cuanto al analisis sensorial, realizado para determinar la aceptacion de los aderezos
por parte de los consumidores se pudo concluir que, el uso de 5% (m/m) de CFD de
pulpa, para formular dichos aderezos, produce una percepcion de “me gusta
moderadamente” en dichos consumidores y que ademas, el mecanismo de secado de
los CFD, no produce diferencias en dicha percepcion. En cambio, el aderezo formulado
con CFD de céscara y deshidratado por microondas, necesitaria una modificacion en la
formulacion, para satisfacer los atributos de aceptabilidad global, texturay sabor en los

consumidores.

Los concentrados de fibra dietaria producidos a partir del tejido de pulpa y cascara de
papaya, son materiales que muestran un gran potencial para ser usados como
ingredientes en la formulacion de nuevos alimentos, debido a: i) su alta capacidad de
absorcion y retencién de agua, ii) su aporte de compuestos con actividad antioxidante y
iii) su aporte nutricional por estar enriquecidos en fibra dietaria. Esos concentrados
constituyen asi un material con maltiples funcionalidades, que pueden modularse con el
método de deshidratacion aplicado en su obtencion. Dentro de sus funcionalidades se

pueden mencionar su aporte de nutrientes para el organismo, su capacidad para actuar
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como un ingrediente funcional en aplicaciones especificas de la industria alimentaria
como la modificacion textural/reoldgica y la estabilizacion de emulsiones. Por otra parte,
la presencia de compuestos fendlicos, carotenoides y acido ascérbico en las fracciones
obtenidas puede proporcionar una funcionalidad adicional para los concentrados
obtenidos, tales como la prevencion de la oxidacién de lipidos en alimentos con alto
contenido de grasa y la contribucién a la actividad antioxidante de los alimentos. Por

todo ello, estas fracciones permitiran contribuir al desarrollo de alimentos saludables.

Los resultados obtenidos son prometedores en relacion al aprovechamiento de los
residuos agroindustriales de la papaya, asi como a la potencial aplicacion de los
concentrados obtenidos como ingredientes funcionales en la industria alimentaria y
otras. La continuacién de estos estudios en futuras investigaciones contribuira a
confirmar los resultados, ampliar la gama de aplicaciones de los concentrados y a

profundizar los conocimientos en este area.
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ANEXO 1

ANALISIS DE LOS PROCESOS DE
SECADO
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A.1. INTRODUCCION

El secado se considera como uno de los mas antiguos métodos de preservacion de las
materias primas alimentarias. En la antigliedad, el método utilizado para deshidratar los
alimentos era el solar. Sin embargo, mas tarde, el desarrollo de nuevas tecnologias, y
la necesidad de optimizar y estandarizar el proceso para garantizar la inocuidad del

alimento, conllevaron a la investigacion de diferentes mecanismos de secado.

Este proceso da lugar a la preservaciéon de los alimentos por la reduccion de su
contenido de agua mediante la ocurrencia simultadnea de transferencia de calor y masa
(Sagar & Suresh Kumar, 2010). El secado permite una vida (til mas larga a los alimentos
debido a la limitacion del crecimiento microbiano y de la accién enzimética. Ademas
reduce al minimo los cambios fisicos y quimicos durante el almacenamiento (Ruhanian

& Movagharnejad, 2016).

Dentro de los métodos utilizados para el secado de frutas y vegetales, se encuentra la
liofilizacién, el secado convectivo, el secado en lecho fluidizado, la osmodeshidratacion,
la deshidratacion con microondas, la combinacién entre ellos y otros. La eleccion de uno
u otro, dependera de factores como la disponibilidad del secador, el tipo de producto, el
costo de la deshidratacion y la calidad deseada para el producto desecado, siendo el
consumo de energia y la calidad de los productos secos las consideraciones mas

criticas en la seleccién del método de secado (Sagar & Suresh Kumar, 2010).

A diferencia del secado por microondas explicado en el Capitulo I, el secado por
conveccion con aire caliente, se produce luego de haber mantenido en contacto un
sélido humedo con una corriente de aire caliente. El aire sirve para transferir calor al
sélido y para eliminar el vapor formado. Si el aire caliente es suministrado al sistema a
temperatura y humedad constante, en general, se puede decir que en el secado se
destacan dos etapas diferentes, una en la cual la velocidad de secado es constante y
otra, en la cual la velocidad de secado es decreciente (Nonhebel & Moss, 2002).
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En diferentes investigaciones donde se estudia los procesos de deshidratacion de
alimentos, se utilizan modelos mateméticos que simulan el decaimiento de la humedad
y la transferencia de masa. Dentro de los modelos mas estudiados se encuentran el de
Newton, el de Page, el de Henderson y Pabis, el Logaritmico y el de Difusion, entre

otros (Aregbesola, Ogunsina, Sofolahan, & Chime, 2015).

El objetivo de este anexo fue estudiar el modelado de la deshidratacion de los
concentrados de fibra dietaria (CFD) de papaya a través de los modelos matematicos
de Page y/o Logaritmico, en cuanto a la deshidratacibn por microondas y por

conveccion, métodos utilizados en los Capitulos | y IlI.
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A.2 MATERIALES Y METODOS

Durante los procesos de deshidratacién llevados a cabo para producir los CFD de esta
investigacion, se registro la pérdida de peso de las muestras a través del tiempo hasta
alcanzar peso constante y valores de a,menores de 0,6, como se detallé anteriormente
en los capitulo | y Ill. A partir del registro de la variacién del peso de los CFD en el
tiempo, se realizaron las curvas de secado, graficando la variacién de la humedad

adimensional en funcién del tiempo de deshidratacion.

Para cada secado realizado -correspondiente a los disefios experimentales
desarrollados, el residuo obtenido luego del tratamiento de =300 g de tejido de pulpa
con etanol, se filtrd y se dispuso en una bandeja de polipropileno (PP 5), obteniendo una
altura de lecho de = 4 cm. Posteriormente, la bandeja se dejé bajo campana, durante
una hora para eliminar el etanol remanente y, posteriormente, se introdujo dentro del
secador de microondas (Ethos plus, Milestone lItalia) o en un secador por conveccién

con aire caliente (FAC, Argentina), segun lo explicado en los capitulos | y 11l

En la Figura A.2.1, se esquematiza el secador de microondas y la disposicién espacial

de la muestra.

Sensor de
temperatura

¢

R
N |

ventilacién

Salida de
vapor de muestra Panel
agua controlador
—

L )

Figura A.2.1. Esquema del secador de microondas y disposicién de la muestra de CFD.

179



ANEXO 1

Para la deshidratacion por microondas, se utilizé un programa de secado segun la
temperatura de los disefios experimentales contemplados en el capitulo I. En la Figura
A.2.2, se muestra un ejemplo de un programa de secado utilizado, para una muestra

deshidratada a 60°C (Punto central, disefio de superficie de respuesta).

Temperatura (°C)

®

0500 00 00:01:00 00:02:00 00:03:00 00:04:00 00:05:00 00:06:00 00:07:00 00:08:00 00:09:00 00:10:00
Tiempo (min)

i Temperatura programada B Temperatura de la muestra Potencia modulada

Figura A.2.2. Ejemplo de un programa de secado y temperatura experimentada por la

muestra para la obtenciéon de un CFD de pulpa en la deshidratacién por microondas.

La linea azul, denota la rampa de temperatura programada, la linea roja representa el
registro de temperatura de la muestra durante cada intervalo de secado, la linea amarilla
representa la modulacion de la potencia para alcanzar la temperatura deseada,
adquiriendo un valor maximo de 450 W. EIl daltimo minuto del programa, corresponde al
tiempo de ventilacion dentro del equipo. Se programaron intervalos de secado de 10
minutos para los niveles bajos de temperatura, de 5 minutos para los intermedios y de

2,5 minutos para los altos.

Para el caso del secado por conveccion con aire caliente, se utilizd un equipo de
conveccion forzada (FAC, Argentina, modelo SRBCO 4040), con una velocidad de aire
de 2,0 m/s. Durante cada intervalo de secado se rot6 la disposicion de las bandejas y
se controlé que la temperatura de la muestra se mantuviera en los 40°C. En la Figura

A.2.3, se representa el equipo utilizado para el secado por conveccion con aire caliente.
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Salida de vapor
de agua

Sensor de
temperatura

Entrada de
X” aire caliente

/ —
muestra muestra

EACH »;

Figura A.2.3. Representaciéon del equipo utilizado para el secado por conveccién con

aire caliente

A.2.1. Modelado de las curvas de secado

Todos los datos del secado por microondas (Capitulo 1) fueron modelados mediante la

ecuacion de Page:
_ (m - me) _

MR = —2 = (k. th
(mo - me)

Donde, MR representa la variacion del contenido de humedad, m el contenido de
humedad a un dado tiempo t (% en base seca), mg el contenido de humedad inicial (%
en base seca), me el contenido de humedad en el equilibrio (% en base seca), t es el

tiempo en minutos, k y n son los pardmetros de Page (Page, 1949).

La humedad de equilibrio (m¢), se determind a partir de los Ultimos tres puntos de la

curva de secado, para intervalos igualmente espaciados.

_ my xmg — (m,)?

my +ms—2*m,

Donde:

m es la humedad en base seca al tiempot
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m: es la humedad en base seca al tiempo t+dt

ms es la humedad en base seca al tiempo t+2dt

Para cada regresion, se determiné el parametro R? y el error estandar del estadistico,
para evaluar el ajuste de los puntos de la curva de humedad con el modelo de regresion.
Se obtuvieron los parametros K y n de Page de cada sistema.

Para la comparacion de los dos métodos secado (microondas y conveccion con aire
caliente) en cuanto a la deshidratacion de los CFD se ajustaron los datos experimentales
obtenidos con ambas técnicas mediante los modelos de Page o Logaritmico
(Aregbesola et al., 2015).

Modelo Logaritmico:
MR =a.eC"kD 4 ¢
Donde MR la humedad relativa, para cada tiempo t, ¢, k y ¢ son las constantes del

modelo Logaritmico.

A.2.2. Tratamiento estadistico de los datos

Para el modelado de todas las regresiones no lineales, asi como todos los analisis
estadisticos de los disefios experimentales, se utilizd el programa STATGRAPHICS

Centurion XV (V. 15.2.06, 2007; StatPoint Inc, Warrenton, VA, Canadd).
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A.3. RESULTADOS Y DISCUSION

A.3.1. Secado por microondas

Los resultados obtenidos luego del andlisis del primer disefio experimental, permitieron
verificar que, en general, la ecuacibn de Page describi6 adecuadamente la
deshidratacion de los CFD de este disefio como se observa en la Tabla A.3.1,

obteniendo valores para el R? superiores al 99%, a escepcion de los sistemas 1y 16.

Tabla A.3.1. Pardmetros de la ecuacién de Page para el modelado de la deshidratacion

con microondas.

t Te E/M Ts Tiempo E!’I’OI’
sistema  (min) °C)  (ml/g) (°C)  de secado K n R2 estggldar
(min) estimado
1 25(1)  80(D) 5(1)  30(D) 471 0,0060  0,9843 95,64 0,0594
2 45(1)  80(1)  2(1)  70Q) 31,3 01564 09631 99,72 0,0166
3 45(1) 20(1)  5(1) 70 (1) 22,5 00423  1,4974 99,64 0,0229
4 45(1) 20(-1) 2(1)  30(1) 190 00231 09423 99,30 0,0253
5 15(-1) 80 (1) 5 (1) 70 (1) 27,5 00027 00273 99,84 0,0148
6 15(1) 80(1)  2(1)  30(1 220 00099  1,0764 99,07 0,0306
7 15(-1) 20(1) 5(1)  30(1) 514 00032 11213 9944 0,0270
8 15¢-1) 20(1) 2(1)  70() 30 00706  1,1980 99,72 0,0179
9 45(1)  80(1) 5(1) 70 (1) 25 00310 1,6187 99,92 0,0112
10 45(1) 80(1)  2(1)  30(1) 200 00103  1,0697 99,01 0,0317
11 45(1) 20(1)  5(1)  30(1) 140 00122  1,1809 99,74 0,0174
12 45(1) 20(-1) 2(1)  70(Q1) 32,5 00536  1,3131 99,95 0,0079
13 15(-1) 80 (1) 5(1)  30(1) 166 00076  1,2031 99,20 0,0300
14 15(1) 80(1) 2(1)  70(1) 30 00691  1,2387 99,97 0,0064
15 15(1) 20(1) 5() 70 (1) 25 00991  1,2340 99,86 0,0134
16 15(-1) 20(1) 2(1)  30(1) 200 00161 09722 98,94 0,0316
17 30(0) 50(0) 35(0)  50(0) 65 00134  1,2585 99,44 0,0262
18 30(0) 50(0) 35(0)  50(0) 55 00096  1,4822 99,30 0,0313
19 3000) 50(0) 35(0)  50(0) 50 00042 18502 99,11 0,0384
20 30 (0) 50 (0) 3,5 (0) 50 (0) 55 0,0156 1,3124 99,28 0,0299

t: tiempo de tratamiento con etanol, Te: temperatura de tratamiento con etanol, E/M: relacion
etanol/muestra, Ts: Temperatura de secado, k y n parametros del ajuste de Page.

Asimismo, en la Tabla A.3.1, se encontraron valores para el error estandar del estimado
entre 0,0064 y 0,0384. Estos valores representan la variacion residual y permiten inferir
gué tan bien se ajusta la linea de regresion construida al conjunto de datos en si; cuanto
menor sea la variacion, mas acertados seran los célculos estimados (Camacho-
Sandoval, 2007). Los valores de error obtenidos en esta investigacion son del orden de

los que se han reportado como estimadores de un buen ajuste durante el modelado del
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secado de otros alimentos tales como nueces (Aregbesola et al., 2015) con el modelo

de Page y otros modelos.

En las Figuras A.3.1y A.3.2, se observa que la temperatura de secado es el factor que
influyé significativamente (p<0.05) y de forma positiva sobre los parametros Ky n de
Page, lo cual indica que a mayor temperatura de secado se obtendran mayores valores
de Ky n y por tanto una mayor velocidad de secado. En los estudios realizados por
Rocha et al., (2012), se demostrd que el aumento de la temperatura de secado, durante
la deshidratacién de tomillo, producia un aumento proporcional de los parametros Ky n.
Por otra parte, tanto para el andlisis de k como de n, la prueba de falta de ajuste no fue

significativa, obteniendo valores de P de 0.1653 y 0.4478 para K y n, respectivamente.

Diagrama de Pareto Estandarizada para k

D:Temperatura de secado

\
C Relacion etanolmuestra | - [ - -

BC
AB

\
co |

AC

A-Tiempo de tratamiento etandlico | [
B Temperatura de tratamiento etanolico -
Ap | [

BD | O

0

Efecto estandarizado

Figura A.3.1. Diagrama de Pareto Estandarizado para la constante K de la ecuacion
de Page.

Diagrama de Pareto Estandarizada para n

D:Temperatura de secado

AD

C:Relacion etanol/muestra
B:Temperatura de tratamiento etanélico

;
\
\
7]
]
A:Tiempo de tratamiento etandlico | [ |
1
.
o
N
0

BD
BC
AB
AC
CD

0 1 2 3 4 5
Efecto estandarizado

Figura A.3.2. Diagrama de Pareto Estandarizado para la constante n de la ecuacion
de Page.
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Como se observa en la Tabla A.3.1, los tiempos de deshidratacion, para los sistemas
del disefio donde se utiliz6 una temperatura de secado de 30°C fueron muy elevados,
alcanzando valores hasta de 471 y 514 minutos para los sistemas 1 y 7,
respectivamente, razon por la cual para el disefio posterior por superficie de respuesta

se aumentd en 10 °C los niveles de la temperatura (Capitulo I).

Los resultados obtenidos para cada regresion del disefio de Box Behnken se presentan
en la Tabla A.3.2. Como era de esperarse, todos los tiempos de secado en los sistemas
del disefio experimental, disminuyeron con el aumento de la temperatura. Durante la
deshidratacién de vegetales la disminucién del tiempo de secado depende de la
temperatura de secado y/o de la potencia para el caso de la deshidratacién con
microondas (Giri & Prasad, 2007). La figura A.3.3 muestra las curvas de secado
obtenidas para el disefio de Box Behnken. Los mayores tiempos de secado se dieron

para los sistemas con temperaturas de 40°C.

1.2

—&— Sistema 1
®—sistema 2
sistema 3
Sistema 4
—@— Sistema 5
—@— Sistema 6
—@&— Sistema 7
—@— Sistema 8
—@— Sistema 9
—@&— Sistema 10
—@—Sistema 11
—@— Sistema 12
Central 1

Central 2

30 40 50 80 Central 3

Tiempo (min)

Figura A.3.3. Curvas de secado del disefio de Box Behnken.
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Por otra parte, las temperaturas de secado del punto central (60°C) y las temperaturas
del nivel superior del disefio (80°C), permitieron alcanzar los valores de la humedad de
equilibrio en tiempos muchos mas bajos. Todos los datos de secado ajustaron
adecuadamente con el modelo de Page como se muestra en la Tabla A.3.2. El ajuste
evaluado mediante el R?, fue mayor del 99% y, ademas, los valores del error estandar
del estimado fueron bajos, obteniéndose valores entre 0,0051 y 0,0379, denotando un

buen ajuste de los puntos experimentales al modelo matematico.

Tabla A.3.2. Andlisis de las curvas de secado ajustadas con el modelo de Page.

Sistema t E/M Ts Tiempo )

K n R? Error es_tandar
(min) (mifg) °C) de(?ﬁi(;]?do del estimado

1 15 (-1) 2(-1) 60 (0) 19 0,0190 1,7125 99,27 0,0348

2 45 (1) 2(-1) 60 (0) 24 0,1013 1,226 99,95 0,0083

3 15 (-1) 5(1) 60 (0) 24 0,0647 1,3480 99,81 0,0166

4 45 (1) 5(1) 60 (0) 21 0,0267 1,8059 99,65 0,0252

5 15 (-1) 3,5(0) 40 (-1) 60 0,0194 1,2518 98,81 0,0379

6 45 (1) 3,5(0) 40 (-1) 75 0,0180 1,1587 99,47 0,0245

7 15 (-1) 3,5(0) 80 (1) 14 0,0914 1,5600 99,86 0,0161

8 45 (1) 3,5 (0) 80 (1) 21 0,1486 1,2102 99,98 0,0051

9 30 (0) 2(-1) 40 (-1) 65 0,0127 1,3202 99,57 0,0230

10 30 (0) 5(1) 40 (-1) 65 0,0186 1,2511 99,52 0,0241

11 30 (0) 2(-1) 80 (1) 18 0,1433 1,2386 99,97 0,0069

12 30 (0) 5(1) 80 (1) 18 0,1841 1,1583 99,80 0,0178

Central 1 30 (0) 3,5(0) 60 (0) 24 0,0495 1,4303 99,84 0,0156

Central 2 30 (0) 3,5(0) 60 (0) 27 0,0611 1,3255 99,82 0,0157

Central 3 30 (0) 3,5(0) 60 (0) 24 0,0452 1,5167 99,61 0,0245

t: tiempo de tratamiento con etanol, Te: temperatura de tratamiento con etanol, E/M: relacién
etanol/muestra, Ts: Temperatura de secado, k y n pardmetros del ajuste de Page.

La variacion de los parametros K y n de Page, debida a la modulacion de la relacién
etanol/muestra y la temperatura de secado, con un tiempo de tratamiento con etanol de

15 minutos, se muestran en la Figura A.3.4.
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Figura A.3.4.Superficie de respuesta para los pardmetros K y n de Page.

Se observa que K aumenta cuando se incrementa la temperatura de secado para
cualquier relacion etanol/muestra y, asimismo, cuando se incrementa la relacion
etanol/muestra para cualquier temperatura de secado. En los trabajos de Giri & Prasad,
(2007), se analizé por la metodologia de superficie de respuesta, el secado de
champifiones (Agaricus bisporus) con microondas, observando una tendencia al
aumento de K, con el aumento de la temperatura y la disminucién del espesor de las
muestras. Para el parametro n, se observé una disminucién con el aumento de la
relacion etanol/muestra para cualquier temperatura de secado; sin embargo, el

incremento de la temperatura produjo una curvatura de la superficie de respuesta.

A.3.2. Comparaciéon de dos métodos de secado para la deshidratacion de

concentrados de fibra dietaria de pulpay cascara de papaya

Como se explico en el Capitulo I, luego de la optimizacion de las propiedades mediante
el analisis multi-respuesta, se determiné estadisticamente que la temperatura de secado
que permitia obtener CFD con propiedades optimizadas aplicando radiaciones de
microondas (MW) era 40°C. Esta misma temperatura fue utilizada para realizar el
secado por conveccion con aire caliente (CV) y hacer el andlisis comparativo de las

propiedades de los CFD, como se discutié en el Capitulo III.
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Luego del secado del CFD-MW de pulpa, CFD-MW de cascara, CFD-CV de pulpa y
CFD-CV de cascara, se concluyé que el secado con microondas permite una
deshidratacibn mucho mas rapida que la realizada por conveccién con aire caliente,
como se muestra en las curvas de secado (Figura A.3.6) para alcanzar aw inferiores a

0,6.

Los datos correspondientes a la pérdida de humedad en el tiempo fueron ajustados a
los modelos de Page o Logaritmico y se reporta el mejor ajuste en cada caso. El modelo
de Page describié mejor el secado con microondas de la pulpa y el de conveccién de la
cascara mientras que el modelo Logaritmico ajusté mejor el secado con microondas de
la cascara y conveccion de la pulpa. Las curvas de secado obtenidas, con sus

respectivos ajustes se muestran en la Figura A.3.6.

1.2 @ wRdel cFD-MW de pulpa 1.2 @ MR del CFD-MW de cascara
Ajuste de Page Ajuste Logaritmico

o =0 . 100 . 150 200 0 20 40 60 80 100
Tiempo (min) Tiempo (min)

© R del cFD-CV de pulpa © MR del CFD-CV de céscara
Ajuste Logaritmico Ajuste de Page

0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura A.3.6. Curvas de secado para obtencion de CFD utilizando microondas o

conveccion a una temperatura de 40°C.

Las ecuaciones que predicen la variacion de MR, para la deshidratacion de los cuatro

CFD, para los intervalos de tiempo fueron:
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e Para el CFD de pulpa y deshidratado por microondas, segun el modelo de Page
y tiempos entre 0 y 180 minutos.

MR = e(—0,0155_ £ 1,3019)

R2= 99,44

Error estandar del estimado= 0,0252

e Para el CFD de céascara y deshidratado por microondas, segun modelo
Logaritmico y tiempos entre 0 y 90 minutos

MR = 2,1078 .e(-%0057-9 _ 1 1102
R2= 99,08

Error estandar del estimado = 0,0345

e Parael CFD de pulpay deshidratado por conveccién, segin modelo Logaritmico
y tiempos entre 0 y 440 minutos

MR = 0,09447 .e(-00072. 9 _ 0183
R2=98,10

Error estandar del estimado = 0,0419

o Para el CFD de cascara y deshidratado por conveccion, segun el modelo de
Page y tiempos entre 0 y 440 minutos

MR = e(—0,0437. £0,7123)

R?=99,08

Error estandar del estimado = 0,0265.

La descripcion de los procesos de secado a través de los diferentes modelos
matematicos es una forma Util para entender las cinéticas de secado y optimizar las
condiciones de los procesos (Vega, Fito, Andrés, & Lemus, 2007). A pesar de que el
secado es una operacion unitaria importante durante el procesamiento de frutas y

vegetales, raramente se encuentran disponibles las caracteristicas del secado de
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productos concentrados de fibra dietaria, con lo cual en este anexo se realiza una

contribucién para una mejor comprension de la deshidratacion de este tipo de productos.
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A.4. CONCLUSIONES

Se estudid la deshidratacion de CFD, mediante los modelos mateméaticos de Page y
Logaritmico. Se demostré que la temperatura de secado tiene efecto significativo sobre
los parametros K y n de Page. Adicionalmente, mediante un disefio de superficie de
respuesta, se pudo observar la variacion de K y n con la modulacion de la relacién

etanol/muestra y la temperatura de secado.

Se determind que el secado por conveccion produce mayores tiempos de secado que
el realizado con microondas. Asimismo, el uso de determinada técnica de deshidratacion
y el tipo de tejido utilizado (c4scara o pulpa), determinan que el ajuste de las curvas de
secado pueda realizarse mas adecuadamente con el modelo de Page o con el modelo

Logaritmico.
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