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Frutos de sauco (Sambucus nigra L.) para el desarrollo de productos con potencial bioactivo:
extractos optimizados mediante tecnologias verdes para la formulacion de ingredientes y su

aplicacién en la obtencion de snacks frutales de bajas calorias

RESUMEN

El objetivo del trabajo fue obtener ingredientes y alimentos con potencial bioactivo a partir de
frutos de sauco (Sambucus nigra L.). Se optimizaron distintos procesos de extraccién de
compuestos bioactivos, como extraccién asistida por enzimas (EAE) y por ultrasonidos (EAU) y se
evaluaron distintos métodos de deshidratacidon para la estabilizacion de extractos éptimos (EO). Se
analizaron las propiedades fisicoquimicas y bioactivas, con énfasis en la degradacidon de compuestos
fendlicos antocidnicos y no antocianicos, responsables del color y de la actividad antioxidante.
Posteriormente se estudid la estabilidad del ingrediente en polvo de mejor performance y se
analizd la bioaccesibilidad de los compuestos antioxidantes. En una ultima etapa se desarrollaron
snacks liofilizados de manzana previamente enriquecidos en compuestos de sauco incorporados
mediante procesos de impregnacidn, evaluando sus propiedades fisicas, estructurales y bioactivas.
La extraccidén EAE resulté mucho mas eficiente que la EAU, obteniéndose luego de la liofilizacién un
ingrediente en polvo de color purpura y concentrado en bioactivos, con una gran recuperacién de la
actividad antioxidante al cabo del proceso de digestion in vitro y del transporte trans-epitelial. El
estudio de estabilidad mostré que envasado adecuadamente, el polvo puede ser expuesto a
temperatura ambiente sin pérdida de color y de compuestos bioactivos. Los resultados
evidenciaron el alto potencial del polvo obtenido como ingrediente funcional, colorante natural o
nutracéutico. En cuanto a la aplicacién propuesta del EO, se obtuvieron snacks frutales crujientes
cuyo consumo implica un aporte mucho elevado de polifenoles a la dieta, superando con una sola
porcion (30 g) el consumo diario en paises de mayor ingesta. El estudio de percepcién del
consumidor realizado mostré que el snack de mejores propiedades bioactivas y mecanicas podria

ser considerado un posible prototipo a lanzar al mercado.
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Elderberry fruits (Sambucus nigra L.) for the development of products with bioactive potential:
extracts optimized by green technologies for the formulation of ingredients and their application
for low-calorie fruit snacks production

ABSTRACT

The present work aimed to develop ingredients and food products with bioactive potential from
elderberry (Sambucus nigra L.) fruits. Different extraction processes for bioactive recovery were
optimized, such as enzyme assisted extraction (EAE) and ultrasound assisted extraction (UAE), along
with the evaluation of different drying methods used to stabilize the obtained optimum extracts
(EO). Bioactive and physicochemical properties were analyzed, with emphasis on degradation of
anthocyanin and non-anthocyanin phenolic compounds, responsible of color and antioxidant
activity. Subsequently, the storage stability of the powdered ingredient with best performance was
studied, along with the antioxidant compounds bioaccesibility. Finally, freeze-dried apple snacks
previously enriched with elderberry polyphenols were obtained by applying impregnation
technologies, studying physical, structural and bioactive properties.

EAE resulted in a more efficient process than UAE, generating after freeze-drying, a purple
powdered ingredient with high polyphenol content and good recovery of antioxidant activity after
in vitro digestion and through trans-epithelial transport. The stability study demonstrated that, in
proper packaging, the freeze-dried powder could be exposed to room temperature preserving the
color and bioactive content. The obtained results showed the high potential of the elderberry
powder to be used as natural colorant, functional ingredient or nutraceutics. Regarding the
proposed EO application, crispy fruit-snacks were developed, whose consumption would imply a
high polyphenol contribution to the diet, overcoming with a single serving (30 g) the daily
consumption in countries with higher intake. Consumers’ perception study showed that the snack
with best bioactive and mechanical properties could be considered as a first prototype to be

lunched onto the market.
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1. INTRODUCCION

1.1. Materia prima

1.1.1. Frutas finas: caracteristicas generales, produccién y cultivo

Las frutas finas, también conocidas como frutos rojos, constituyen un grupo de pequefios frutos con
caracteristicas productivas diferentes. Pueden dividirse en tres grupos de cultivos de acuerdo a su expresién
vegetativa, que ademas reulnen distintos géneros y especies: cherries (frutales de carozo), berries herbaceos
y berries arbustivos. Dentro del primer grupo encontramos especies del género Prunus, especificamente la
cereza (Prunus avium) y la guinda (Prunus cerasus). Estos son cultivos perennes, con mayor rendimiento de
cultivo. Como berries herbdceos encontramos la frutilla (Fragaria ananassa e hibridos), que ya es
considerada un cultivo horticola y es la fruta fina mas difundida en nuestro pais (Caminiti, 2005). Finalmente,
dentro de los arbustivos, encontramos la frambuesa (Rubus idaeus), el ardndano (Vaccinium corymbosum),
la zarzamora (Rubus fruticosus e hibridos del género Rubus), la grosella espinosa o uva espina (Ribes
grosularia), la grosella negra o cassis (Ribes nigrum), la grosella roja o corinto (Ribes ruburum) y el sauco
(Sambucus nigra). Estas también son perennes y se caracterizan por su sabor acido y mayor perecibilidad.

Las frutas finas han adquirido gran relevancia a nivel comercial debido a sus propiedades nutricionales y
nutracéuticas, conferidas por la presencia de compuestos fendlicos principalmente flavonoides, que le
aportan una elevada capacidad antioxidante y efectos benéficos para la salud. Se han informado evidencias
gue muestran que el consumo regular de frutas finas como las berries podria reducir el riesgo de desarrollo
y/o progresion de varias enfermedades croénicas, incluyendo las cardiovasculares, las degenerativas, diabetes
tipo 2 y ciertas formas de cancer, entre otras (Seeram, 2008; Basu y col., 2010; Guerrero y col., 2010;
Jimenez-Garcia y col., 2013; El-Mostafa y col., 2014; Nile y Park, 2014; Yang y Kortesniemi, 2015; Arnold,
2016; Vega-Galvez y col., 2020; Pap y col., 2021). Esta es la razén por la cual la demanda ha crecido
notablemente durante la uUltima década, sobre todo en paises desarrollados del hemisferio norte. En este
marco, nuestro pais juega un papel muy importante en la produccién contra estacionalidad del hemisferio
norte, y se posiciona en la exportacidn de berries a estos paises, asi como también en el abastecimiento de
la demanda local, que comienza a crecer con la necesidad de productos mas saludables. Sin embargo, el
consumo interno sigue siendo mayoritariamente de frutillas, arandanos, frambuesas y zarzamoras, las cuatro
berries mds populares en nuestro pais.

Por otro lado, muy poca atencién se ha prestado en nuestro pais a los berries comestibles silvestres.

Estos son frutos de color rojo, violdceo o morado que crecen en las zonas cordilleranas del sur de Chile y
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Argentina. El interés por su estudio obedece a una tendencia mundial de busqueda de frutas y nuevas

materias primas con altos contenidos de compuestos antioxidantes.

Produccion y cultivo en Argentina

Actualmente, Argentina se aboca en mayor medida al cultivo de cerezas (2300 hectareas en las provincias
de Mendoza, Rio Negro, Neuquén, Chubut, Santa Cruz y Buenos Aires) y frutillas (1000-1150 hectareas en las
provincias de Tucuman, Santa Fe, Corrientes, Buenos Aires, Mendoza y provincias del sur del pais), luego
siguen el arandano (mayor cultivo en Entre Rios) y la frambuesa (principal producciéon en la Comarca
Andina). En menor medida se cultivan otros frutos pequefios como zarzamoras, grosellas rojas, blancas y
negras. La demanda local de estos frutos esta representada principalmente por la venta de frutas congeladas
(90%), que es distribuida entre supermercados, el sector gastronémico (utiliza tanto fruta congelada como
fresca) y la industria de alimentos, canal principal de comercializacién de berries congelados para
transformarlos en dulces, mermeladas, jaleas, conservas, entre otros productos (Bruzone, 2007).

La superficie cultivada de berries arbustivos en Argentina se concentra principalmente en territorio
patagdnico (70 % de la superficie cultivada), abarcando las siguientes zonas: Comarca Andina del Paralelo
42° (El Bolson, El Hoyo, Epuyén y Lago Puelo), valle inferior del Rio Chubut, alto valle de Rio Negro y
Neuquén, localidades especificas de la provincia de Neuquén (Plottier, Senillosa y San Martin de los Andes) y
Los Antiguos en Santa Cruz.

Entre los berries patagdnicos, los frutos silvestres tanto nativos como exéticos, presentan poca relevancia
econdmica a nivel nacional debido a la escasa investigacion y difusion en relacion a su cultivo y produccion,
la baja demanda en el mercado y el bajo grado de comercializacidon (Ochoa y col., 2019). Entre estos,
podemos nombrar como especies nativas al maqui (Aristotelia chilensis), el calafate (Berberis mycrophylla) y
la murta (Ugni molinae), y como exéticas, la murra (Rubus ulmifolius v. Schott) y el sauco (Sambucus nigra
L.). Las condiciones climaticas propias del sur del pais, son las responsables de la generacion de frutos con
alto contenido de compuestos bioactivos, ya que los polifenoles (en particular los flavonoides) son
producidos como metabolitos secundarios en respuesta a distintos factores de estrés (Fredes, 2009). Si bien
algunas de estas berries ya se comercializan en el pais, la falta de informacién sobre cultivo y produccion
sostenidos convierte a estas especies en una potencial oportunidad de mejorar y movilizar la economia

regional, y aumentar la oferta de frutas finas y de nuevos productos ricos en antioxidantes.
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1.1.2. Sauco: caracteristicas generales

El sauco (“elder o elderberry” en inglés) es una planta correspondiente a la familia Caprifoliaceae, del
género Sambucus. Dentro de las 18 especies actualmente identificadas, las mas cultivadas y estudiadas a
nivel internacional son: Sambucus nigra spp. canadensis, nativa del este de Estados Unidos, con frutos
negro-azulados, y Sambucus nigra L., nativa de Europa y el oeste asiatico, con frutos negro-rojizos (Rodrigues
y col., 2018). Esta ultima crece de manera silvestre en nuestro pais, al ser introducida por los espafioles
durante la colonizacién del Nuevo Mundo (Font Quer, 2016).

La planta de sauco se caracteriza por crecer en forma de arbusto o arbol pequefio entre 4-10 metros de
altura, presentando una corteza grisacea con amplias fisuras que permiten vislumbrar la superficie interior
blanca. Sus hojas son caducas, pinadas, con 5-7 foliolos dentados y ovalados, mientras que las flores son
pequefias y aromaticas, de color blanco, y se relinen en corimbos de grandes cimas (Figura 1.1). Los frutos
son bayas redondas, de 3-8 mm de didmetro, que crecen en forma de clister. Al alcanzar la madurez toman
una coloracién oscura casi negra, con tonos rojizos, azulados o purpuras, dependiendo de la especie (Alonso,

1998).

1.1.2.1. Composicidn quimica y actividad antioxidante de frutos de sauco

La composicidén quimica de las plantas y los frutos depende de varios factores: aquellos intrinsecos, como
la variedad y el metabolismo propio de la planta, y otros extrinsecos, particularmente edafoclimaticos
(niveles de radiacion y viento recibidos, temperatura, disponibilidad de agua, composicion del suelo, entre

otros).

Macro y micronutrientes

El sauco no es sélo reconocido por sus frutos comestibles, también sus flores, hojas y en algunos casos la
corteza, son estudiados para uso medicinal. Ferreira y col. (2020) realizaron un trabajo de revision entre las
numerosas publicaciones sobre la composicion quimica de frutos y flores de sauco, indicando que los
primeros contienen agua como componente mayoritario (71-78%), y presentan una variedad de minerales,
entre los que se destacan potasio, fosforo, calcio y magnesio. Las flores contienen un perfil de minerales mas
acotado, y, en oposicion a los frutos, el contenido de calcio es mayor que el de magnesio. Tanto las flores
como los frutos son ricos en vitamina C, en particular los frutos contienen entre 6,11 a 116,7 mg acido
ascorbico/100g fruta fresca, un contenido de fibra < 2% (como pectinas y celulosa) y un contenido < 1% de

aminoacidos.
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J

Figura 1.1. Planta arbustiva (a), flores (b), frutos frescos (c) y congelados (d) de sauco (Sambucus nigra L.)

(Ferreiray col., 2020).

El contenido en azucares simples y acidos organicos puede variar entre variedades cultivadas y frutos
silvestres, sin embargo, existe una clara tendencia en la relacién entre glucosa, fructosa y sacarosa en los
frutos. Entre los azlicares mas abundantes se encuentran la glucosa (4,26 g/100g fruta fresca) y la fructosa
(4,4 g/100g fruta fresca) en concentraciones similares, mientras que la sacarosa es casi despreciable (0,104
g/100g fruta fresca). En las flores de sauco, de acuerdo a Mikulic-Petkovsek y col. (2016), el contenido en
azucares es distinto al de los frutos, encontrandose sacarosa y fructosa en concentraciones similares, y
glucosa en valores menores.

En relacion a los acidos orgénicos, responsables de las caracteristicas sensoriales y el particular sabor
acido, los frutos de sauco son ricos en acido citrico (0,01 — 0,48 g ac. citrico/100g fruta fresca), concentracién
6 veces mayor que en la manzana y las cerezas, y en menor cantidad contienen acido malico. También
pueden presentar, en cantidades menos relevantes, acido shikimico, tartarico y fumarico. En contraste, las
flores son ricas en acido malico y contienen 4cido quinico, compuesto que no esta presente en los frutos. A

su vez, en menor proporcion contienen acido citrico, tartarico, shikimico y fumarico.
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El contenido lipidico de los frutos estd representado por triterpenoides (acido ursélico y oleandlico,
principalmente) en un 85-94%, seguido de un 4-11% de &cidos grasos libres (como acidos caprico, laurico,
miristico, palmitico, oleico, entre otros), esteroles (0-5%, como campesterol y B-sitosterol) y alcoholes
alifaticos de cadena larga (0-0,3%, como octadecanol y hexacosanol). El contenido lipidico en los frutos se
caracteriza por aumentar durante el comienzo de la maduracién, para luego disminuir al momento de la
cosecha. Las semillas en particular, presentan un 75,15 % de acidos grasos poliinsaturados, mientras que el
contenido de monoinsaturados y saturados es menor (14,21 y 10,64 %, respectivamente) (Mtnarczyk y col.,
2018). Dominguez y col. (2020), analizaron el perfil lipidico de frutos de sauco y su semilla encontrando una
interesante relacion w-6/w-3 (1,04), adquiriendo relevancia nutricional al ser estos acidos grasos esenciales

con importante participacidn en la sintesis de prostaglandinas (Closa, 2007).

Compuestos fendlicos

Como se comentd previamente, las frutas finas son ampliamente reconocidas como antioxidantes
naturales. Esto se debe al alto contenido de compuestos bioactivos, como la vitamina C, acidos fendlicos,
taninos, estilbenos y flavonoides (Jimenez-Garcia y col.,, 2013), que se generan como metabolitos
secundarios luego de condiciones de estrés (radiacion UV, patdgenos, plagas, sequias, etc). Quimicamente,
estos compuestos fendlicos presentan un esqueleto de anillos aromdticos con grupos hidroxilo que,
dependiendo de la posicidn y el tipo de sustituyente, se pueden clasificar en 5 grandes grupos: acidos
fendlicos, estilbenos, flavonoides, taninos y lignanos. A su vez, dentro de los flavonoides presentes en las
berries encontramos principalmente antocianinas, flavanoles (como catequina y epicatequina) y flavonoles
(quercetina y glucdsidos de quercetina) (Szajdek y Borowska, 2008). La Figura 1.2 muestra la estructura
guimica de los polifenoles mas importantes que pueden encontrarse en las frutas finas.

En el sauco, tanto las flores como los frutos presentan una gran variedad de polifenoles, diferenciandose
principalmente en la presencia de antocianinas en los frutos. De acuerdo a la bibliografia consultada, la
concentracidn de polifenoles totales en los frutos puede ir desde 515 a 1500 mg &acido galico/100g fruta
fresca y un contenido de antocianinas entre 170 — 953 mg cianidina-3-glucésido/100g fruta fresca (Ferreira 'y
col., 2020). El andlisis cromatografico ha permitido la identificacién y cuantificacion de los grupos de
polifenoles y moléculas especificas que componen estas matrices vegetales. Diferentes autores han
determinado un contenido aproximado del 5% de acidos fendlicos (en particular cidos cinamicos), 13% de
flavonoles y un 80% de antocianinas (Lee y Finn, 2007; Schmitzer y col., 2010; Senica y col., 2016). Dentro de
los polifenoles mayoritarios, se identificaron como flavonoles la rutina (quercetina-3-rutinésido) y la
guercetina-3-glucdsido, mientras que las principales antocianinas se caracterizan por ser glucdsidos de

cianidina (cianidina-3-glucésido y cianidina-3-sambubidsido), presentdandose en menor cantidad cianidina-3-
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rutinésido y dos diglucdsidos de cianidina, como cianidina-3-sambubiosil-5-glucdsido y cianidina-3,5-

diglucésido (Veberic y col., 2009; Mikulik-Petkovsek y col., 2016; Senica y col., 2016; Oniszczuk y col., 2019).

ACIDOS FENOLICOS ESTILBENOS
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HO OH o CHo
OH HO
OH
. . Resveratrol
Galico Ferulico
FLAVONOIDES
Estructura basica Flavonol OH
(quercetina)
MO e T
| lel
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Figura 1.2. Estructura quimica basica de polifenoles y de flavonoides presentes en frutas finas.

La Tabla 1.1 presenta el contenido de polifenoles totales y de antocianinas monoméricas totales de

diferentes berries. Se pueden apreciar diferencias importantes no sélo entre especies, sino entre datos

bibliograficos. De acuerdo a estos valores, el sauco se encuentra entre las frutas de mayor concentracién de

compuestos fendlicos y antocidnicos, lo que lo convierte en una materia prima de gran interés para el

desarrollo de nuevos productos ricos en compuestos con potencial bioactivo.
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Tabla 1.1. Contenido de polifenoles y antocianinas monomeéricas totales en diferentes berries.

Berry PT* AMT** Referencias
192-359 19-51 Anttonen y Karjalainen (2005)
Frambuesa 236 81.3 Sette y col. (2015)
174 34 Gagneten vy col. (2019)
i 194-306 - Skupien (2006)
Ardndano
425-652 101-163 Bunea y col. (2011)
146 106 Franceschinis y col. (2014)
Zarzamora
140-162 107-124 Van de Velde y col. (2015)
102 20 Zhengy col. (2007)
Frutilla 239 - Zujko y Witkowska (2011)
58.4 - Barcelo y col. (2015)
. 288 170 Archainay col. (2017)
Cassis
432 242 Gagneten vy col. (2019)
1110-1620 730-1250 Fredesy col. (2014)
Magqui 2584 5095 Rodriguez y col. (2016)
1286 949 Garrido-Makinistian y col. (2019b)

*PT: polifenoles totales. Resultados expresados en mg ac. gélico/100g (b.h.)
** AMT: antocianinas monoméricas totales. Resultados expresados en mg cyn-3-glu/100g (b.h.)
b.h.: base humeda

Caracteristicas y estabilidad de compuestos antocidnicos

Las antocianinas, que son los compuestos fendlicos mayoritarios del sauco, ademdas de comportarse
como antioxidantes son las responsables de conferir el color caracteristico de las frutas finas. Desde el punto
de vista quimico, las antocianinas son pigmentos solubles en agua que surgen de un enlace glucosidico entre
una aglicona (en este caso una antocianidina) y un glucido. La aglicona esta conformada por dos anillos
bencénicos (A y B) unidos a través de un anillo heterociclico (el heterociclo contiene un atomo de oxigeno), y
estdn diferenciadas por la cantidad de grupos oxhidrilos que poseen y el grado de metilacion de estos
ultimos (Figura 1.3). En cuanto a los glucidos, se pueden encontrar glucosa, galactosa, o arabinosa entre los
mas frecuentes, y el enlace glucosidico se da principalmente en el carbono 3, aunque también pueden
desarrollarse en los carbonos 5 o 7. Las antocianinas formadas pueden ser mono-, di- o tri-glucosidicas
(Jimenez-Garcia y col., 2013).

La estabilidad de las antocianinas monoméricas es muy variable dependiendo de su estructura y de la
composicion del alimento que las contiene (Wrolstad y col.,, 2005; Delgado-Vargas y col.,, 2000). La
degradacion de las antocianinas se produce no sélo durante la extraccion del tejido vegetal, sino también

durante el procesado y almacenamiento de los tejidos alimentarios. Tanto el tono del pigmento como su
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estabilidad se ven impactados de manera significativa por los sustituyentes en la aglicona. El aumento de la
sustitucidn glucosidica, y, en particular, la acilacién del azdcar con acido cinamico, aumenta la estabilidad de

estos pigmentos (Wrolstad y col., 2005).

R,
on R R, Antocianidina
H H Pelargonidina
- ot OH H C iani'di'na
Ny p, OCH; H Peonidina
y OH OH Delfinidina
P OCHj3 OH Petunidina
OH OCH; OCH; Malvidina

OH

Figura 1.3. Estructura quimica de la aglicona y antocianinas derivadas segun el grupo funcional ubicado en R;

Yy Rz.

Uno de los factores que mas incide en la estabilidad de las antocianinas es el pH. En soluciones acuosas y
en los alimentos, las antocianinas pueden existir en cuatro formas estructurales en equilibrio
termodinamico: cation flavilio (AH+), base quinoidal (A), pseudo base carbinol (B) y chalcona (C). La
proporcién de cada una de estas formas estructurales depende fuertemente del pH (Brouillard, 1982;
Fennema, 2001). En la Figura 1.4 se representan las cuatro estructuras mencionadas, indicando el color que
pueden adquirir.

Entre los demas factores que influyen en la estabilidad de las antocianinas se encuentran: la temperatura,

la luz, la concentracién de oxigeno y la concentracién de azucares (Skrede y col., 2000; Fennema, 2001):

1) Temperatura: las altas temperaturas pueden desplazar el equilibrio hacia la forma de chalcona, con la
consiguiente pérdida de color. Como consecuencia de la exposicion a altas temperaturas también puede
ocurrir la formacion de compuestos poliméricos de color pardo (Sariy col., 2012).

2) Luz: la exposicion a la luz puede provocar la pérdida de color de las antocianinas (Contreras-Lopez y col.,
2014) y magnificar el efecto de la temperatura (Jenshi roobhay col., 2011).

3) Concentracion de oxigeno: debido a su estructura insaturada, las antocianinas son susceptibles a la
oxidacion por oxigeno molecular. Por lo tanto, es posible minimizar el deterioro de las antocianinas

disminuyendo o eliminando el oxigeno en contacto con las mismas (Mazza y Miniati, 1993).
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4) Concentracion de azucares: altas concentraciones de azlcares contribuyen a la estabilidad de las
antocianinas debido a la disminucién de la actividad de agua. En cambio, en bajas concentraciones, los

azucares o sus productos de degradacién pueden acelerar las reacciones de deterioro (Fennema, 2001).

R
| N OH
T 0% Z
R
Z>oGL
HO
Base quinoidal (A) Cation flavilio (AH*)
pH=7 pH=1
+H,O

Pseudo base carbinol (B) Chalcona (C)
pH= 4,5 pH= 4,5

Figura 1.4. Equilibro entre estructuras de las antocianinas en funcién del pH (Fennema, 2001).

Investigaciones mas recientes demostraron que las antocianinas presentan una mayor estabilidad debido
al desarrollo de un mecanismo denominado “copigmentacion” (Sari y col., 2012). La copigmentacion,
fendmeno que incrementa el color de matrices vegetales que contienen antocianinas, se fundamenta en que
las antocianinas son planas y pueden formar asociaciones entre ellas o con otras moléculas denominadas
copigmentos (Zamora, 2003). La reaccidn se da por la interaccion hidréfoba entre los nucleos aromaticos de
las antocianinas agrupadas y consiste en la interaccidn electrénica planar en los grupos croméforos de las
antocianinas. Por lo tanto, el idn flavilio, por su forma planar, es la Unica especie capaz de copigmentar. Una
de las consecuencias de este estado es un efecto hipercrémico, es decir que provoca la intensificacion del
color en los tejidos vegetales (Scheffeldt y Hrazdina, 1978). Por tal motivo, el proceso de copigmentacidn

disminuye la luminosidad (L*) y aumenta la saturacién o croma (C*.p), lo que indica que el color de las
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antocianinas copigmentadas es mds intenso y saturado que el color de matrices con antocianinas
monomeéricas (Sariy col., 2012).

Diferentes compuestos pueden actuar como copigmentos, por ejemplo: acidos fendlicos, flavonoides,
aminodcidos, nucleétidos, polisacaridos, etc. (Mazza y Brouillard, 1990). Algunos autores postulan que la
copigmentacioén es un paso previo a la formacién de uniones mas estables, ya que facilita la condensacion de
las antocianinas con los flavonoles (Brouillard y Dangle, 1994; Boulton, 2001). Segin Boulton (2001) un alto
nivel de copigmentacién inhibe la polimerizacién debido a que muchos de los flavonoides podrian actuar
como cofactores. De esta manera las reacciones de formacidn de compuestos poliméricos pardos serian
mucho mas lentas en una matriz con alto nivel de copigmentacidn. La copigmentacidn reduciria el nivel de
antocianinas monomeéricas libres y la tasa de oxidacidon de antocianinas y compuestos que actian como
cofactores. Esto protegeria a los compuestos de la oxidacion y favoreceria la formacién de pigmentos rojos
en lugar de pigmentos pardos (Santos-Buelga, 2001).

Con respecto al efecto de las altas temperaturas, las antocianinas copigmentadas también son
susceptibles a la degradacién durante el calentamiento. Este comportamiento se puede explicar teniendo en
cuenta que la interaccién intermolecular que ocurre en la copigmentacion posee fuerzas hidrofébicas
débiles, de modo que el calor puede provocar la degradacidon de los complejos copigmentados. Los
productos derivados de la degradacidn térmica de las antocianinas copigmentadas tienen menor estabilidad
que las antocianinas monoméricas (Sari y col., 2012). Ademas, Mazza y Brouillard (1990) sefialan que la
interaccion entre el pigmento y el copigmento es exotérmica y el aumento de temperatura provoca la

disociacion de los complejos copigmentados, dando compuestos incoloros.

Capacidad antioxidante

En cuanto a la actividad antioxidante, si bien varios componentes presentes en frutos de sauco presentan
esta propiedad (como ciertas vitaminas), los flavonoides, en particular las antocianinas, se caracterizan por
ser el principal grupo responsable de esta actividad. El catién flavilio (AH*) presente en la estructura de las
antocianinas, es responsable de la actividad antioxidante frente al desbalance oxidativo que puede sufrir el
cuerpo humano frente a situaciones de estrés, al actuar como dadores de atomos de hidrégeno o
participando de la transferencia de electrones. La actividad antioxidante de estos compuestos depende de
su concentracién, estructura, y condiciones externas, como el pH (Tenay col., 2020).

En relacidn a los demas tipos de polifenoles presentes en el sauco, aquellos derivados de los acidos
cindmicos (como el clorogénico, ferulico y cafeico) presentan mayor actividad antioxidante que los derivados

de acidos benzoicos. A su vez, derivados del acido elagico y ciertos taninos condensados presentan una alta
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actividad antirradicalaria en comparacién con polifenoles de bajo peso molecular (Szajdek y Borowska,
2008).

Es interesante destacar que la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de frutas finas,
es mucho mayor que la que manifiestan los compuestos fendlicos puros, lo que indicaria un efecto sinérgico
entre las distintas moléculas presentes (Szajdek y Borowska, 2008). Varios autores han observado un
aumento en la capacidad antioxidante luego del procesamiento de berries y otras frutas, atribuyendo este
comportamiento a la combinacion de estos compuestos fendlicos entre si o con productos de degradacién
(generados a partir de los mismos) (Reber y col., 2011; Sette y col., 2020). En particular, Luis y col. (2018)
observaron luego del andlisis de las posibles mezclas entre 19 polifenoles mayoritarios de diferentes
especies de berries, que el 70% de las combinaciones analizadas presentaba efectos sinérgicos y aditivos.
Dada la riqueza de estos compuestos, distintos estudios muestran que el sauco presenta una elevada
actividad antioxidante, tanto frente a radicales como ABTS®*, DPPH® y OH®, asi como también actividad
frente a la peroxidacion de lipidos (Dawidowicz y col., 2006; Denev y col., 2010; Olejnik y col., 2016; Mikulik-
Petkovsek y col., 2016; Mtynarczyk y col., 2020). Esta informacion resulta de gran relevancia para revalorizar
la produccidn de esta especie y su uso tanto en la industria alimenticia y nutracéutica como farmacéutica,

aprovechando su potencial como fuente de compuestos antioxidantes.

1.1.2.2. Actividad bioldgica y toxicidad

Ademas de sus propiedades antioxidantes, el sauco se conoce por sus efectos benéficos contra
enfermedades degenerativas (cardiovasculares e inflamatorias), cancer y diabetes, como también por su
actividad antiinflamatoria, inmunoestimulante, quimiopreventiva y ateroprotectora (Ferreira y col., 2020).

Varios autores han reportado resultados relacionados con la actividad bioldgica de polifenoles presentes
en el sauco. Por ejemplo, Youdim y col. (2000) estudiaron la actividad antioxidante de cianidinas propias del
sauco que proveen efecto protector en células del endotelio, previniendo enfermedades vasculares. Krawitz
y col. (2011) demostraron la actividad antimicrobiana frente a Streptococcus pyogenes y otras bacterias
gram positivas y negativas, responsables de infecciones del tracto respiratorio, en conjunto con la inhibicidn
sobre la propagacidn de virus responsables de la influenza que enferma humanos (como el virus HIN1).
Torabian y col. (2019) encontraron que el jugo de sauco y extractos de cianidina-3-glucésido presentaban
accion terapéutica sobre diferentes etapas de la infeccidon generada por el virus de la gripe. Hawkins y col.
(2019), si bien reconocieron que el estudio se realizé con bajo niumero de participantes, fueron los primeros
en informar resultados sobre el efecto antigripal en humanos, concluyendo que la suplementacién con sauco

es una alternativa segura para tratar resfriados y gripes. Por otro lado, se ha demostrado la capacidad de
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extractos de sauco de ejercer actividad antiviral y potenciadora del sistema inmunoldgico (Frgkizer y col.,
2012).

El sauco muestra ser una especie con propiedades terapéuticas muy variadas, sin embargo, su consumo
se ha visto limitado debido a la existencia de compuestos tdxicos en su composicién. Aunque no es
considerada una planta tdxica, sus hojas, tallos, ramas, raices, flores y frutos inmaduros contienen
cantidades importantes de glicdsidos cianogenéticos (principalmente sambunigrina), que pueden convertirse
en 4cido cianhidrico durante la digestién de los mismos (Jensen y Nielsen, 1973). El consumo de partes
inmaduras o en grandes cantidades puede causar problemas gastrointestinales manifestandose como
nauseas, vomitos y diarrea (Sidor y Gramza-Michatowska, 2015). Sin embargo, el procesamiento de la
materia prima permite evitar estos inconvenientes. Tratamientos como pelado, triturado, rallado, remojado,
secado y tratamientos térmicos han demostrado ocasionar una disminucién en el contenido de estos
glicdsidos (Sidor y Gramza-Michatowska, 2015; Ferreira y col., 2020). Senica y col. (2016) estudiaron el efecto
del procesamiento en el contenido de estos compuestos, preparando diferentes productos a partir de frutos
de sauco (jugo, licor, té, y un untable). Estos autores indicaron que las altas temperaturas de pasteurizado
y/o coccidn afectaron el contenido de compuestos beneficiosos, pero también provocaron el descenso en la
concentracién de sambunigrina del 44% para el jugo, 80% para el té, y del 96% para el licor y el untable. De
acuerdo a lo expuesto la toxicidad, tanto de las bayas de partida como de los productos desarrollados a

partir de ellas, es un aspecto que debe ser abordado para poder asegurar su inocuidad.

1.1.2.3. Produccién, disponibilidad y usos en Argentina

Si bien no hay datos oficiales actualizados sobre la produccién de sauco en la Argentina, de acuerdo al
diagndstico productivo para el sector de fruta fina correspondiente a la Comarca Andina del Paralelo 42° (Rio
Negro-Chubut, Argentina), de un total de 196 hectareas (ha) dedicadas a la produccién de estas frutas, 1,8
ha son dedicadas al sauco (contra 71 ha dedicadas por ejemplo a la frambuesa), ubicadas exclusivamente en
la localidad de El Hoyo (Melzner, 2003). Por otro lado, el proyecto “Desarrollo Institucional para la inversion”
(FAO UTF ARG, 2015), publicé durante 2015 el informe de diagndstico de los principales valles y areas con
potencial agricola de la provincia de Rio Negro, en el cual indica que de la produccidén total de frutas finas
producidas en el cluster “Comarca del paralelo 42° - Cuenca del Alto Valle”, sélo el 1% esta destinado al
sauco. Estos datos indican que la explotacidon de esta especie en el pais es muy baja en comparacién con
otras frutas finas de mayor difusidén, como la frambuesa, la zarzamora y los ardndanos. Es decir que los
frutos de sauco que son comercializados corresponden mayormente a especies proporcionadas por

recolectores experimentados de la zona, a causa del crecimiento silvestre del arbusto.
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En cuanto a los usos del sauco, todas las partes de las plantas se han utilizado en la medicina tradicional.
Las hojas se usan para tratamientos cutaneos y las frutas frescas o deshidratadas para la constipacién, como
diurético y para infecciones virales del tracto respiratorio, resfrios, gripe, catarro e influenza. Las infusiones
obtenidas de las flores también se utilizan como un remedio tradicional para tratar inflamaciones, dolores
articulares, trastornos de la piel, resfrio, fiebre, alteraciones respiratorias y como diurético. Las hojas en los
cultivos repelen ratones, topos y algunos reptiles e insectos. Igualmente, quemadas tienen efecto
insecticida, mientras que la infusidén se usa como repelente de mosquitos y rociada sobre las plantas sirve
como proteccion contra los pulgones y las orugas (Atehortia y col, 2015). Si bien el sauco presenta
cualidades variadas con fines medicinales, en la actualidad estos usos se encuentran circunscriptos a algunas
comunidades indigenas, como la comunidad mapuche.

En la industria alimenticia las bayas de sauco se utilizan principalmente como colorantes para
mermeladas, gelatinas, tartas, helados, yogures, jugos, jarabes y bebidas alcohdlicas. Las flores, debido a sus
propiedades aromaticas y flavor particular se utilizan en preparaciones de muffins, waffles, tortas vy
golosinas, y en la produccidn de algunas infusiones o bebidas fermentadas (Ferreira y col., 2020). En nuestro
pais, a pesar de que el sauco es declarado una planta de interés econdmico, su uso en el area de los
alimentos es limitado (Cantero y col., 2019). Si bien en la regién patagdnica es mas conocido que en el resto
del pais, su aprovechamiento se enfoca principalmente a la produccién de mermeladas, pulpas y jugos. En
los ultimos afios han aparecido, sin embargo, algunas bebidas artesanales con sauco incorporado como
cerveza, y algunos nutracéuticos. En el mercado europeo y estadounidense, la oferta de productos ha ido en
aumento, existiendo actualmente algunos productos nutracéuticos, mezclas herbales, tés de flores, jarabes y
frutos deshidratados.

Las propiedades bioactivas del sauco, sumadas a la baja difusién y poca oferta de productos, lo convierte
en una especie con amplio nicho de estudio y posibilidad de explotacién regional con futuro para competir

en el mercado internacional, que aun se encuentra en auge.

1.2. Métodos de extraccion de compuestos bioactivos

La extraccién de compuestos de diferentes tejidos bioldgicos tiene una larga historia en la produccién de
diferentes productos como azlcar, jugos, vinos, pigmentos, hierbas, perfumes, aceites y mas. Las técnicas
tradicionales de extraccidn aplicadas a matrices vegetales involucran en general extracciones del tipo sélido-
liquido. Estas comprenden la remocidon de un conjunto de componentes desde la matriz del alimento,
utilizando un solvente liquido adecuado para la disolucion de los mismos (Garrido-Makinistian, 2020). Sin
embargo, este tipo de extraccidon convencional suele presentar baja selectividad y consume grandes

cantidades de solventes, que a su vez pueden presentar toxicidad requiriendo su posterior remocién y
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descarte adecuado, tiempo y/o energia (Vorobiev y Lebovka, 2017). En muchos casos la calidad del producto
extraido se ve alterada como consecuencia de los pretratamientos aplicados para mejorar el rendimiento
como molienda, maceracién o calentamiento, e incluso, en muchos casos conlleva a una pérdida de
nutrientes y compuestos de alto valor bioldgico (Vorobiev y Lebovka, 2010).

En los ultimos afos se han ido desarrollando métodos de extraccidn no convencionales como la
extraccidn asistida por enzimas, con fluidos supercriticos, altas presiones, ultrasonido, microondas y campos
eléctricos pulsados (Azmir y col., 2013). Se busca aplicar “tecnologias verdes de extraccidon” (en inglés “green
extraction methods”) que requieran poco o ningln uso de solventes organicos, junto a un menor consumo
de energia, de modo de reducir el impacto ambiental y en la salud, aumentando los rendimientos de
extraccién. A través del uso de estas nuevas tecnologias, muchas de las cuales se encuentran todavia en
estadios de investigacion, se han obtenido resultados promisorios en varios campos de aplicacion,
incluyendo extraccién de compuestos naturales bioactivos, aceites esenciales, aromas y pigmentos (Chemat

y col., 2017).

Tecnologias verdes para la extraccion de polifenoles

En relacion a la extraccion de polifenoles, Panja (2017) describe algunas de las tecnologias consideradas
como amigables con el medio ambiente. Algunas de ellas se basan en la manipulaciéon de las propiedades de
los solventes; por ejemplo, la utilizacién de liquidos a altas presiones y la extraccidn con fluidos supercriticos
(EFSC), se basan en la relacién entre la presion y la temperatura de un liquido. En la primera se prioriza el
aumento de la presion por sobre el incremento de la temperatura, mientras que en EFSC el solvente se
encuentra por encima del punto critico, donde la fase gaseosa y liquida son indistinguibles, comportandose
el fluido como un liquido y un gas al mismo tiempo. Una de las ventajas de estas metodologias radica en la
disminucién de costos mediante el uso de solventes de fécil disponibilidad, logrando buenos rendimientos
en recuperacion de polifenoles.

Una técnica emergente es la extraccion por aplicacién de campos eléctricos pulsados (PEF, por sus siglas
en inglés), considerada una técnica no térmica, rapida y energéticamente mas eficiente que otras
extracciones tradicionales. La extraccidn ocurre al aplicar un campo eléctrico especifico con el fin de destruir
o permeabilizar la membrana celular (fendmeno conocido como electroporacidn). Las principales ventajas se
relacionan con el no uso de temperaturas altas y los cortos tiempos de extraccion, entre otras.

Otra tecnologia usualmente aplicada es la extraccién por microondas (EAM), que basicamente se trata de
la coccion del material de una forma limpia y rapida, que evita el sobrecalentamiento, pardeamiento o
caramelizacidn del producto. En este caso, la eleccidon del solvente es muy importante, ya que el mismo debe

tener la capacidad de absorber la radiacidon proveniente de las microondas (por ejemplo: dimetilsulféxido,
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etanol y metanol, agua y acido acético). Si bien las ventajas del método radican en los bajos costos del
equipo, los bajos requerimientos de solvente y energia, y el rapido calentamiento, para que el proceso sea
efectivo deben tenerse en cuenta diferentes variables (tiempo y temperatura de extraccion, tipo y
concentracién del solvente, relacién solvente:muestra, potencia de microondas).

En el presente trabajo haremos especial hincapié en las técnicas de extraccidn asistida por ultrasonido
(EAU) y por enzimas (EAE). A diferencia de las microondas, la EAU utiliza ondas de sonido con alta frecuencia
(20 kHz a 2 MHz), siendo imperceptibles por el oido humano. Las ondas de sonido tienen un impacto
significativo en diferentes medios como solventes liquidos, tejidos blandos o partes de plantas. De esta
manera, se produce el fenémeno de cavitacién (Figura 1.5), que genera muchisimas burbujas microscépicas
dentro del medio; estas burbujas al colapsar liberan energia capaz de crear zonas localizadas de alta presion
y temperatura, rompiendo los tejidos y facilitando la penetracion del solvente que extrae los compuestos de
interés. Existen dos metodologias de aplicacién de EAU: la indirecta, en la cual se utilizan bafios de
ultrasonido y las ondas deben atravesar un solvente (generalmente agua) y el recipiente que contiene la
muestra hasta llegar a la misma; y la directa, que consiste en un equipo que cuenta con una punta de prueba
para transmitir las ondas de sonido, que estd en contacto con la muestra y el solvente. Esta segunda opcion
permite una interaccion mucho mas provechosa, aumentando el efecto y la intensidad del fendmeno de

cavitacién, mejorando asi el proceso de extraccion (Dzah y col., 2020).

Figura 1.5. Mecanismo de extraccién mediante aplicacion de ondas de ultrasonido (Panja, 2017).

Diferentes autores han utilizado la técnica de EAU obteniendo una extraccidén exitosa de polifenoles a

partir de distintas frutas finas. Golmohamadi y col. (2013) utilizaron diferentes frecuencias de sonido,
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obteniendo resultados positivos en el contenido de antocianinas, polifenoles totales y/o actividad
antioxidante de puré de frambuesa. Galvan d’Alessandro y col. (2013) obtuvieron un aumento del 30% en el
rendimiento de extraccién de polifenoles de aronia (Aronia melanocarpa, chokeberry en inglés), al utilizar
ultrasonido, 60°C y etanol como solvente, en relacién a las mismas condiciones de extraccidon pero sin
sonicacién. Vazquez-Espinosa y col. (2019) optimizaron el proceso de extraccion de polifenoles vy
antocianinas de frutos de maqui, obteniendo una mejora (entre 3 y 23%) en el contenido de antocianinas al
compararlo con extracciones mediante microondas.

Por ultimo, la extraccion asistida por enzimas (EAE) es una metodologia utilizada desde hace varios afios
en la industria juguera, con el objetivo de mejorar el rendimiento de extraccion de jugo,
independientemente del contenido en bioactivos que éste tenga. En la actualidad, el enfoque de la
aplicacion de enzimas se dirige a aumentar la recuperacion de polifenoles asociados a la matriz celular,
principalmente aquellos ubicados en la piel de frutas y vegetales (Macheix, 1990), que no pueden extraerse
facilmente mediante el uso de solventes. Las enzimas del tipo celulasas y pectinasas son las mds utilizadas
para liberar los polifenoles que interaccionan con carbohidratos o proteinas contenidos en la pared celular
(Puriy col, 2012).

Las pectinasas o enzimas pécticas se caracterizan por actuar sobre las pectinas presentes en la piel de
frutas y vegetales. Existen tres clases de pectinasas: las pectinmetilesterasas hidrolizan los enlaces metiléster
en las pectinas, dando acido péctico y metanol; las poligalacturonasas actdan sobre el enlace glucosidico a-
1,4 presente, rompiéndolo e hidrolizando el acido péctico, lo cual suele manifestarse como una reduccidn en
la estructura y consistencia del medio donde se encuentran. Por ultimo, las pectato liasas rompen el enlace
glicosidico presente en pectinas y el 4c. péctico, pero mediante un mecanismo diferente (B-eliminacién) al de
las poligalacturonasas. Estas también producen una disminucién en la consistencia del material sobre el que
actuan (Fennema, 2001). Las celulasas se caracterizan por su accién sobre la celulosa, principal polisacarido
presente en la pared de células vegetales, degradandola a mondmeros de glucosa. Esto provoca el
ablandamiento de la textura vegetal y facilitaria la extraccion de compuestos asociados o acomplejados a la
pared. De acuerdo a Bejarano y col. (2011) para lograr la degradacion de paredes celulares las pectinasas se
combinan con celulasas y/o hemicelulasas, que normalmente se consiguen como complejos enzimaticos
comerciales.

Los factores mas importantes a definir durante la EAE son la concentracion de enzima en relaciéon con la
cantidad de muestra, la temperatura, el pH y el tiempo. La adicién de enzima generalmente se logra
generando una solucién acuosa o adicionandola en una mezcla de muestra:solvente (el agua es el solvente
mas utilizado). El aumento de la temperatura (35-50°C), mejora la actividad de la enzima, y dado que no se
requieren temperaturas muy elevadas, en general previenen posibles pérdidas por degradacién térmica

(Gligor y col., 2019). Respecto al pH, estas enzimas suelen requerir medios acidos, lo cual generalmente, no
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implica ningun ajuste del mismo cuando se trabaja con berries. En cuanto al tiempo de extraccion, el mismo
se encuentra intimamente relacionado con la concentracion de enzima, pudiendo ocasionar inconvenientes
si la extraccion se extiende por muchas horas (>1 h), ya que se promueve la degradacidn de compuestos
bioactivos por degradacién térmica u oxidacidn (Panja, 2017; Gligor y col., 2019). Estos factores convierten a
la EAE en una metodologia amigable con el medioambiente.

La tecnologia EAE ha sido ampliamente utilizada para la obtencidn de jugos de berries, con mejoras en su
contenido en bioactivos. Por ejemplo, Wang y col. (2009) estudiaron el rendimiento en jugo y antocianinas
de jugo de mora, analizando diferentes enzimas, obteniendo mejoras tanto en los rendimientos en jugo
como en el contenido en antocianinas y polifenoles. Laaksonen y col. (2012) analizaron la calidad y
estabilidad de jugos de grosella negra obtenidos mediante extraccidon enzimatica, variando las condiciones
de extraccion (temperatura de maceracion y de inactivacion, tipo de enzima). Estos autores observaron en
todos los casos que incluian el agregado de una solucidon enzimatica, que el contenido de compuestos
bioactivos aumentaba respecto de la muestra sin tratamiento enzimatico. A su vez, Dal Magro y col. (2016)
evaluaron 5 preparados de diferentes enzimas para obtener jugos de uva de alta calidad sensorial y
capacidad antioxidante. Estos autores observaron una mejor extraccién de polifenoles y antocianinas al
utilizar una enzima con actividad celulasa. Por ultimo, Toscano Martinez y col. (2020) optimizaron la
obtencidn de jugo de grosella negra mediante extraccion enzimatica evaluando la concentracidn, el tiempo y
la temperatura de incubacién. Los autores informaron que al comparar con un jugo control, las condiciones
Optimas de extraccidn produjeron una mejora del 15% en el rendimiento en jugo, y un aumento de 2,4 veces
en el contenido de polifenoles, 2,7 veces en el contenido de antocianinas y 2,8 veces en la capacidad

antioxidante.

1.3. Métodos de estabilizacidn y preservacion de extractos/jugos con actividad antioxidante

Al ser los vegetales y frutas ricos en compuestos antioxidantes, la necesidad de preservar estas sustancias
y sus propiedades se ha vuelto un desafio a lo largo de los ultimos afios. En particular, el proceso de
encapsulacién de moléculas de interés como los polifenoles, se ha ido desarrollando durante los ultimos 70
afios, dando lugar a diferentes metodologias para obtener encapsulados. La encapsulacidon consiste
basicamente en la obtencién de sistemas o particulas pequefas generadas a partir del recubrimiento o
atrapamiento de un compuesto o mezcla de interés (encapsulado) en otro material (encapsulante) (Fang y
Bhandari, 2010). Dependiendo de la interaccidon encapsulado-encapsulante, se formaran particulas de
diferentes tamafios (micro o nanoparticulas) y funcionalidades. En la industria alimentaria esta tecnologia se
aplica con diversos objetivos: proteger un material de interés de su deterioro por factores ambientales,

evitar o reducir la pérdida del encapsulado durante el procesamiento del producto, modificar las
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caracteristicas fisicas del material original con el fin de facilitar su posterior manipulacién, controlar la
liberacion en el tiempo del material encapsulado, enmascarar un compuesto indeseado que pueda afectar el
flavor, entre otros (Fang y Bhandari, 2010). Para lograr esto, existen diversas metodologias que dependeran
del tipo de particula y la funcidn que cumplira. Existen métodos quimicos, como la inclusién molecular o el
entrecruzamiento interfacial, que se fundamentan en la interaccidn quimica de grupos funcionales del
material de pared con el encapsulado, o la capacidad del encapsulante de generar capsulas o gotas en un
sistema disperso de dos fases (Munin y Edwards-Lévy, 2011).

También existen métodos fisicoquimicos, como la coacervacién, encapsulacién con liposomas, gelacion
idnica, entre otros. La encapsulacién mediante coacervacidn involucra la interaccidon entre polimeros con
diferentes cargas en un sistema coloidal. La modificacién de alguna de las caracteristicas del coloide (como
un cambio de pH, adicién de sales, etc.) puede provocar la disminucion de la solubilidad de las
macromoléculas presentes produciendo la separacién en una nueva fase, formando asi las microcdpsulas
gue contienen el material de interés. Por otro lado, la encapsulacién con liposomas consiste en la interaccion
hidrofilica e hidrofébica entre fosfolipidos y moléculas de agua. Esto otorga a los liposomas la capacidad de
contener, transportar y liberar materiales hidro y liposolubles como también sustancias anfifilicas (Fang y
Bhandari, 2010). Finalmente, dentro de los métodos fisicos encontramos técnicas como la co-cristalizacién,
extrusion, generacion electroestatica de gotas, secado por atomizacion y liofilizacién, entre otros.

En general los procesos de encapsulacién incluyen la deshidratacion final de las particulas o son técnicas
de secado propiamente dichas, como ocurre en procesos de secado por atomizacién y liofilizacién. En estos
métodos, la encapsulacién comienza durante la obtencion de una formulacién liquida, mezclando el material
de interés y el agente encapsulante. La disolucién y homogenizacién de los componentes es una de las
etapas claves para una encapsulacion adecuada (Fang y Bhandari, 2010; Macias-Cortés y col., 2020). Esta
solucidn es la que se utilizara posteriormente como liquido de alimentacién de los equipos de secado.

Tanto la liofilizacion como el secado por atomizacién son procesos muy utilizados en la industria
alimenticia para preservar alimentos. La eliminaciéon de parte del agua contenida en un sistema permite
extender su vida util, inhibiendo o evitando el crecimiento de microorganismos patdgenos y/o
deteriorativos, la ocurrencia de algunas reacciones quimicas y de cambios en el estado fisico durante el
almacenamiento. A su vez, el secado permite reducir costos de embalaje, manejo, almacenamiento vy
transporte, dado que se reducen el peso y volumen del producto (Araya-Farias y Ratti, 2009; Jiang y Zhang,
2013). En relacion al procesado de frutas y vegetales, la deshidratacién permite disponer de productos
estacionales (como las frutas finas) durante todo el afio (Vega-Galvez y col., 2011), como también la
generacién de productos con gran versatilidad (como los polvos) para poder ser incorporados en diferentes
elaboraciones como yogures, galletitas, productos de confiteria, o ser utilizados para la elaboracién de

productos cosméticos o nutracéuticos.
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Teniendo en cuenta que las metodologias mas utilizadas para la produccion de polvos a base de frutas y
vegetales son el secado por aspersion y la liofilizacién, y que las mismas seran aplicadas en el presente

trabajo, a continuacidn se describen con mayor profundidad.

Secado por atomizacion

El secado por atomizacion (o por aspersion) es un método de deshidratacion utilizado para la
preservacion de los alimentos liquidos (Masters, 2004). Se lleva a cabo mediante una operacidn continua
para convertir una solucion liquida en un polvo seco mediante la deshidratacién de una nube de gotas
minusculas, por lo general de 10 a 500 um de didmetro. Mediante este proceso simple y ultrarrdpido, se
consigue secar los sdlidos presentes (solubles e insolubles), logrando obtener productos de alta calidad,
preservando las caracteristicas esenciales de los alimentos de partida, ofreciendo a su vez las ventajas en
cuanto a reduccién de peso y volumen. Esta particularidad ha convertido el secado por atomizacién en la
tecnologia de encapsulacidn mas utilizada a nivel mundial (Macias-Cortés y col., 2020).

En la Figura 1.6 se presenta el esquema de un equipo de secado por atomizacidn. En el punto A se
encuentra el liquido de alimentacién el cual se bombea hasta el tanque secador, donde el liquido se atomiza
en pequefias gotas, y en contacto con el aire caliente se produce la vaporizacién del solvente (generalmente
agua) logrando un sdlido seco, el cual decanta por un cicldn y finalmente se obtiene el polvo en el punto B.

El proceso puede dividirse en dos etapas: inicialmente, la transferencia de calor se da desde el aire
caliente hacia las gotas, provocando la evaporacion del solvente y dando comienzo a la disminucion del
tamafio de las mismas. Luego, comienza la formacidén de una corteza sdélida en la superficie de las gotas,
convirtiéndose en particulas cuya morfologia final depende de mdiltiples variables (Garrido-Makinistian,
2020). El tiempo de residencia del producto a secar es muy corto (entre 5y 100 segundos), y esto sumado a
gue el intercambio de calor y de masa es muy rapido por la gran superficie creada por la atomizacién, hace
gue este proceso sea aplicable al secado de materiales sensibles al calor (Masters, 1991).

En relacion a la disposicién relativa de las corrientes de alimentacidn liquida y de aire de secado, existen
dos tipos de disefio: secaderos de flujo en contracorriente, co-corriente y de flujo mixto. En los secaderos en
contracorriente, el atomizador se encuentra ubicado en la parte superior de la cdmara de secado vy el aire
ingresa por la parte inferior. Este disefio genera una evaporacién mas rapida y una mayor eficiencia
energética que el secadero en co-corriente. Sin embargo, la disposiciéon en contracorriente no es adecuada
para productos termosensibles. En el caso del disefio en co-corriente, el atomizador se ubica en la parte
superior de la cdmara de secado junto al ingreso del aire caliente. Esta disposicidon se prefiere para productos
termolabiles ya que las gotas entran en contacto con el aire de secado con su maximo contenido de

humedad (Garrido-Makinistian, 2020). Los secaderos de flujo mixto combinan los disefios anteriormente
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explicados: el liquido de alimentacién ingresa por el fondo de la cdmara de secado en contra del flujo de aire
de secado, que ingresa por la parte superior. El liquido atomizado inicialmente experimenta un flujo
ascendente, pero al entrar en contacto con el aire caliente se produce una reversién en la direccidn del flujo,
siendo recolectado finalmente por la parte inferior de la cdmara. Este disefio maximiza el tiempo de
residencia del producto, siendo preferencial para el secado de gotas gruesas, incluso en camaras pequeiias.

Se utiliza principalmente para la deshidratacion de materiales resistentes al calor (Santos y col., 2018).

Bomba . 2
Aire caliente
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71N\
/ 1 \
/ \
7 1 \ l
7 1 \
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2 . S
Camarade
secado
Material

Liquido de
alimentacion

encapsulado

Figura 1.6. Esquema bdsico de un equipo de secado por aspersién o spray.

La operacién de atomizacidn es de gran importancia en esta tecnologia de secado, ya que define la
distribucién de tamafo de gotas y consecuentemente de las particulas finales del polvo. A su vez, el caudal y
la naturaleza del liquido de alimentacion afectan el tamafo de las particulas generadas: bajos caudales de
aire y altas concentraciones de solutos o alta viscosidad del liquido favorecen la produccion de particulas
relativamente grandes. Es por ello, que la seleccién del atomizador resulta ser un factor de gran importancia
a la hora de desarrollar un polvo secado por atomizacidon. Dentro de los atomizadores disponibles, se
encuentras varios tipos, como boquilla a presidn, boquilla de dos fluidos, disco giratorio y nebulizador
ultrasénico. La boquilla a presion permite la conducciéon del liquido de alimentacidn bajo presién, mediante

un conducto que disminuye su didmetro gradualmente. Esto permite que el fluido sea expulsado a alta
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velocidad por un pequefio orificio (generalmente con un didmetro entre 0,4 - 4 mm), y de esta manera al
perder presidon comienza a formar pequefias gotas. Este tipo de atomizador es econdmico y genera polvos
de alta densidad con buenas caracteristicas de flujo; sin embargo, altas velocidades de alimentacion generan
mayor heterogeneidad en el tamafio de las gotas (Santos y col., 2018). La boquilla de dos fluidos esta
disefiada para que el ingreso de la muestra liquida y el aire comprimido al atomizador sea por diferentes
canales, saliendo juntos en la punta del mismo. Este disefio permite el aprovechamiento de la energia del
gas comprimido para producir la atomizacién del liquido de alimentacion en gotas muy finas (entre 10-100
pum). En el caso de los de disco rotatorio, la rueda giratoria de alta velocidad produce la divisién de la
muestra liquida en gotas (> 200 um). Esto permite que al modificar la velocidad del disco puedan obtenerse
diferentes tamafios de particula. Una desventaja es la produccién de grandes cantidades de particulas finas.
Por ultimo, los atomizadores ultrasdnicos, como su nombre lo indica, utilizan vibraciones ultrasénicas para
producir las particulas. El tamafio de las mismas suele estar controlado por la frecuencia de vibraciéon de la
boquilla, logrando tamafios de particulas entre 1-10 um (Garrido-Makinistian, 2020).

Como se menciond previamente, la morfologia de las particulas puede ser diferente dependiendo de las
condiciones del proceso de secado y de las caracteristicas del liquido de alimentacion. Modificaciones en la
composicion y caracteristicas de la solucién de partida (como la viscosidad, el agregado de algin
componente diferente del material encapsulante, variaciones en las propiedades de las gotas atomizadas), o
en algunos parametros relacionados con la transferencia de calor y masa (como el tiempo de formacién de la
“costra”, tiempo de residencia en el secadero, tamafio de la boquilla, entre otros), han generado desde
tipicas particulas esféricas hasta particulas con diferente rugosidad superficial, porosas o huecas
(Nandiyanto y Okuyama, 2011). La forma y tamafio final de las particulas, puede generar cambios notables
sobre las propiedades fisicoquimicas del polvo final obtenido, como la solubilidad, el color, y su estabilidad

(Esquivel-Gonzalez y col., 2015).

Secado por liofilizacion

La deshidratacién por liofilizacion es considerada la metodologia ideal para el secado de materiales
termosensibles y aromas. Esto se debe a que se utilizan temperaturas y presiones bajas, que permiten la
eliminacion del agua contenida en el producto a través de su sublimacion. Exceptuando los largos periodos
de tiempo de secado requeridos, la liofilizacién es una técnica simple que ha sido utilizada para la
encapsulacidn de aromas, drogas y sustancias hidrosolubles (Fang y Bhandari, 2010).

El proceso consiste en la transferencia simultdnea de calor y masa, en el cual el calor se entrega a la
materia prima previamente congelada y el vapor de agua se retira continuamente (Koroishi, 2005). En la

Figura 1.7 se presenta un esquema del equipo de liofilizacion. EI mismo es relativamente simple,
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consistiendo de una cdmara de secado, un equipo de calefaccidn y refrigeracidn, una bomba de vacio y un
condensador. El proceso en general consiste en 3 etapas: congelado, secado primario y secado secundario.
El congelado del producto es importante para garantizar que el agua congelable sublime por completo y se
alcance un nivel de humedad bajo en la muestra. Durante el secado primario, el calor se transfiere hacia el
frente de hielo promoviendo la sublimacidn desde la superficie exterior hacia el interior del producto, y el
vapor de agua se elimina atravesando el producto seco. De acuerdo a la fuente de calor disponible, la
transferencia de calor se puede dar a través de la capa congelada, a través de la capa seca o a través de
ambas. La ultima etapa del proceso o secado secundario, ocurre por desorcién. Esta consiste en evaporar
parte del agua no congelable, que es aquella que interactua fuertemente con los sélidos y que no se congelé
previamente. El vapor de agua sublimado es recogido en el condensador, donde se produce la formacion de
hielo evitando la rehidratacidn de la muestra. De esta forma se logra alcanzar contenidos de agua muy bajos

(Ramirez Navas, 2006).
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Figura 1.7. Esquema bdsico de un equipo de liofilizacion. Adaptado de Ramirez Navas (2006).

Es importante controlar la humedad final del alimento de manera de garantizar su estabilidad fisica
(Parzanese, 2011). En general los alimentos liofilizados presentan una estructura rigida, crujiente (cuando se
trata de un tejido u otro producto con estructura), conservan la forma y volumen originales, y preservan sus
caracteristicas nutritivas y organolépticas.

Dado que se trabaja en condiciones de temperatura y presion reducidas, no hay pérdidas significativas de
sustancias volatiles o termosensibles, esto presenta una ventaja frente a otras técnicas en cuanto a la
obtencién de productos con alta retencién de aromas, pigmentos, vitaminas, entre otros. Sin embargo, en

comparacion con el secado por atomizacion y otras técnicas de encapsulacién que permiten la obtencion de
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un producto final particulado, la encapsulacién mediante liofilizacion se produce sin la formacion de
particulas, lo cual implica la utilizacién de una etapa posterior de molienda para obtener finalmente un
polvo. El tamafio y forma de las particulas de encapsulado dependeran del tipo de molienda que se realice,
obteniendo formas y tamafios variados que repercutirdn en las propiedades finales del polvo generado

(Jiang y Zhang, 2013).

1.4. Alimentos e ingredientes funcionales

1.4.1. Uso de frutas finas como ingredientes en alimentos

En relacidn al consumo de frutas y verduras, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda
consumir por lo menos 400g diarios para obtener sus beneficios nutricionales y para la salud. En 2017, 3,9
millones de muertes en todo el mundo se atribuyeron a la falta de consumo de frutas y verduras en
cantidades suficientes (OMS, 2019). Se estima que la ingesta insuficiente de frutas y verduras es la causa de
alrededor del 14% de las muertes por cancer gastrointestinal en todo el mundo, del 11% de las muertes por
cardiopatias isquémicas y del 9% de las muertes por accidentes cerebrovasculares (FAO, 2020).

En este contexto surge la necesidad de generar los llamados “alimentos funcionales” que, si bien su
nombre no estd reconocido aun en un contexto legal, se los define como aquellos alimentos o componentes
gue presentan actividad fisioldgica o presentan algun beneficio ademas de su aporte nutricional, ya sea por
una mejora en el estado de salud de las personas y/o por la reduccion en el riego de padecer alguna
enfermedad. Existen productos convencionales que naturalmente tienen funcionalidad especifica como por
ejemplo frutas y vegetales, y productos con funcionalidad enriquecida como por ejemplo alimentos que han
sido adicionados con sustancias bioactivas, asi como también ingredientes desarrollados para cumplir con tal
fin denominados ingredientes funcionales.

Es importante mencionar que para poder considerar a un alimento como funcional se debe verificar su
efecto fisioldgico, por ejemplo, una disminucion en la respuesta glicémica, una disminucién en el estatus
oxidativo, una mejora en la funcionalidad cardiovascular, una disminucién en la proliferaciéon de células
cancerosas, entre otros (Alongi y Anese, 2021).

De acuerdo a Henry (2010) las vias de obtencién de un producto funcional pueden ser diferentes. Se
puede obtener mediante: (1) la eliminacion de un componente antinutritivo o perjudicial (ej., proteina
alergena), (2) el aumento de la concentracion de un componente naturalmente presente en el alimento con
el objeto de mejorar la ingesta diaria, (3) el agregado de un componente ajeno al alimento pero con efectos

benéficos (ej., fructanos prebidticos), (4) reemplazando un componente cuyo consumo suele ser excesivo
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(ej., grasas reemplazadas por almidones modificados), (5) el aumento de la biodisponibilidad o de la
estabilidad de un componente para producir efecto funcional.

De acuerdo a lo expuesto, la incorporacién de frutas finas a la dieta, de forma fresca o indirectamente
como ingrediente de otro producto, adquiere una relevancia indiscutible. La utilizacién de berries como
ingredientes para formular o enriquecer distintos alimentos se ha estado estudiando a lo largo de los ultimos
afos. Por ejemplo, Paulino y col. (2019) desarrollaron pulpas y mermeladas adicionadas con polvos de
grosella negra (cassis) y rosa mosqueta, mejorando el contenido en polifenoles, antocianinas, acido
ascorbico y capacidad antioxidante de los productos finales. Campostrini y col. (2018) desarrollaron un
bocadito a base de ardndanos secos y nuez, endulzados con una mezcla de miel y maltitol, mientras que
Archaina y col., (2019) desarrollaron un bocadito liofilizado a base de yogur y polvo de residuo de grosella
negra.

Por otro lado, el uso de los residuos originados por la industria de alimentos se ha convertido en un nicho
de estudio a causa de la disponibilidad en compuestos bioactivos y fibra que éstos presentan (Comunian y
col., 2021). En el caso particular de residuos originados luego de la obtencién de jugos o extractos de frutas
finas, varios autores han estudiado la obtencién y aplicacidon de distintos productos a partir de este tipo de
matrices. Por ejemplo, Sette y col. (2021) generaron, a partir de residuos de procesos de extraccién de frutos
de maqui, diferentes sistemas particulados (secos y liofilizados) ricos en fibra dietaria y polifenoles,
propuestos para el disefio de alimentos para celiacos o diabéticos. Sozzi y col. (2021) deshidrataron residuos
de jugo de zarzamora mediante secado en lecho fluidizado, obteniendo granulados ricos en fibra y
compuestos bioactivos, para ser utilizados en alimentos compuestos (e]. cereales de desayuno). Bora y col.
(2019) estudiaron la formulacidn de diferentes productos horneados (muffin y galletita) adicionando residuo
en polvo de goji berry con el fin de reemplazar parte de la harina de trigo que estos productos requieren.
Gagneten y col. (2021) adicionaron residuo liofilizado de grosella negra a la formulacion de una galletita libre
de gluten, con el fin de enriquecerla en fibra y polifenoles. Inada y col. (2021), obtuvieron polvos de piel de
jaboticaba que utilizaron para el desarrollo de barritas de cereal, noodles libres de gluten, cereal para el
desayuno, galletitas, entre otros.

En cuanto al sauco, existen muy pocos estudios que incluyan la utilizacidon de sus frutos o componentes
obtenidos a partir de ellos para la formulacidn de ingredientes o alimentos. Sun-Waterhouse y col. (2013), da
Silva y col. (2019) y Casi-Sokolinska y Walkowiak-Tomczak (2021), adicionaron jugo de sauco de forma
directa en la formulacién de pastas, croissants y yogur, respectivamente. Por otro lado, Busso Casati y col.
(2019) y Baeza y col. (2020), desarrollaron polvos liofilizados de sauco a partir de pulpas comerciales, sin
embargo, no han explorado la aplicacidn de los mismos como ingrediente o posibles jugos en polvo.

Por otro lado, el desarrollo tecnolégico alcanzado en Chile en lo que respecta a productos a partir de

berries, particularmente silvestres, ha permitido generar desde jugos concentrados o mezclas de jugos de
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frutas o verduras con berries, bebidas alcohdlicas, vinagres, laminas de frutas, salsas, productos
deshidratados utilizando secado convencional, productos obtenidos por deshidratacidn osmética combinada
con impregnacion, productos liofilizados, entre otros. Sin embargo, como ya se ha comentado previamente,
la situacién en Argentina es muy diferente ya que el mercado se centra en la distribucion de fruta fresca y
congelada, pudiendo encontrar algunos pocos productos deshidratados: polvos liofilizados (ej. liofilizado de
maqui) o bien frutas enteras, secadas por conveccién o liofilizadas, principalmente frutilla y ardndano (Figura
1.8). A pesar de ello la preferencia por productos alimentarios antioxidantes y de bajas calorias es cada vez
mayor y abre un panorama importante en la demanda de berries, particularmente los silvestres por ser una
fuente importante de compuestos bioactivos y pigmentos de colores atractivos. En este sentido el desarrollo
de nuevos ingredientes y nuevos procesos para el disefio de alimentos potencialmente funcionales a partir

de estos frutos constituye un segmento a seguir explorando en nuestro pais.
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Figura 1.8. Algunos productos deshidratados a base de frutas finas disponibles en Argentina.

1.4.2. Potencial de procesos de “Impregnacién de matrices humedas” para el desarrollo de alimentos

funcionales

En los ultimos afios, la aplicacion de la metodologia de impregnacién a vacio ha sido propuesta como una
manera Util de introducir liquidos en la estructura porosa de algunos alimentos (Fito y col., 1996; Chiralt y
col., 1999). De esta manera, tanto la composicién como las propiedades fisicas y quimicas del producto
pueden ser modificadas para mejorar alguna caracteristica del alimento (Fito y Chiralt, 2000; Fito y col.,
2000).

Los procesos de impregnacién por inmersidn realizados a presidon atmosférica (IA), en condiciones de
vacio (IV) o a través de una combinacidon de ambos procesos (periodo a vacio seguido de largos periodos a
presion atmosférica, IVA), pueden ser empleados para introducir un componente fisiolégicamente activo en
alimentos frescos como por ejemplo las frutas (Alzamora y col., 2005; Fito y col., 2001; Salvatori y col., 2007).

Es importante resaltar que estos procesos pueden realizarse a temperatura ambiente o cercanas, lo que

25



Introduccion

minimiza el deterioro tanto de la estructura como de compuestos labiles al calor, permitiendo asi obtener un
alimento potencialmente funcional con caracteristicas de frescura similares a los materiales de partida.

Basandose en la estructura porosa de muchos alimentos, Salvatori y col. (2007, 2011) han explicado el
fendbmeno que ocurre durante la operacidon de impregnacién a vacio (IV) a través del denominado
mecanismo hidrodinamico (HDM). Este mecanismo ha sido descrito como un fenémeno de transferencia de
materia que ocurre en operaciones solido-liquido y es especialmente importante cuando se trabaja en
condiciones de vacio. Segun estos autores lo que ocurre en el producto cuando se lo sumerge en un liquido y
se lo somete a presiones subatmosféricas es que el gas ocluido en los poros sufre una expansion para
equilibrarse con la presién impuesta al sistema, lo que implica por una parte, un nivel de desgasificacién de
la estructura porosa del alimento, funcién de la presién aplicada y, por otra, una penetracién del liquido por
capilaridad una vez alcanzado el equilibrio de presiones del sistema. Posteriormente cuando se instaura la
presion atmosférica, se crea un nuevo gradiente de presiones que actia como fuerza impulsora y hace que
los espacios intercelulares o poros se llenen parcialmente de liquido. La cantidad de liquido que impregne el
sistema dependerd del nivel de desgasificacion y por lo tanto, de la presidon de trabajo. Esta penetracion de
liguido puede ser reversible y esta controlada por la compresidn o expansién del gas ocluido en los espacios
intercelulares. En la Figura 1.9 se presenta un esquema del proceso, simplificando el poro del alimento y
asimilandolo a una geometria cilindrica.

Dentro de los factores que afectan al proceso de impregnacion, la naturaleza del tejido a impregnar juega
un papel muy importante. Metodologias como el escaldado, que normalmente es llevado a cabo para
prevenir la formacidn de aromas y sabores desagradables y cambios de color debido a reacciones
enzimaticas, ha sido propuesto también como pretratamiento para mejorar el proceso de enriquecimiento
de matrices vegetales (Nieto y col., 2001; Giovanelliy col., 2012).

La incorporacién de ingredientes o compuestos con potencial funcional a un alimento ha sido aplicada
con éxito para producir alimentos enriquecidos, particularmente frutas y vegetales capaces de soportar los
cambios de presion durante los tratamientos. Por ejemplo, Ortiz y col. (2003) enriquecieron champifiones
con soluciones de calcio, obteniendo resultados satisfactorios tanto en la concentracién del compuesto
impregnado como la textura final del producto. Salvatori y col. (2007) y Gonzalez-Fesler y col. (2008)
trabajaron con manzanas sometidas a un pretratamiento de escaldado, evaluando diferentes tiempos y
condiciones de impregnacion (con vacio y presién atmosférica) con soluciones de calcio. En estos trabajos, se
estudio el efecto de los tratamientos sobre la estructura del tejido de manzanay la cinética de impregnacién
y secado del producto final. Por otro lado, Indaco (2005) enriquecié rodajas de papa con soluciones de
calcio, utilizando impregnacidn a presién atmosférica a diferentes temperaturas, y evaluando su efecto

sobre las propiedades reolégicas y mecdnicas.
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Figura 1.9. Mecanismo de transferencia de materia durante la impregnacion a vacio (IV) (Fito, 1994).

En cuanto a la posibilidad de enriquecer con polifenoles u otros compuestos bioactivos, esta técnica
combinada o no con otras tecnologias ha sido ampliamente utilizada para enriquecer diferentes matrices,
generando productos secos o fritos listos para el consumo (ready-to-eat food). Por ejemplo, Castagnini y col.
(2015), obtuvieron mediante IV y secado convectivo, snacks de manzana enriquecidos con jugo de
arandanos; Moreira y Almohaimeed (2018) generaron chips de papa impregnadas con polifenoles de
remolacha, mientras que Abalos y col. (2020) obtuvieron un snack de batata enriquecido con polifenoles
mediante IV. Por Ultimo, la obtencién de snacks frescos listos para consumo, fue estudiada por Yilmaz y Bilek

(2018) que adicionaron calcio y polifenoles de zanahoria morada a manzanas, mediante IV acoplada a
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ultrasonido. A su vez, Guerra-Valle y col. (2018) combinaron deshidratacion osmética con pulsos de vacio
para enriquecer manzanas con bioactivos de jugo concentrado de granada.

En sintesis, estas tecnologias han demostrado ser efectivas para la introduccién de diferentes
compuestos de interés en distintas matrices vegetales, ya que la cantidad que puede incorporarse en los
tejidos puede ser importante, permitiendo asi aumentar la ingesta de un determinado nutriente o

fitoquimico.
1.5. Estabilidad de productos deshidratados

Durante el almacenamiento de los productos deshidratados es necesario evitar las condiciones que
puedan inducir cambios fisicos y/o quimicos que alteren sus propiedades. En este sentido, el control de la
temperatura y la humedad relativa del ambiente durante el almacenamiento es de suma importancia dado
gue estas variables influyen en la adsorcién de agua por parte del producto deshidratado, las reacciones de
deterioro y la estabilidad fisica. Por otra parte, cuanto menos higroscdpicos sean los materiales se espera
gue sean mas estables. Por estas razones, es de vital importancia evaluar la estabilidad de los productos
deshidratados obtenidos.

La interaccidon con el agua del medio ambiente puede incrementar la actividad acuosa (aw) del producto, y
asi generar condiciones mas desfavorables para su estabilidad. El concepto de actividad acuosa fue
introducido para diferenciar la intensidad con la que el agua se asocia a los componentes no acuosos de los
productos alimenticios, distinguiendo entre agua fuertemente asociada y agua “libre” (Fennema, 2001). El
agua que interacciona fuertemente con la matriz alimenticia no se encuentra disponible para participar en
fendmenos de deterioro del producto, tales como crecimiento de microorganismos, reacciones de
pardeamiento y quimicas de hidrdlisis, entre otros. En cambio, el agua débilmente asociada si participa en
dichos procesos. La definicién rigurosa del concepto de actividad proviene de la termodinamica y refiere a
un cociente de fugacidades. Para el caso del agua y considerando bajas presiones para la fase gas, las
fugacidades pueden reemplazarse por presiones de vapor.

Por lo tanto, la actividad acuosa queda definida por la ecuacién 1.1:
ay= Io/po (1.1)

donde p es la presion de vapor del agua en la muestra y po es la presién de vapor del agua pura a la misma

temperatura.
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Suponiendo que se alcanza el equilibrio respecto a la interaccién del agua entre el sistema y el entorno,
es posible relacionar la actividad acuosa del sistema con la humedad relativa porcentual del entorno

(humedad relativa de equilibrio), tal como lo expresa la ecuacién 1.2.

HR% = a,, 100 (1.2)

La isoterma de sorcidn de agua permite analizar la relacion entre la humedad relativa del entorno vy la
humedad adsorbida/desorbida por el sistema, por lo tanto, es una herramienta (til para predecir la
estabilidad fisica y quimica del material evaluado. El tipo de isoterma estd determinado por diversos
factores, como por ejemplo la composicidn y la estructura fisica de la muestra, los pretratamientos aplicados
ala mismay la temperatura a la cual se realiza el ensayo.

En materiales alimenticios las isotermas de sorcidn de agua presentan habitualmente una forma que esta
basada en su composicidon quimica y generalmente corresponde a una S invertida. Brunauer y col. (1940)
clasificaron las isotermas de sorcién en 5 tipos basados en la adsorcidon por las fuerzas de van der Waals de
gases no polares adsorbidos en diversos sustratos sélidos no porosos, siendo los tipos |, Il y lll (Figura 1.10)

los mas observados en los productos alimenticios.

Contenido de aqua

A

Figura 1.10. Tipos de isotermas de sorcién de agua mas frecuentes en alimentos (Brunauer y col., 1940).

Los materiales amorfos pueden experimentar una transicion de fase desde un estado vitreo hacia un
estado liquido sobreenfriado (“gomoso”). Se trata de estados que no estan en equilibrio termodinamico,
sino que pueden alcanzar estados de equilibrio metaestables. EIl cambio de estado vitreo a liquido
sobreenfriado se conoce como transicion vitrea. La temperatura de transicidn vitrea (Tg), asociada a dicho
cambio de estado, es caracteristica de cada material. Desde el punto de vista fisico, el incremento de awen

un producto deshidratado generard una disminucién de su T,. Por lo tanto, resulta relevante el estudio de la
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interrelacién de Tg; con el contenido de agua dado que dicha propiedad estd relacionada con posibles
transformaciones estructurales del producto a lo largo del almacenamiento, como colapso estructural,
aumento de la pegajosidad, cristalizacién, etc. (Roos, 2010). Por otro lado, a mayor actividad de agua resulta
mas factible que se produzcan reacciones quimicas de deterioro dado que se incrementa la movilidad
molecular (es decir la movilidad de los reactivos), fendmeno que puede afectar la velocidad de reaccidn
(Fennema, 2001).

Al igual que la aw, la temperatura tiene un efecto notable sobre la estabilidad de los productos de base
alimenticia. Esta variable incide directamente en la velocidad de las reacciones de deterioro (modificando la
constante cinética) y en la estabilidad fisica. En el caso particular de productos deshidratados elaborados a
partir de frutos rojos, cobra especial interés el estudio de la estabilidad de los polifenoles y de los
compuestos antocianicos. Esto se debe a que dichos fitoquimicos son los principales responsables de las
propiedades antioxidantes y del color caracteristico de dichos frutos. En este sentido, se han llevado
adelante trabajos de investigacidn para analizar los efectos de la temperatura y la actividad acuosa sobre la
estabilidad de los polifenoles en productos dehidratados a lo largo de procesos de almacenamiento

(Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk, 2011; Fang y Bhandari, 2011; Gonzalez y col., 2019).

1.6. Bioaccesibilidad de compuestos antioxidantes

Los efectos beneficiosos de los nutrientes y/o compuestos bioactivos en la salud de las personas estan
condicionados a su bioaccesibilidad y biodisponibilidad luego del proceso digestivo. La bioaccesibilidad se
define como la cantidad de un componente alimentario presente en el intestino, como consecuencia de su
liberacidn por accién de enzimas digestivas y la flora intestinal, y por lo tanto se encuentra potencialmente
disponible para atravesar la barrera intestinal (Saura-Calixto y col., 2007).

Idealmente, el estudio de la digestibilidad de un alimento deberia realizarse in vivo en humanos. Sin
embargo, los estudios clinicos que involucran personas son un gran desafio al presentar dificultades técnicas
y financieras. Debido a esto, metodologias in vitro que simulan el proceso de digestion en el tracto
gastrointestinal (TGI) han sido ampliamente utilizadas en la dltima década. En comparacién con los estudios
clinicos, estas técnicas han sido mas efectivas, econdmicas y no conllevan restricciones éticas (Li y col.,
2020).

Varios protocolos que simulan el proceso de digestion han sido propuestos, impidiendo la posibilidad de
comparar resultados entre diferentes investigaciones. Esto se debe a la cantidad de factores involucrados
durante la digestion, como la variedad de enzimas digestivas y su origen, el pH, la composicion de las
soluciones que simulan la fuerza idnica y el contenido de minerales de los fluidos digestivos, el tiempo de

digestidn, entre otros. La técnica descripta por Minekus y col. (2014), que involucra la simulacién de las fases
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oral, gastrica y del intestino delgado, ha demostrado ser reproducible por varios autores (Bae y col., 2017;
Archaina y col., 2019; Thomas-Valdés y col., 2018; Perez-Moral y col., 2018).

Estudios realizados por Saura-Calixto y col. (2007) sobre la ingesta de polifenoles resultantes de la dieta
Mediterrdnea de espafioles, han demostrado que el 48% de estos compuestos quedan bioaccesibles en el
intestino delgado, mientras que un 42% permanece en el intestino grueso. Teniendo en cuenta esto, es
importante también analizar la interaccidn entre las células del intestino y los alimentos, donde otras
técnicas in vitro han sido exitosamente desarrolladas. Las células Caco-2 forman parte del modelo mds usado
para la determinacidn del traspaso de componentes a través de la barrera intestinal, por lo cual la medicién
del contenido de compuestos como polifenoles o su actividad antioxidante, luego de atravesar la membrana
de estas células, se torna una adecuada estrategia para predecir la biodisponibilidad de polifenoles en

humanos (Ding y col., 2021).

1.7. Desarrollo de productos basado en la percepcion del consumidor

A causa de la demanda de alimentos con caracter funcional, el desarrollo de nuevos productos se ha
vuelto un gran desafio ante la continua innovacidon y amplia oferta en el mercado. Esto convierte a la
aceptacion por parte de los consumidores en un factor fundamental y de alta prioridad en la investigacién y
manufactura de alimentos novedosos (Ares y col., 2008).

Por esta razdn, los estudios sensoriales con consumidores han demostrado la capacidad de generar
evaluaciones precisas y confiables cuando se requiere una descripcion del producto. Incluso, varios estudios
han demostrado que la caracterizacidn sensorial basada en el consumidor es capaz de proveer resultados
similares a los obtenidos mediante un panel entrenado (Ares y Varela, 2018). Dentro de los estudios con
consumidores existen técnicas proyectivas capaces de recoger informacién relevante para las primeras
etapas en el lanzamiento de un nuevo producto. Estas técnicas cualitativas hacen posible obtener
informacién profunda en relacién al comportamiento de los consumidores, permitiendo asi identificar
oportunidades de mercado, generar nuevas ideas, explorar nuevos conceptos, etc., antes de realizar un
analisis sensorial cuantitativo (Lawless y Heymann, 2010).

Las metodologias proyectivas se subdividen dependiendo del tipo de respuesta que se requiere, como
técnicas de asociacion, construccién, terminacién, orden de eleccidn y de expresion. Dentro de las primeras,
la mas utilizada es la denominada “técnica de asociacidon de palabras” (Word association task, en inglés), la
cual se basa en la introduccién de un estimulo a una persona, el cual activa automaticamente los primeros
pensamientos en relacién a un producto. En el dmbito de los alimentos, estos pensamientos se consideran
los mejores descriptores del comportamiento del consumidor en relacidn a ese estimulo. El ensayo consiste

en pedirle al consumidor que escriba las primeras palabras, sensaciones y pensamientos que le surjan, luego
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de mostrarle una frase, palabra o imagen relacionada con el producto en cuestién (Gambaro, 2018). La
principal ventaja de esta técnica es la espontaneidad de los resultados en comparacién con una entrevista o
cuestionario; sin embargo, la misma es criticada por la subjetividad de los grupos de consumidores elegidos
y la complejidad del andlisis de los datos. Se han reportado varios estudios utilizando la técnica de asociacion
de palabras para explorar la percepcién de numerosos productos como yogur (Ares y col., 2008), alimentos
convencionales (Guerrero y col., 2010), chocolates (Gambaro & Ellis, 2012), mermeladas (Piqueras-Fiszman y
col., 2013), ensaladas listas para el consumo (Vidal y col., 2013), quesos (Soares y col., 2017), entre otros.
Sumado al desarrollo e implementacién de estas nuevas técnicas, se encuentra la evolucién mundial en
conectividad. La facilidad de conexidn, intercambio y procesado de informacidon que generd la existencia de
internet y la explotacidn de las redes sociales, se ha vuelto una herramienta vital para crear nuevas formas
de negocio y de interacciéon entre empresas y consumidores. Las redes sociales se han vuelto “la voz del
consumidor” facilitando el intercambio entre éstos y permitiéndoles expresar y compartir libremente sus
opiniones y experiencias. La utilizacién de encuestas y revisiones online, ha permitido estimar las
preferencias de consumidores, siendo Util tanto para el desarrollo como para la mejora de productos (Vidal y

col., 2018).
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2. OBIJETIVOS

2.1.

Objetivo general

El objetivo general de la presente Tesis es darle valor agregado a una fruta fina que crece de forma

si

Ivestre en Argentina (el sauco). Este fruto, si bien presenta un alto potencial antioxidante, ha sido poco

explotado en nuestro pais para el desarrollo de ingredientes y alimentos funcionales.

2.2.

Objetivos especificos

Caracterizar la materia prima e identificar los aspectos mads relevantes desde el punto de vista de las

propiedades a aprovechar y los posibles procesos a aplicar.

Optimizar el proceso de extraccion de compuestos bioactivos (polifenoles y antocianinas) utilizando

tecnologias amigables con el medio ambiente.

Obtener ingredientes liquidos y en polvo, ricos en compuestos fendlicos preservando su capacidad

antioxidante y propiedades fisicas mediante diferentes técnicas de secado.

Estudiar el comportamiento del ingrediente en polvo éptimo a lo largo de su almacenamiento y

establecer pautas para una buena conservacion del producto.

Analizar la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos del ingrediente en polvo éptimo luego del

proceso de digestion in vitro y del transporte trans-epitelial.

Generar un snack de manzana enriquecido con compuestos bioactivos del extracto de sauco. Estudiar

sus propiedades fisicas, bioactivas y sensoriales.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Materia prima

Se utilizaron frutos silvestres de sauco (Sambucus nigra L.) recolectados en la zona de El Bolsén (Rio
Negro, Argentina), comercializados por la chacra La Piedad (Plottier, Neuquén, Argentina). Se recolectaron
frutos totalmente maduros que fueron inmediatamente congelados por la tecnologia IQF (Individual Quick
Freezing) en un tunel de conveccidn a -48°C con un flujo de aire de 1,5 m/s. Finalmente los frutos se
almacenaron a -22°C hasta su posterior uso.

Para el estudio de aplicacién del ingrediente de sauco, se elabord un snack utilizando manzana verde
(variedad Granny Smith), obtenida en un galpén de empaque de la zona del Alto Valle de Rio Negro (Tres

Ases S.A,, Cipolletti, Rio Negro).

3.1.2. Aditivos y reactivos

Para el estudio de extraccién enzimatica se utilizé la enzima Pectinex® Ultracolor (Novozymes, Bagsvaerd,
Dinamarca), con actividad pectin-liasa. Como adyuvante en el proceso de liofilizacién para la formulacién del
ingrediente de sauco se utilizé maltodextrina (MD) DE 12 (Givaudan S.A., Argentina).

En las determinacién de azlcares y acidos organicos por HPLC se utilizaron los solventes H;SO4, agua
Milli-Q y acetonitrilo (ACN), y los estandares D-(+)-glucosa, D-(—)-fructosa, acidos L-malico y L-ascdrbico
adquiridos en Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Alemania); la sacarosa y los acidos succinico y L-(+)-
tartarico fueron adquiridos en Merck KGaA (Darmstadt, Alemania), los acidos citrico y acético en Reactivos
Cicarelli S.A (Santa Fe, Argentina) y el acido L-lactico en Megazyme Ltd. (Bray, Irlanda). Para la determinacion
de compuestos fendlicos, se utilizdé metanol y acido fosférico (85%) para la fase movil, y los estandares
cloruro de cianidina-3-0-glucésido, delfinidina-3-O-glucdsido, (-) epicatequina y resveratrol adquiridos en
Santa Cruz Biotechnology Inc. (Texas, Estados Unidos); el acido eladgico provenia de la empresa LGC
Standards (Teddington, Reino Unido) y los acidos galico, clorogénico, p-cumarico, ferulico vy cafeico, la
catequina, la quercetina y la quercetina-3-rutinésido (rutina) en Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Alemania). Todos los solventes fueron grado HPLC y fueron adquiridos en Sintorgan S.A. (Buenos Aires,

Argentina).
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Para el estudio de digestidn in vitro se utilizaron soluciones de las siguientes enzimas adquiridas en Sigma
Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Alemania): a-amilasa (A6255, actividad= 1500 U/ml), pepsina (P7000,
actividad= 25000 U/ml) y pancreatina (P7545, actividad= 800 U/ml).

3.2. Obtencién de ingredientes ricos en compuestos bioactivos

3.2.1. Métodos de extraccidn de compuestos bioactivos

3.2.1.1. Extraccién asistida por ultrasonido

3.2.1.1.1. Equipamiento y metodologia de extraccion

El proceso de extraccidn, representado en el esquema correspondiente a la Figura 3.1, se llevé a cabo
utilizando un equipo de ultrasonido de escala laboratorio, modelo UP100H (Teltow, Alemania). Inicialmente
se pesaron 50g de fruta, que fueron descongelados en un bafio de agua a 40-45°C y luego escaldados con
vapor de agua (T>98°C) durante 1 min. A continuacién, se agregd agua destilada en una relacion 2:1
(agua:fruta) y se homogeneizd la mezcla con un triturador durante 60 s. El triturado se dejé macerar en hielo
durante 10 min y se dividié en tres fracciones, para luego proceder a la aplicacién de ultrasonido. Finalizado
el tratamiento, las muestras se centrifugaron a 4°Cy 9000 rpm durante 20 min, separando el sobrenadante y
pesando el residuo remanente (Ciclo 1). A este ultimo se le agregd agua destilada en una relacién 2:1
(agua:residuo), y se aplicé nuevamente el tratamiento correspondiente a cada muestra (Ciclo 2). El
procedimiento sobre el residuo se repitié una vez mas (Ciclo 3), teniendo un total de tres ciclos de extraccidn

y tres extractos acuosos para cada tipo de muestra.

3.2.1.1.2. Disefio y optimizacidn del proceso de extraccidn asistida por ultrasonido

Se realizd una optimizacién del proceso aplicando extracciones sucesivas de una misma muestra con el
objeto de maximizar el rendimiento de extraccidn y el contenido de compuestos bioactivos en los extractos
finales. En la Tabla 3.1 se muestran los tratamientos aplicados, los ciclos de extraccidn y las distintas
muestras obtenidas. Se evaluaron dos tiempos de aplicacién de ultrasonido (5 y 10 min) junto a una muestra
control (UC), que se sometié al mismo proceso de extraccion sin aplicacion ultrasénica. El proceso se llevd a
cabo a 30 kHz de frecuencia y con una amplitud (A) de 100%, manteniendo las muestras en un bafio de hielo
durante el tiempo correspondiente de modo de controlar un posible aumento de temperatura por efecto del

tratamiento. El proceso completo de extraccidn se realizé por duplicado.
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~

Descongelado
+ escaldado
de fruta

Agua:fruta (2:1) +
Homogenizacién

TratamientoUS F | | .

Ciclo de extraccién (n)

Residuo (n) Equipo de Ultrasonido
Centrifugacion
Extracto (n)
\ Con (n) =1, 2 6 3 (dependiendo del ciclo de extraccién))

Figura 3.1. Esquema del procedimiento correspondiente a la extraccién asistida por ultrasonido (US).

El rendimiento de extraccién (RE) se calculd teniendo en cuenta el peso de fruta triturada inicial y la
cantidad de extracto obtenido después de cada ciclo de extraccién y al final del proceso, de acuerdo a la
ecuacion 3.1. A su vez, se calculé el rendimiento de extraccion de polifenoles (RP) y antocianinas (RA) de

acuerdo a la ecuacion 3.2.

RE (%)= ( masa de extracto ) 0 (3.1)
*’~ \masa de fruta triturada )
mg polifenoles/antocianinas en sobrenadante
RP/RA (%)= (ot o 2202 ) xa00 (3.2)
mg polifenoles/antocianinas en fruta triturada

La seleccién de la condicién éptima se basd en el andlisis de las siguientes variables de respuesta:
contenido de polifenoles totales (CPT), contenido de antocianinas monoméricas totales (ACY) y actividad
antioxidante (AA). Elegido el tratamiento que maximizo la extraccidon de compuestos bioactivos, se repitié el
procedimiento y se juntaron los sobrenadantes recogidos en cada ciclo de extraccion, obteniendo asi un

Unico extracto éptimo con ultrasonido (UO).
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Tabla 3.1. Disefio utilizado para la extraccidon de compuestos bioactivos por ultrasonido (30 kHz, 100% A).

Muestra Ciclo Tiempo de tratamiento
uc-1
uc-2
uc-3
U5-1
U5-2
Us-3
U10-1
U10-2
u10-3

[E

0 min

5 min

10 min

W NEFP WNPRPRPIWN

3.2.1.2. Extraccion enzimatica

3.2.1.2.1. Metodologia de extraccion

El procedimiento de extraccion empleado se presenta en la Figura 3.2. Aproximadamente 50g de fruta
fueron descongelados a 40°C durante 10 min, y luego triturados con una trituradora durante 60 s a maxima
potencia. Se preparé la solucién de enzima, que fue adicionada de acuerdo al peso de fruta inicial y las
condiciones de estudio, llevando a cabo luego la maceracién durante 1 h a la temperatura correspondiente
segun el disefio experimental (seccién 3.2.1.2.2). Finalizado el tiempo, se inactivd la enzima colocando la
muestra en un bafio a 80°C durante 1 min, y luego se trasladd rdpidamente la muestra a un bafo de agua
fria para evitar el deterioro. Luego de alcanzar una temperatura de 30-35°C, se realizd una centrifugacién a
4°C y 9000 rpm durante 20 min. La fraccidn liquida obtenida se denominé extracto enzimatico (EE). De la
misma manera, se prepard un jugo control (J) sin someterlo a temperatura ni tratamiento enzimatico. Los
extractos obtenidos se almacenaron a -20°C para su posterior analisis.

Luego de cada proceso de extraccidn, se calculd el rendimiento RE de acuerdo a la ecuacion 3.1.

. . _p . Residuo
', N TN o,
(4[3)&féo;1§i!?rﬁi]o+ Maceracion Inactivacion Cﬁntrlfugacmn
i | (T, C Thora) | 80°C;1min. | G, 0001PM.
L ) ) ) § mirn) | Extracto

Figura 3.2. Diagrama del proceso de extraccidn enzimdtica utilizado para la obtencion de extractos ricos en

compuestos bioactivos a partir de frutos de sauco. T: temperatura; Ce: concentracion de enzima.
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3.2.1.2.2. Disefo y optimizacidn del proceso de extraccidn enzimatica

Con el fin de encontrar la combinacién éptima de temperatura y concentracion enzimatica que genere un
extracto de sauco (EO) con un alto contenido de polifenoles, antocianinas y capacidad antioxidante, se utilizd
un disefio experimental multifactorial 3% con interaccion. El estudio se analiz6 mediante la obtencién de
superficies de respuesta y se optimizd aplicando la funcion de deseabilidad (D).

La metodologia de superficie de respuesta se basa en un conjunto de técnicas estadisticas y matematicas,
que se utiliza con el objetivo de encontrar una ecuacidn polindmica que ajuste los datos experimentales y
facilite la prediccion del comportamiento de las variables de respuesta, permitiendo a su vez, obtener los
niveles de cada factor que garantizan la optimizacion de las variables analizadas. Cuando es necesario
mejorar un proceso que tenga en cuenta mas de una variable, incluso de diferente magnitud, la funcién de
deseabilidad “D” (también conocida como como funcidn de Derringer), es la herramienta mds importante y
mas utilizada al momento de optimizar procedimientos analiticos. La metodologia se basa inicialmente en la
construccion de funciones de deseabilidad para cada respuesta individual estudiada, obteniendo una escala
adimensional para cada una (di). Las escalas varian entre d= 0 para una respuesta completamente indeseada
y d= 1, para una respuesta totalmente deseada, por encima de la cual cualquier mejora en el proceso carece
de importancia. La transformacién a escalas adimensionales permite entonces combinar los resultados
obtenidos para variables de distinta magnitud. Finalmente se ponderan los valores de cada funcién d; para
maximizar (o minimizar) los valores correspondientes a las variables en estudio, obteniendo la funcion de
deseabilidad D global (Bezerray col., 2008).

En este estudio, se consideraron dos factores con tres niveles: a) temperatura (T) a 40, 50 y 60°C; b)
concentracién enzimatica (Ce¢) a 80, 120 y 160 ppm. El disefio incluyé nuevamente tres variables de respuesta
(CPT, ACY y AA), realizando el analisis y ajuste de los datos experimentales, mediante un modelo polinomial

de segundo orden (ecuacién 3.3):

y=a+bT+cCtdT*Cpt e T2+ f C:2 (3.3)

donde:

a, b, c,d, eyfsonlos parametros del modelo.

Cada extraccidn se realizd por duplicado y se optimizé el proceso utilizando las herramientas previamente
mencionadas. Definidas las condiciones dptimas de T y Cg, se repitié el procedimiento para obtener el

extracto enzimatico 6ptimo (EO).
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3.2.2. Estudio de citotoxicidad del extracto 6ptimo

A raiz de la posible existencia de compuestos cianogénicos en frutos de sauco, se estudié la citotoxicidad

del extracto éptimo seleccionado a nivel celular segun Soria y col. (2008).

Cultivo celular

Se empleé la linea celular VERO de epitelio renal de mono verde africano (Coleccién Europea de Cultivos
Celulares). Las células fueron cultivadas en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM 10 g + NaHCO;
3,75 g + HEPES 4,76 g + H,O Mili-Q csp 1 L) suplementado con suero fetal bovino al 10%, 100 U/ml de
penicilina G sddica y 40 pg/ml de sulfato de gentamicina. Las células fueron mantenidas en estufa a una
atmdsfera de CO; al 5% a 37°C. Los subcultivos fueron obtenidos por tratamiento suave con tripsina al 0,25%

sembrando 105 células/ml, para tratarlas 48 horas después.

Bioensayos con el modelo in vitro

La citotoxicidad de extractos fue determinada por colorimetria mediante la tincién con cristal violeta de
células vivas bajo distintas concentraciones de extracto. Se eligid este método ya que no es interferido por
peroxidos.

Para la determinacién se sembraron 6000 células por pozo en placas multi-well y fueron cultivadas en
estufa por 24 h. Luego, se les removié el medio y se agregd medio fresco junto con la muestra en un rango
de concentraciones entre 140 - 7000 pg sélidos/ml de medio, y de manera paralela se usé un control (medio
de cultivo), siendo incubados durante 2 horas.

Luego de los tratamientos, las células fueron coloreadas con una solucién de cristal violeta al 0,5% en
metanol al 50% durante 15 min. Para eliminar el excedente del colorante, cada placa fue lavada tres veces
con metanol al 50% y secada. Luego se agregaron 50 ul de una solucién de citrato de sodio 0,1 M (pH: 5,4, en
metanol al 20%). Dado que las células viables coloreadas se mantienen adheridas a la placa, la viabilidad
celular se definié como porcentaje de densidad dptica respecto al control (100%) en cada pozo a 630 nm,

con un lector de microplacas ELISA Rayto RT-2100C (Rayto Life and Analytical Sciences Co., Ltd., China).

3.2.3. Métodos de estabilizacién del extracto éptimo

En una primera etapa se realizd una comparacién entre los procesos de secado por atomizacién vy

liofilizacidn aplicados al extracto dptimo obtenido por ultrasonidos (UO), definiendo una concentracidn de
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adyuvante (MD) que condujera a un proceso viable en ambos casos. De acuerdo a estudios preliminares se
determiné que una concentracion final de 20% (m/m) de sélidos totales en el extracto (MD agregada +
solidos solubles iniciales del extracto) permitia obtener un polvo de buenas propiedades fisicas utilizando
tanto liofilizacién como secado por atomizacion.

En una segunda etapa de la tesis, basada en los resultados obtenidos con distintos tipos de extraccién de
bioactivos y distintos procesos de secado, se decidid continuar el estudio utilizando EO como extracto
6ptimo vy liofilizaciédn como técnica de estabilizacién de extractos. Se plantedé entonces un estudio de
optimizacidon del proceso de liofilizacion de manera de hallar la cantidad minima de adyuvante que
permitiera obtener un polvo con la maxima concentraciéon de compuestos bioactivos, manteniendo al mismo
tiempo propiedades fisicas adecuadas para su posible comercializacidon. El estudio de formulacién se analizé
teniendo en cuenta la humedad del polvo (seccidn 3.5.1) y la temperatura de transicidn vitrea (Tg, seccion
3.5.5) a distintas concentraciones de MD (0; 5; 10; 15y 20 % m/m).

Los procesos de secado utilizados en cada etapa de trabajo se describen a continuacion.

3.2.3.1. Secado por atomizacion

El extracto UO fue deshidratado por secado por atomizacién a una temperatura de aire de entrada de
170 + 3°C, 8 ml/min de flujo de alimentacidn, 3,2 bar de presién de aire, y 1,5 mm de diametro de boquilla.
El equipo utilizado fue un secadero Mini Spray Biichi B290 (Flawil, Suiza) escala laboratorio. El polvo
obtenido se almacend en bolsas cerradas herméticamente (barrera a la humedad) y se conservé a -18°C para

futuras determinaciones.

3.2.3.2.  Secado por liofilizacion

Los extractos formulados UO y EO que se sometieron al proceso de liofilizacidn, se distribuyeron en viales
de 3 mly se congelaron a -70°C en ultrafreezer. Luego se secaron por 48 horas (temperatura de placa= -48°C;
presion de la camara= 0,04 mbar) utilizando un equipo Beta 2-8 LD plus (Martin Christ,
Gefriertrocknungsaniagen GmbH). Finalmente, se almacenaron en sus correspondientes viales cerrados

herméticamente a -18°C para futuras determinaciones.

3.3. Estudio de estabilidad del ingrediente en polvo seleccionado

De acuerdo a la evaluacidén integral de propiedades fisicas, contenido de bioactivos y actividad
antioxidante, se selecciond el EO liofilizado como el mejor ingrediente de sauco. Se repitié entonces el

proceso de extraccion enzimatica en las condiciones operativas éptimas, se agregd la concentracién de MD

42



Materiales y métodos

elegida, y se liofilizd la formulacidn realizando un triturado posterior, para obtener asi un ingrediente de
sauco liofilizado. Se continud entonces con estudios de estabilidad de dicho ingrediente, haciendo hincapié
en las propiedades bioactivas y de color con el objeto de evaluar su potencial como ingrediente funcional o
colorante natural.

Se aplicé un protocolo de vida util que consistié en evaluar distintas propiedades del material a lo largo
del tiempo, almacenado a diferentes temperaturas (6 + 2; 20 + 1 y 40 + 1°C). Se colocé 1g de polvo en viales
de vidrio con tapa hermética, los cuales se almacenaron durante 126 dias a las temperaturas
correspondientes. Se retiraron muestras cada 21 dias por triplicado, para analizar el color superficial, el color

polimérico y el contenido de polifenoles y antocianinas monomeéricas (ver secciones 3.5.8 y 3.5.9).

3.4. Desarrollo de un producto tipo snack de fruta potencialmente funcional empleando un ingrediente

de sauco

Se desarrollé un snack frutal liofilizado formulado a partir de rodajas de manzana enriquecidas en
compuestos de sauco mediante procesos de impregnacidn. Esta etapa de trabajo se basé en el estudio de
distintos procesos de impregnacién para la introduccidon de polifenoles y antocianinas en el tejido de
manzana y la posterior caracterizacidn fisicoquimica y de potencial bioactivo de los snacks liofilizados

obtenidos para la seleccidn final de un posible prototipo a lanzar al mercado.

3.4.1. Proceso de impregnacidon de matrices hiumedas para la incorporacién de compuestos bioactivos

Se estudiaron distintos procesos de impregnacion de manzanas utilizando el extracto éptimo EO como
solucion de impregnacion. La Figura 3.3 representa la secuencia de pasos seguidos para la obtencion de
muestras impregnadas con sauco.

Se utilizd por un lado el proceso de impregnacion a vacio tradicional (IV), en el que prevalece la entrada
de liquido circundante (extracto) hacia el tejido mediante el denominado mecanismo hidrodindmico. Por
otro lado, se utilizé un proceso combinado que consiste en la utilizaciéon de tiempos mas largos a presion
atmosférica (IVA), lo que implica ademas la existencia de mecanismos difusivos para la transferencia de
compuestos bioactivos. Dado que el extracto de sauco resulté un medio isotdnico con respecto a los sélidos
solubles de la manzana (11-13°Brix), los mecanismos difusivos de transferencia de agua y de sdlidos solubles
(azicares de la fruta) durante tiempos largos de impregnaciéon fueron despreciables, teniendo lugar
fundamentalmente la incorporacién de polifenoles y antocianinas desde el medio circundante (concentrado
en estos compuestos) hacia la fruta. Se analizd ademdas el efecto de un pretratamiento adicional de

escaldado (E).
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Figura 3.3. Diagrama del proceso de impregnacion utilizado para la obtencién del snack con potencial

bioactivo.

Pretratamiento de escaldado y proceso de impregnacion

Se cortaron las manzanas en rodajas de 4,000 £ 0,005 cm de didmetro y 0,400 = 0,005 cm de espesor
aproximadamente, utilizando una cortadora manual (Figura 3.4). El corte se realizé en sentido paralelo al eje
axial de la fruta. El tratamiento de escaldado consistié en exponer los discos de manzana a vapor de agua a
una temperatura 2 98 + 1°C durante 1,5 min, y luego enfriarlos en un bafio de agua a 4 + 1°C por 2 min. Una
vez retiradas las manzanas del bafio, se seco el excedente superficial de agua con papel tisu dos veces.

Para el proceso de impregnacién, una vez cortados los discos de manzana (escaldados o no) se ubicaron
en un sistema de rejillas de acero inoxidable (Figura 3.5) que las mantenia sumergidas en el liquido de
impregnacion contenido en un vaso de precipitados, el cual era ubicado dentro del desecador (ver Figura

3.3).
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Figura 3.4. Cortadora manual utilizada para obtener las rodajas de manzana para la elaboracién de los

snacks.

\_

Figura 3.5. Rejillas contenedoras de las rodajas de manzana y disposicidn de las mismas en el recipiente de

impregnacion.

El tratamiento IV se llevé a cabo aplicando al sistema una presion de 0,05 bar por 10 min (t1), para luego
restaurar la presidon atmosférica y mantenerla durante otros 10 min (t,). El tratamiento IVA consintid en la
utilizacién de un periodo de tiempo t; mas prolongado (360 min). Los mismos procesos fueron realizados
utilizando manzanas previamente escaldadas (E) y a su vez, se prepararon dos muestras control: manzana

sin tratamientos (C) y manzana sélo escaldada (C-E). Una vez finalizada la impregnacidén, las manzanas se
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secaron superficialmente con papel tisi y se congelaron para la posterior liofilizacién y obtencién de los
snacks finales. Todos los tratamientos de impregnacion se realizaron por duplicado. La Tabla 3.2 resume los

distintos tratamientos de impregnacion realizados.

Tabla 3.2. Condiciones experimentales utilizadas en los procesos de impregnacién de rodajas de manzana

con compuestos bioactivos de sauco

Pretratamiento de escaldado (E) t:.l tf
(min) (min)

v No 10 10
IV-E Si 10 10
IVA No 10 360
IVA-E Si 10 360
C No 0 0
C-E Si 0 0

IV: impregnacion a vacio; IVA: impregnacidn vacio-atmosférica; E: pretratamiento de escaldado. t1: periodo de tiempo a
vacio; t2: periodo de tiempo a presidn atmosférica.

3.4.2. Obtencion de snacks por liofilizacion

Las manzanas impregnadas junto con las muestras control, se mantuvieron en ultrafreezer a -70°C
durante 24 h, para luego ser deshidratadas por liofilizacion utilizando un equipo Beta 2-8 LD plus (Martin
Christ, Gefriertrocknungsaniagen GmbH, Alemania) en las mismas condiciones descriptas en la seccidon
3.2.3.2. Se obtuvieron asi 4 snacks enriquecidos en compuestos de sauco (SIV, SIV-E, SIVA y SIVA-E) y dos
controles (SCy SC-E), los cuales fueron caracterizados desde el punto de vista de su potencial bioactivo y de

sus propiedades fisicoquimicas y estructurales.

3.5. Analisis fisicoquimico y potencial bioactivo de materia prima, extractos, ingredientes en polvo y

snacks de fruta

3.5.1. Contenido de agua

Se analizd el contenido de agua del fruto de sauco, los ingredientes en polvo y los snacks. La fruta fresca y
los snacks se pesaron en placas de Petri previamente taradas y se secaron en una estufa de vacio a 60 + 1°C,
con silica gel como desecante. Para los ingredientes en polvo se realizé la determinacion mediante el

método de Karl Fisher empleando un titulador automatico TIM 980 (Villeurbanne Cedex, Francia). Se utilizd
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metanol como solvente y se aplicé la técnica de un solo componente con el reactivo Hidranal Titrant
Composite 5 Riedel-de Haén (Seelze, Alemania) como reactivo de valoracion.
El contenido de agua en la fruta fresca se informé como g agua cada 100 g de fruta fresca (FF), mientras

gue en el resto de los casos, los resultados se expresaron como g agua cada 100g de masa seca (b.s.).

3.5.2. Actividad acuosa y sélidos solubles

La actividad acuosa se midié en un higrémetro de punto de rocio Aqualab Series 3TE (Decagon Devices,
Pullman, WA, USA), a 25 + 1°C. El equipo se calibré con dos soluciones saturadas de NaCl (aw= 0,750 * 0,003)
y de LiCl (aw= 0,250 + 0,003).

El contenido de sélidos solubles de la fruta, el extracto 6ptimo (EO) y el jugo prensado (J) se determiné
por refractometria, de acuerdo a la metodologia oficial 932.12 (AOAC, 2006), expresando los resultados

como g de sélidos solubles cada 100g de muestra (°Brix).

3.5.3. pH vy Acidez total

Se siguid el protocolo oficial 945.26 y 945.27 (AOAC, 2006) para la determinacién de acidez y pH,
respectivamente. La acidez se midid por volumetria de neutralizacion directa, colocando aproximadamente
2-3 g de fruta triturada, EO y J en distintos recipientes. Se diluyé cada muestra con 25 ml de agua destilada
previamente hervida, midiendo el pH con un pH-metro modelo EA 940 (ORION, Beverly, USA). Luego se llevé
a cabo la titulacién con NaOH 0,1 N tomando como punto final el valor de pH de 8,1 . Los resultados se

expresaron como mg acido citrico/100 g de muestra.

3.5.4. Determinacién de azlcares y acidos organicos por HPLC-DAD/RAD

En los frutos de sauco se determind el contenido de sacarosa, fructosa y glucosa, asi como también de

distintos acidos (malico, citrico, succinico, tartarico, acético, lactico y ascérbico) mediante HPLC.

Preparacion de extractos

Se adicionaron 15 ml de agua destilada a 2-3 g de fruta triturada, agitando el sistema constantemente
durante 5 minutos. Las muestras se filtraron con vacio y el residuo remanente se sometié nuevamente a la
extraccion con 10 ml de agua destilada. Se juntaron ambos filtrados y se llevd el extracto acuoso a un

volumen final de 25 ml. Se determind la concentracion de sélidos solubles y la muestra fue diluida hasta un
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valor final de 2 °Brix. Los extractos se filtraron en viales para HPLC con filtros de nylon de 0,2 um

(Genbiotech SRL, Bueno Aires, Argentina).

Andlisis cromatogrdfico

Para la determinacion de fructosa, glucosa y acidos organicos, se inyectaron 20 ul de extracto acuoso
diluido en un equipo Agilent 1260 HPLC (Agilent Technologies, E.E.U.U.) provisto de un inyector automatico
(ALS) y dos detectores: un detector de arreglo de diodos (DAD) para deteccidon de acidos organicos y un
detector de indice de refraccién (RID) para deteccién de azlcares. La separacion se logréo mediante una
columna Hiplex H (300 x 7,7 mm, 8 mm de tamafio de particula, Agilent Technologies, E.E.U.U.) a 75°C, con
una fase moévil de 0,001 M H,SO; y una velocidad de flujo de 0,4 ml/min (flujo isocratico). Para la
cuantificacion de sacarosa, se utilizé una columna para hidratos de carbono ZORBAX (150 x 4,66 mm, 5 um
de tamafio de particula, Agilent Technologies, E.E.U.U.) y una fase mdvil compuesta por 75% de acetonitrilo
(ACN) y 25% agua Milli-Q. El andlisis se llevo a cabo a 30°C con una velocidad de flujo de 1,4 ml/min.

La deteccidon de las sustancias se realizé mediante la evaluacion de la absorbancia a 214 nm y las curvas

de calibracion para los estdndares mostraron una correlacion lineal alta (r?> 0,999).

3.5.5. Temperatura de transicion vitrea (T,) e isoterma de sorcion de agua

Se evalud la temperatura de transicidn vitrea (T,) de los distintos productos obtenidos (ingrediente en
polvo y snacks liofilizados) mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC), usando un calorimetro 822e
Mettler Toledo (Schwerzenbach, Suiza). Previo al analisis de las muestras, el equipo se calibré con indio
(156,6°C), plomo (327,5°C) y zinc (419,6°C). Se colocaron aproximadamente 10-20 mg de muestra en
capsulas de 40 pl herméticamente cerradas (se utilizd una cdpsula vacia como control) y las corridas se
realizaron con una velocidad de calentamiento de 10°C/min. Los termogramas se analizaron con el software
Metller Star¢, informando como T; los valores onset de la discontinuidad detectada en las curvas de flujo de
calor versus temperatura, que se observan en los termogramas como corrimientos endotérmicos en la linea
de base.

Por otro lado, se estudié el comportamiento de sorcidon de agua a 20 + 1°C del ingrediente en polvo
seleccionado, asi como también de los snacks obtenidos en este trabajo, de acuerdo a la metodologia
descripta por Franceschinis y col. (2014). Se colocaron entre 0,2 a 0,4 g de polvo y entre 0,1 a 0,3 g de snack
trozado en viales, previamente tarados, y se almacenaron en desecadores con soluciones salinas saturadas
de modo de mantener una humedad relativa (HR) constante dentro de cada recipiente. Las HR ensayadas

fueron 11% (LiCl), 22% (CHsCOOK), 33% (MgCl,), 43% (KCOs), 52% (Mg(NOs)2) y 75% (NaCl) (Greenspan,
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1977). El almacenamiento se mantuvo hasta alcanzar el equilibrio (15-21 dias aproximadamente), para luego

determinar el contenido acuoso y la temperatura de transicion vitrea (Tg) para cada HR.

3.5.6. Solubilidad

Se determind la solubilidad (S) del polvo liofilizado de sauco (obtenido a partir del extracto EQ) de
acuerdo a la metodologia usada por Gagneten y col. (2019). Se pesaron 0,5 g de polvo y se disolvieron en 50
ml de agua destilada para luego centrifugarse a 3000 g por 5 minutos. Se transfirieron 10 ml del
sobrenadante a una capsula de Petri previamente tarada, y se secé en una estufa de convecciéon a 105 + 1°C

hasta peso constante. La solubilidad se calculé por diferencia de peso de acuerdo a la ecuacién 3.4:

masa seca final
S (%)= — x 100 (3.4)
masa inicial de polvo

3.5.7. Color superficial

Se determind el color superficial en los productos obtenidos en las distintas etapas de procesamiento
(fruta, jugo, extractos, polvos y snacks). Para ello se midieron los parametros triestimulo del espacio de
color CIELAB usando un fotocolorimetro Minolta modelo CR 400 (Konica Minolta Sensing INC, Osaka, Japdn),
con iluminante Cy 2° de angulo de observador. El instrumento se calibré con una placa cerdmica blanca (L=
95,55; a*=-0,10; b*=+2,69).

La fruta, las muestras liquidas (EO y J) y en polvo se colocaron en viales hasta completar 1 cm de altura,
mientras que los snacks se midieron de forma directa tomando 4-5 lecturas en la zona ecuatorial. Todas las
muestras se analizaron sobre un fondo blanco, para estandarizar las mediciones. Se tomaron 10 lecturas
para todas las muestras, cubriendo ambas caras en el caso de los snacks. En todos los casos se registraron los
parametros L, a* y b*, donde L representa la luminosidad variando en un rango de 0 a 100 (negro a blanco,
respectivamente). El parametro a* indica cromaticidad en un eje que va desde el verde (a* < 0) al rojo (a* >
0), mientras que b* indica cromaticidad en un eje que va del azul (b* < 0) al amarillo (b* > 0). A partir de
éstos, se calcularon las funciones de color croma (C*,), angulo de tono (hg) para todas las muestras, y el

cambio de color global (AE*,) para el estudio de estabilidad, mediante las ecuaciones 3.5-7:

* 1/2
= (a* 24b*2) Y (3.5)

hgp=arctan (b*/a*) (3.6)
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AE* = \/(AL*Z) +(0a"?)+ (Ab*z) (3.7)

donde:

AL*= (Lo* — L*)
Aa*= (ap* —a*)
Ab*= (bo* — b*)

Lo*, ao™ y bo*, y L*, a* y b* corresponden a los valores inicial y finales del estudio, respectivamente.
3.5.8. Analisis de compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos se analizaron por espectrofotometria y por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). Todas las determinaciones espectrofotométricas se realizaron por triplicado, utilizando

un espectrofotémetro T60 UV-Visible (PG instruments, Leicestershire, Reino Unido).
3.5.8.1. Obtencidén de extractos
A. Fruta, UO, EO, J y polvos de sauco

Para determinar el contenido de bioactivos y la actividad antioxidante se utilizaron dos solventes de
extraccion: 1) Metanol puro para polifenoles totales (CPT) y actividad antioxidante (AA) y 2) Etanol
acidificado (etanol 95% y HCl 1,5 N, relacidn 85:15 v/v) para antocianinas monoméricas totales (ACY) y color
polimérico (CP). En ambos casos, se agregaron 15ml de solvente a 1g de muestra, homogeneizando con
agitacion constante durante 5 min. Luego se filtré la mezcla utilizando un embudo Biichner mediante vacio,
repitiendo el procedimiento anterior sobre el residuo sélido remanente y 10 ml de solvente. Se juntaron las
soluciones filtradas y se llevé a un volumen final de 25 ml. En el caso de la fruta fresca se pesaron de 2-3 g de

muestra y los polvos fueron reconstituidos con agua destilada en una relacion 1:4.
B. Snacks de manzana impregnados

Para los snacks impregnados con extracto de sauco el procedimiento fue similar al utilizado con la fruta,
los extractos y los polvos, pero con leves modificaciones. Se cortd en pequefios trozos el snack agregandole
15 ml de solvente (metanol o etanol acidificado, segln corresponda) y homogeneizando con agitacién

constante durante 30 min. Se filtré6 en condiciones de vacio y al residuo remanente se lo volvidé a tratar
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durante el mismo tiempo con 10 ml de solvente. Finalizado el tiempo, se unieron los filtrados y se llevd a un

volumen final de 25 ml.

3.5.8.2. Contenido de antocianinas monoméricas totales (ACY)

Se utilizé el método de pH diferencial descripto por Giusti y Wrolstad (2001). El mismo consiste en
determinar la absorbancia de dos muestras a pH 1,0 y pH 4,5. Para ello se prepararon dos soluciones
tamponadas, una de cloruro de potasio 0,025 M (pH 1,0) y otra de acetato de sodio 0,4 M (pH 4,5). Se tomé
1 ml de muestra a analizar y se diluydé en 4 ml de cada buffer, dejando las muestras en reposo durante 15
min en oscuridad. Luego se determind la absorbancia a 510 y 700 nm, donde la primera corresponde al
maximo de absorbancia de las antocianinas monoméricas presentes en la muestra, y la segunda corrige las
mediciones por turbidez. En los casos donde la absorbancia a 510 nm de la muestra no cumpliese con la ley
de Lambert-Beer, se procedié a diluir la misma con el solvente de extraccidn, teniendo en cuenta el factor de
dilucion. El contenido de ACY se expresé como mg de cianidina-3-glucdsido cada 100 g de muestra, que fue
calculado mediante las ecuaciones 3.8 y 3.9. La expresidon en base hiumeda o seca, se decidié en funcién del

tipo de comparacién realizada en los resultados.

A=(As10- A700) 10 - (As10~ A700) g 5 (3.8)

AxPM x FD x 1000
CY= ] (3.9)

donde:

PM= Peso molecular de cianidina- 3- glucdsido (449,2 g/mol)

FD= factor de dilucion

€= Coeficiente de absortividad molar de la cianidina-3-glucésido (26900 L cm™ mol?)

|= paso dptico (1 cm)

3.5.8.3. Color polimérico (CP)

El color polimérico se determiné mediante el método del metabisulfito de sodio (Giusti y Wrolstad,
2001). Los extractos etandlicos de las muestras se diluyeron con agua destilada de modo que la absorbancia
a 510 nm fuera menor a 1,0. Una vez diluidas las muestras, se tomaron 2 alicuotas de 2,8 ml y se le
adicionaron por separado 0,2 ml de una solucidon de metabisulfito de sodio al 20% (muestra blanqueada) y

0,2 ml de agua destilada (muestra control). Se dejaron en reposo durante 15 min en oscuridad y luego se
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midié la absorbancia (A) a tres longitudes de onda diferentes: 420 nm (deteccién de compuestos pardos),
510 nm (absorbancia max. de antocianinas monomeéricas) y 700 nm (correccidn por turbidez).

El color polimérico (CP) es un indicador de la presencia de pigmentos polimerizados, incluyendo los
complejos taninos-antocianinas y los compuestos pardos producto de reacciones de pardeamiento
enzimatico, reacciones de Maillard o degradacién de antocianinas. El fundamento del método consiste en
gue sélo las antocianinas monoméricas se vuelven incoloras por la adicion de bisulfito en la posicidon Cg,
mientras que aquellas antocianinas polimerizadas no cuentan con esta posicién disponible, por lo que no
pueden blanquearse ante la presencia de bisulfito. Por otro lado, la densidad de color total (DC) representa
la suma de todo aquello que proporcione color en las muestras, es decir antocianinas monoméricas,
poliméricas y los compuestos pardos. Teniendo en cuenta las muestras control y blanqueadas, el porcentaje

(%) de CP se calculd de acuerdo a las ecuaciones 3.10-12:

CP= [(A420-A700) +(As10-A700)]pjanqueadas X FO (3.10)
DC= [(A420-A700)+(A510-A700)] g iror X FO (3.11)
CP
%CP= — x 100 (3.12)
DC

3.5.8.4. Contenido de polifenoles totales

A. Determinacion de compuestos fendlicos totales (CPT)

Para determinar el contenido de polifenoles totales se utilizd la técnica del reactivo de Folin-Ciocalteu
descripta por Singleton y Rossi (1965) con algunas modificaciones. El reactivo de Folin consiste en una
mezcla de acido fosfotungistico y acido fosfomolibdico que en medio alcalino se reduce en presencia de
compuestos fendlicos. En esta condicidn el reactivo presenta una absorbancia maxima a una longitud de
onda de 765 nm, pudiendo determinarse de manera proporcional a esta medida el contenido de
compuestos fendlicos en las muestras. Para ello, se tomaron 100 ul de extracto metandlico para adicionarle
900 ul de agua destilada y 100 ul de reactivo de Folin. Se dejaron las muestras en reposo durante 3-8 min
para luego agregar 600 pl de una solucién de Na,CO; al 20%. Se mezclaron adecuadamente todos los
reactivos y se dejaron reposar en un bafio de agua a 40 + 1°C durante 30 min en oscuridad. Se determiné la
absorbancia de las muestras junto a una curva de calibracién de acido galico, utilizado como estandar. Los
resultados se expresaron como mg acido gélico cada 100g de muestra. La expresidon en base humeda o seca

se decidio en funcion del tipo de comparacidn realizada en los resultados.
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B. Polifenoles asociados a la pared celular del fruto (PPC)

De acuerdo a Bunzel y col. (2000), los acidos fendlicos como el ferudlico, p-cumarico, entre otros, son
componentes que forman parte de la pared celular de varios tejidos vegetales. Se cree que estos fenoles
(ferdlicos y no ferdlicos) juegan un rol importante modificando las propiedades mecénicas de la pared
celular, al encontrarse formando enlaces covalentes entre polisacaridos y lignina, evitando asi la degradacidn
de los mismos por accidn de enzimas exdgenas. La técnica, descripta por el mismo autor, consiste en una
hidrdlisis alcalina de la fraccidn de fibra para liberar los grupos fendlicos asociados, que luego se determinan
mediante el método del reactivo de Folin-Ciocalteu descripto anteriormente.

Para la hidrdlisis alcalina, se pesd aproximadamente 0,1833 g de fruta triturada, a la cual se le
adicionaron 10 ml de NaOH 2M, incubando la mezcla a temperatura ambiente (25°C) y en oscuridad durante
18-24 h. Finalizado el tiempo, se agregaron 1,9 ml de HCl concentrado (pH < 2) y se centrifugd, reservando el

sobrenadante para su posterior andlisis de CPT.

3.5.8.5. Compuestos fendlicos individuales por HPLC-DAD

Purificacion de extractos metandlicos

Para el andlisis cromatografico las extracciones se llevaron a cabo con metanol de acuerdo a lo descripto
en la seccion 3.5.8.1.A. A continuacién, para mejorar la resolucidn cromatografica, se purificaron las
muestras realizando una extracciéon en fase sélida (SPE) con un cartucho HyperSep C18 (40 - 60 um tamarfio
de particula, 3 ml volumen de columna, Thermo Scientific TM, USA). El procedimiento consistioé en hidratar
el cartucho con 3 ml de metanol, seguido de 3 ml de muestra. Se recolectaron las muestras eluidas y se
filtraron con filtros de Nylon 0.2 um (Genbiotech SRL, Buenos Aires, Argentina) en un vial que se almacend a

-18°C hasta su analisis.

Identificacion y cuantificacion

La separacion, identificacidn y cuantificacion de polifenoles presentes en las muestras de sauco se llevo a
cabo utilizando un equipo Agilent 1260 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) con un detector de
arreglo de diodos (DAD), controlado mediante el software OpenLAB Chem Station de Agilent. La separacién
se realizé por medio de una columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4.6 X 100 mm, 3.5 y; Agilent Technologies) a
25°C, con un flujo de 0.5 ml/min y un volumen de inyeccién de 5 pl. La fase moévil estaba compuesta por

agua Milli-Q (solvente A), acido fosférico 85% (solvente B) y metanol grado HPLC (solvente C), adquiridos en
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Sintorgan S.A. (Buenos Aires, Argentina). El gradiente de elucidn comenzd con 99% del solvente Ay 1% del
solvente B, llegando a una mezcla con 19,8% de Ay 0,2% de B luego de 40 min. Se utilizaron 4 longitudes de
onda de trabajo: 280 nm (sefial A), 323 nm (sefial B), 365 nm (sefial C) y 520 nm (sefial D). La identificacién
de los compuestos consistido en comparar los tiempos de retencidn y los espectros UV-vis (registrados entre
210 — 610 nm) de los estandares (Tabla 3.3) con los obtenidos a partir de la muestra. La cuantificacion se
realizdé con el método del estdndar externo, preparando curvas de calibracion en un rango de

concentraciones de 0,05 a 200 mg/I.

Tabla 3.3. Descripcién de los estandares de polifenoles utilizados para la identificacién y cuantificaciéon por

HPLC.

Polifenol Grupo Subgrupo Marca
Cianidina-3-glucdsido Flavonoide Antocianina Santa Cruz Biotecnology Inc.
Delfinidina-3-glucésido Flavonoide Antocianina Santa Cruz Biotecnology Inc.
(-) Epicatequina Flavonoide Flavan-3-ol Santa Cruz Biotecnology Inc.
(+) Catequina Flavonoide Flavan-3-ol Sigma—Aldrich
Rutina Flavonoide Flavonol Sigma—Aldrich
Quercetina Flavonoide Flavonol Sigma—Aldrich

Acido gélico Acido fendlico  Acido hidroxibenzoico Sigma—Aldrich

Acido elagico Acido fendlico  Acido hidroxibenzoico LGC Standards

Acido clorogénico Acido fendlico  Acido hidroxicindmico Sigma—Aldrich

Acido p-cumarico Acido fendlico  Acido hidroxicindmico Sigma—Aldrich

Acido cafeico Acido fendlico  Acido hidroxicindmico Sigma—Aldrich

Acido ferdlico Acido fendlico  Acido hidroxicindmico Sigma—Aldrich

Resveratrol Estilbeno - Santa Cruz Biotecnology Inc.

Para el caso de procianidinas y diglucésidos de cianidina, al no contar con el estandar correspondiente, la
identificacion individual de cada compuesto requiere de la combinacidn de técnicas cromatograficas con
otras mas especificas, como espectrometria de masa. Sin embargo, la cuantificacién en términos de
equivalentes de mondmero es una practica extendida en el analisis de muestras de manzana, vino, mostos,
etc. (Garcia Ramirez, 2005), por lo cual, para ambos tipos de compuestos, la identificacién se realizd
comparando el espectro UV-vis de los picos correspondientes con bibliografia. La cuantificacién se llevd a
cabo utilizando la curva de calibracién de cianidina-3-glucésido y catequina para los diglucdsidos y para las

procianidinas, respectivamente.
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3.5.8.6. Actividad antioxidante (AA)

La actividad antioxidante de las muestras se determind mediante la técnica de decoloracién del radical
cation del acido 2,2’-azinobis-[3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico] (ABTS®*) y mediante el estudio del poder

reductor del Fe?* (FRAP), las cuales se describen a continuacion.

Decoloracion del radical ABTS®**

Se utilizdé la técnica descripta por Re y col. (1999), con algunas modificaciones. Para generar el radical
ABTS**, se prepard una soluciéon de ABTS 7 mM y se mezcld con una solucién de persulfato de potasio 2,45
mM, en una proporcién 1:1. La mezcla se incubd en oscuridad y a temperatura ambiente durante 16 h.
Pasado el tiempo de activacidon, se diluyd la misma con una solucion buffer fosfato 0,01 M (pH 7,4) hasta
obtener una absorbancia a 734 nm, entre 0,7 — 1,0. Obtenida la solucién de trabajo de ABTS, se tomd 0,1 ml
de extracto metandlico y se mezclé con 1,9 ml de solucién de trabajo. Se incubaron las muestras a 25 °C
durante 30 min en oscuridad, para luego medir la caida de absorbancia. A su vez se midieron 2 muestras
control, una a tiempo O (cero) y otra luego de 30 min. Se repitid este procedimiento con una curva de
calibracion empleando 4cido gdlico como estandar, expresando los resultados de actividad antioxidante
como mg 4acido gdlico cada 100g de muestra de acuerdo a las ecuaciones 3.13 y 3.14. La expresion en base

huimeda o seca, se decidid en funcidn del tipo de comparacién realizada en los resultados.

% Disminucién = [100 —( )x 100] -% DB (3.13)
B,t=0
Agi-
% DB = 100 < BAZ30 100) (3.14)
B,t=0

donde:

A= Absorbancia de la muestra 734 nm.

Ag-0 = Absorbancia del blanco a tiempo 0 (cero).
Ag+-30 = Absorbancia del blanco a los 30 min.

DB= % disminucion del blanco a los 30 min.
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Poder reductor del Fe?* (FRAP)

Se llevd a cabo el estudio del poder reductor mediante el método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power). El ensayo describe la capacidad reductora del catién férrico (Fe*3). A bajo pH se produce la reduccidn
del Fe*3* contenido en el complejo 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina férrico (Fe** TPTZ) a 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina
ferroso (Fe*?> TPTZ), desarrollando un color azul profundo que tiene un maximo de absorbancia a 593 nm
(Benzie y Strain, 1996). La capacidad de reducir el hierro se considera un indice del potencial antioxidante de
la muestra.

La determinacidn se llevd a cabo segun lo descripto por Sette y col. (2017). Se prepard el reactivo de
FRAP mezclando solucion de TPTZ 10 mmol/l con una solucién de FeCl3+6H,0 20 mmol/l, y buffer acetato
0,3M (pH= 3,6), en una relacién 1:1:10, respectivamente. Luego se tomaron 900 pl del reactivo FRAP y se
mezclaron con 90 pl de agua destilada y 30 ul de extracto metandlico. De forma analoga se prepard un
blanco de reactivo. Se incubaron las muestras a 37°C durante 30 min y se determiné la absorbancia a 595
nm, junto a una curva de calibracion construida con soluciones de acido galico. Los resultados se expresaron

en mg ac. galico/100g muestra.

3.5.9. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros IR de la fruta y el polvo liofilizado de sauco (obtenido luego de la extraccion enzimatica) se
obtuvieron utilizando un equipo FT-IR modelo Spectrum 400 (Perkin Elmer, INC., Shelton CT, USA) con un
detector DTGS, acoplado a accesorio de reflectancia total atenuada (ATR, PIKE Technologies Inc., Madison
WI, USA). Se realizaron 32 scans de cada muestra en un rango entre 4000 a 400 cm, informando los

espectros correspondientes a la media del total de scans.

3.5.10. Estudio de digestidn in vitro y bioaccesibilidad de compuestos antioxidantes

Se realizd el estudio sobre el polvo liofilizado de sauco seleccionado. Para ello se reconstituyé la cantidad

de polvo necesaria para generar 5 g de materia liquida, en una relacion de 1:4 (polvo:agua).

3.5.10.1. Simulacion de tracto gastrointestinal (TGI) in vitro

El estudio de digestibilidad in vitro se realizé de acuerdo al protocolo descripto por Minekus y col. (2014)

desarrollado en el marco del proyecto COST Action FA1005 INFOGEST. La metodologia consiste en simular la

digestion de un alimento en 3 etapas consecutivas: una fase oral, una gastrica y la fase intestinal. Cada etapa
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(Figura 3.6) consistid en el tratamiento de 5 g de polvo reconstituido con soluciones modelo de fluidos

digestivos, enzimas especificas, minerales y pH determinados de acuerdo a las condiciones normales del TGI.

/Etapa oral: 3,5 m| FDO + / \

0,5 ml solucién a-
amilasa + 25 pl CaCl; 0,3
M + 975 ul H,0.

Agitacién durante 2 min.

Etapa gastrica: 7,5 ml FDG +

1,6 ml solucion pepsina + 5 pl
CaCl,0,3 M + ajuste de pH

®  conHCI 1My H;0.

7 ,"l-\gitacién durante 2 h.

%
yR

Etapa intestinal: 11 ml FDI + 5 Tk ;
ml solucién pancreatina + 2,5 ml = \\L«j >

bilis + 40 ml CaCl20,3 M +ajuste s = = &
de pH con NaOH 1 M y H,0. QP\J} X
'k

Agitacion durante 2 h.

\_ /

Figura 3.6. Etapas y cantidad de soluciones utilizadas para el modelo de digestion in vitro.

La temperatura de incubacion fue de 37°C desde el inicio, mientras que los tiempos de incubacidn fueron
de 2 min para la primera fase (oral) y de 120 min para las ultimas dos (gastrica e intestinal). Se utiliz6 una
estufa Function Line 7000 (Heraeus, Alemania) para mantener la temperatura constante y un agitador
orbital Vicking M-23 (Vicking SRL, Argentina) a 100 rpm. Finalizada la digestidn, se centrifugaron las muestras
a 6000 rpm durante 10 min, separando el sobrenadante del residuo. Al ser el residuo sélido menor al 1%, se
determinaron ACY, CPT y AA en el sobrenadante de acuerdo a la metodologia descripta en las secciones
3.5.8.2,3.5.8.4y3.5.8.6.

Para el calculo de bioaccesibilidad (B) se tuvo en cuenta el volumen de sobrenadante (Vs), la masa de
polvo reconstituido (mp) empleada en la digestidn y las concentraciones de bioactivos (Cg) en las muestras,

de acuerdo a la ecuacion 3.15:

mg bioactivo sobrenadante V,xC
B (%)= : g . i x 100 = s B sobrenadante (3'15)
mg bioactivo en polvo reconstituido Mo Cg inicial
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3.5.10.2. Actividad antioxidante luego del transporte epitelial

El intestino grueso es el érgano inmunoldgico mas grande del cuerpo humano. Las uniones estrechas, la
mucosa intestinal junto a células inmunoldgicas constituyen el sistema inmune interno que nos protege
contra antigenos, bacterias y virus que pueden ingresar mediante la ingesta de alimentos. Ademas, es
hospedador de una variada microbiota responsable de funciones vitales para nuestra salud y bienestar. Esto
convierte al estudio de la interaccidn a nivel intestinal entre las células y los compuestos provenientes de los
alimentos en un topico de gran interés a la hora de formular alimentos funcionales. Mientras las técnicas in
vivo con animales consumen recursos caros y grandes tiempos, las lineas celulares como las Caco-2 han sido
ampliamente utilizadas y estudiadas como modelos in vitro del epitelio intestinal (Ding y col., 2020; Iftikhar y
col., 2020).

De acuerdo a esto, se evalud la actividad antioxidante del sobrenadante obtenido de la digestion in vitro,
después de ser transportado por la monocapa de linea celular Caco-2 (ATCC) (Zheng y col., 2017). Se
sembraron 1x10%/well células Caco-2 en un soporte transwell Corning Inc. (Lowell, MA, USA) (didmetro de
membrana de policarbonato de 12 mm, tamafio de poro 0,4 um y pared de crecimiento de 1,13 cm?). Se
colocaron 1000 pl de medio Dulbelcco Modificado (DMEM) en el lado apical (externo) de la monocapa y

1200 pl en el lado basolateral (interno) (Figura 3.7).

[Lado apical

m )

——» Electrodo

Monocapa
de células
Caco-2

k Lado basolateral )

Figura 3.7. Representacion de un soporte (well) y medicién de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER)

durante el ensayo con células Caco-2.

Las células se incubaron a 37°C en una atmdsfera hiumeda con 5% de CO,, recambiando el medio cada 48-

72 horas. La integridad de la monocapa de células diferenciadas fue monitoreada mediante la determinacion
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de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER, en inglés). El desarrollo y diferenciacion de las células Caco-2
fue considerado cuando el valor TEER alcanzé un equilibrio con valores mayores a 300 Q x cm? (Shima y col.,
2005). Para el ensayo, se diluyeron 500 ul del sobrenadante digerido con buffer HBSS en una relacién 1:1y
se colocaron del lado apical del sistema de células Caco-2, mientras que en el lado basolateral se agregaron
1500 pl del mismo buffer (sin muestra). Luego de 1 h de incubacién a 37°C, la solucién del lado basolateral
fue recogida y la actividad antioxidante fue determinada mediante el método del radical ABTS®** (seccidn
3.5.8.6). Durante todo el ensayo se controld el valor de la resistencia transepitelial para asegurar la

integridad de la monocapa de células.

3.5.11. Analisis microestructural

Se caracterizd la microestructura de los discos de manzana mediante diferentes técnicas. Las manzanas
frescas y escaldadas fueron observadas al microscopio dptico (MO) mientras que la ultraestructura de los

snacks deshidratados se analizé6 mediante microscopia electrdnica de barrido (MEB).

Microscopia Optica (MO)

Inmediatamente después de ser procesadas las muestras fueron fijadas y preparadas para la observacién
con microscopio 6ptico (MO) de acuerdo con la técnica descripta por Gonzélez-Fésler y col. (2008). Las
muestras se cortaron con bisturi en cuadrados de 2 mm de lado (Figura 3.5) y se fijaron en una solucion de
glutaraldehido (3 g/100g) durante dos horas en refrigeracion (5 - 7°C). Luego se lavaron con solucién buffer
0,1 M de fosfato de potasio (pH= 7,4) durante una noche a temperatura ambiente, para luego postfijarlas
con una solucién de 0OsO4 (1,5 g/100g) durante dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente fueron
deshidratadas con una serie sucesiva de soluciones de acetona (concentraciones ascendentes) y embebidas
en resina Spurr de baja viscosidad. Se cortaron luego secciones (paralelas a la superficie del snack) de 1-2 um
de espesor utilizando un micrétomo Sorval MT2-B Ultracut (E.E.U.U.), coloreando las secciones con azul de
toluidina (1 g/100g) y fucsina basica (1 g/100g), que finalmente fueron examinadas en un microscopio Nikon

Eclipse 80i (Tokio, Japdn).

Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Se realizaron observaciones ultraestructurales mediante MEB en la zona superficial de los snacks de

manzana liofilizados. Las piezas de tejido se cortaron en forma transversal y longitudinal con un bisturi en

cubos de 2 mm de lado (Figura 3.5). Se tomaron los cubos y se ubicaron en un soporte de aluminio fijandolos
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con cinta adhesiva de carbono doble faz, para luego ser cubiertos con una capa de nanoparticulas de oro
utilizando un pulverizador catddico modelo 108 (Cressington Scientific Instruments, Watford, Reino Unido).
Las muestras cubiertas fueron observadas directamente en un microscopio Zeiss modelo Supra 40 (Carls
Zeiss, Oberkochen, Alemania) a un potencial de aceleracidn de 20 KV, una distancia de trabajo de 12 mmy

un rango de aumento entre 40 — 1000x.

~ p

" = /

Figura 3.5. Corte realizado en las muestras para el analisis de la microestructura por MO y MEB. La zona

2 mm
¥

verde indica el plano observado.

3.5.12. Determinacion de propiedades mecanicas

Las propiedades mecdanicas de los snacks fueron evaluadas mediante un ensayo de puncién o
penetracidn, utilizando una mdaquina de ensayos universales modelo 3344 (INSTRON Corporation, Canton,
MA, USA). La misma se encontraba acoplada a una computadora de modo de analizar las respuestas a la
puncién mediante el software INSTRON Bluehill Material Testing Software. Los snacks se colocaron en un
dispositivo con un orificio central y un sistema a rosca que permitia sostener la muestra durante la
penetracion de la punta (3 mm de diametro), dando por finalizado el ensayo una vez que la muestra era

completamente atravesada. Las condiciones de trabajo utilizadas fueron: velocidad de cabezal 20 mm/min,
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captura de datos cada 100 ms y rango de carga 50 N. Se obtuvieron como resultado curvas de fuerza (F)

versus distancia (d) a partir de las cuales se obtuvieron los siguientes parametros (Figura 3.8):

Fuerza maxima (Fmax)

N
— Trabajo de fractura, como el area bajo la curva (W)

— Moddulo de deformabilidad (E4), o pendiente inicial de la curva
N

Numero de picos

Pendiente (E,) /

Micro eventos por
estructura fragil

“ N\

Numero de picos

F(N)

Trabajo (W)

d (mm)

Figura 3.8. Curva representativa de un ensayo de puncion (F vs distancia o desplazamiento), mostrando los
parametros evaluados para la caracterizacién de las propiedades mecdnicas de una muestra (adaptado de

Miranda y Aguilera, 2006).
3.5.13. Analisis de percepcion del consumidor

Para analizar la potencial aceptacion en el mercado del snack de manzana enriquecido en sauco, se
realizd un estudio de aceptabilidad del consumidor mediante la metodologia de asociacién libre de palabras
(Archaina y col., 2019). Se tomaron fotos del snack para disefiar una encuesta electrdnica (Figura 3.9) que

fue enviada a diferentes universidades y comunidades cientificas mediante correo electrénico, asi como
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también a un publico mas heterogéneo a través de redes sociales (facebook y whatsapp). La encuesta

consistid en una breve descripcidon del producto y dos preguntas relacionadas con la opinidn del consumidor.

Se desea conocer la opinion de posibles consumidores de un
snack funcional formulado a partir de manzana verde y jugo de
sauco, sin agregado de azucar. El sauco es una fruta fina con
gran contenido de compuestos antioxidantes que presentan
beneficios para la salud.

¢Qué opina de este producto? (complete con las primeras opiniones,
ideas o sensaciones que se le presenten)

¢Lo compraria?
Si
No
Tal vez

Figura 3.9. Formato de la encuesta utilizada para el estudio sensorial de aceptabilidad del consumidor

mediante la asociacién libre de palabras.

Para el andlisis, se tuvieron en cuenta todas las palabras, descripciones y asociaciones encontradas en las

respuestas para calcular la frecuencia de repeticién de cada una. Luego, se definieron diferentes categorias,

62



Materiales y métodos

mediante el consenso de tres investigadores independientes de modo de agrupar las palabras y determinar
aquellas categorias que representaran adecuadamente las respuestas de los encuestados, incluyendo los
aspectos negativos y positivos para cada categoria. Se calculd el porcentaje de asociaciones

correspondientes a cada categoria.

3.6. Andlisis estadistico

Para las propiedades fisicoquimicas, se informaron los resultados como la media * desvio estandar. Se
realizd un andlisis de la varianza (ANOVA) para detectar diferencias significativas (a= 0,05) y el test de Tukey
para comparar medias de distintos tratamientos, mediante el software Infostat© version 2016.11.17 (UNC,
Argentina).

Para el andlisis de superficies de respuesta y el estudio de optimizacidn mediante la funcién deseabilidad

se utilizé el software Statgraphics Centurion XVI.I (StatPoint Technologies Inc., Warrenton, VA, USA).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de frutos de sauco

4.1.1 Propiedades fisicoquimicas del fruto

Para estudiar el efecto de las diferentes tecnologias de extraccion de compuestos fendlicos provenientes
del sauco fue necesario caracterizar previamente el fruto tanto en propiedades fisicas como quimicas. En la
Tabla 4.1 se presentan los valores obtenidos de humedad, actividad de agua (aw), sélidos solubles, acidez y
pH, asi como también el contenido de azicares y acidos organicos. Los frutos de sauco estudiados
presentaron un contenido de agua elevado (> 80%), una actividad acuosa caracteristica de productos frescos
(0,95 — 1) y mayoritariamente azucares reductores. Los acidos organicos detectados en los frutos fueron
citrico y malico, siendo éstos los acidos alifaticos mas abundantes y distribuidos en los tejidos vegetales
(Fennema, 2001).

Teniendo en cuenta que las caracteristicas fisicoquimicas y el contenido en compuestos potencialmente
bioactivos de frutas como las berries varia notablemente entre especies, variedades, etapa de maduracioén,
condiciones de cultivo y de extraccion, entre otros factores, los valores obtenidos en el presente trabajo se
encuentran dentro de los rangos informados por diferentes autores para la especie Sambucus nigra L. Por
ejemplo, Vulic y col. (2008) reportaron un contenido de agua cercano al 80%, mientras que Akbulut y col.
(2009), al estudiar cuatro genotipos silvestres de S. nigra recolectado en Turquia, informaron un contenido
de sélidos solubles de 11,74 - 12,62 °Brix, con un pH que variaba en el rango 3,94 — 4,12 y una acidez total
con valores desde 1,05 a 1,24 mg &c. citrico/100g de fruta. Por otro lado, Dominguez y col. (2020) estudiaron
la composicién de frutos de sauco recolectados de arboles silvestres de Ourense (Espafia), determinando un
contenido de agua de 78,9 % y un contenido de sélidos solubles (14,14 °Brix) aportado en un 95% por
azUcares reductores (principalmente glucosa y fructosa) y en menor proporcidén, por sacarosa. Estos
resultados se condicen con los del presente trabajo, que muestra mediante andlisis cromatografico
proporciones similares de glucosa y fructosa (Tabla 4.1), mientras que la concentraciéon de sacarosa se
encuentra por debajo del limite de deteccion (0,05 g/100g). A su vez, Veberic y col. (2009) observaron en
frutos de diferentes cultivares oriundos de Austria un contenido mayor en monosacaridos (4,3 + 1,2 g/100g y
4,4 + 1,3 g/100g de glucosa y fructosa, respectivamente) y 0,1 + 0,1 g/100g de sacarosa. Si bien la
concentracién de azucares en los frutos de sauco se ve afectada por varios factores, se verifica en todos los
casos la presencia de glucosa y fructosa como azlcares mayoritarios, seguidos de sacarosa en menor

concentracion.
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Tabla 4.1. Propiedades fisicoquimicas de frutos de sauco.

Propiedades fisicoquimicas Media = DS
Humedad (g agua/100 g, b.h.) 82,7+0,9
aw 0,979 +0,03
Sdlidos solubles totales (g solidos/100 g, b.h.) 10,4 +0,2
Acidez (mg acido citrico/100 g, b.h.) 1,02 £ 0,04
pH 4,20+0,02
Azucares (HPLC-RAD)

Glucosa (g/100 g, b.h.) 1,8+0,1

Fructosa (g/100 g, b.h.) 1,6+0,3

Sacarosa (g/100 g, b.h.) <LDC
Acidos orgdnicos (HPLC-DAD)

Acido citrico (g/100 g, b.h.) 0,54 0,02

Acido mélico (g/100 g, b.h.) 0,08+ 0,01

b.h.: base humeda

LDC: limite de cuantificacion (0,05 g/100g)

HPLC-RAD/DAD: Cromatografia liquida de alta performance acoplada a detector de indice de refraccion (RAD) o arreglo
de diodos (DAD)

Los acidos organicos son importantes componentes del fruto de sauco, al otorgarle el sabor acido
caracteristico. Aunque en el presente trabajo se detectaron y cuantificaron Unicamente acido citrico y mdlico
(Tabla 4.1), existen reportes que muestran la presencia de acidos fumarico, tartarico y shikimico,
representando estos aproximadamente el 1% respecto al contenido de acido citrico (Ferreira y col., 2020).
En particular, Mtynarczyk y col. (2018), informan un contenido elevado de acido citrico (0,31 — 0,48 g/100g
fruta) comparado con otras frutas, seguido de acido malico (0,1 - 0,13 g/100g fruta) y acidos shikimico y

fumarico, en menor concentracion.

4.1.2 Compuestos bioactivos

El contenido de compuesto bioactivos en vegetales y frutos como las berries, estd estrechamente
relacionado con la adaptaciéon y mecanismos de defensa de las mismas, al producir metabolitos secundarios
(acidos fendlicos, acidos organicos, taninos, flavonoides y antocianinas) como respuesta a la radiacion UV,
sequedad, patdgenos y plagas. En el caso de los compuestos fendlicos, factores como el cultivar, la
manipulacion agricola, el clima, el estado de maduracién, el tiempo de cultivo, el manejo postcosecha y las

condiciones de almacenamiento, influyen notablemente en el contenido presente en estos frutos. Se ha
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demostrado que aquellas plantas que crecen en zonas de climas frios, sin el uso de fertilizantes y pesticidas,
presentan un mayor contenido de polifenoles que aquellos frutos desarrollados en condiciones mas

templadas (Jimenez-Garcia y col., 2013).

Caracterizacion espectrofotométrica

La Tabla 4.2 presenta el contenido de polifenoles totales, antocianinas monomeéricas totales y la
capacidad antioxidante de frutos de sauco, determinados espectrofotométricamente. Los polifenoles en las
frutas se encuentran principalmente disueltos en el interior de la vacuola citoplasmatica, sin embargo,
algunos compuestos pueden estar acumulados en la pared celular. Al asociarse a ligninas o moléculas mas
simples, especialmente en la piel de las berries, la extraccion alcohdlica convencional puede llevar
finalmente a una cuantificacién parcial de los polifenoles presentes en el fruto (Macheix y col., 1990). De
acuerdo a esto, el contenido de polifenoles totales se determind luego de aplicar dos metodologias de
extraccién diferentes: se realizé una extraccion tradicional con metanol y otra mediante hidrdlisis alcalina, la

cual permite separar aquellos polifenoles asociados a la pared celular.

Tabla 4.2. Contenido de bioactivos y capacidad antioxidante de frutos de sauco.

Media * DS
Polifenoles (mg acido galico/100 g, b.h.)
Extraccion metandlica (CPT) 483 +70
Hidrdlisis alcalina (PPC) 556 + 74
ACY (mg cyn-3-glu/100 g, b.h.) 262 + 53
AA (mg acido gélico/100 g, b.h.) 234 + 25

b.h.: base himeda.

Puede apreciarse que luego de esta hidrélisis, el contenido de polifenoles aumenté en un 15% (Tabla 4.2)
en comparaciéon con la concentracion obtenida luego de la extraccion metandlica, lo cual evidencia la
existencia de complejos insolubles polifenol-polimero presentes en la pared celular. Este hecho presenta
vital relevancia para el desarrollo de productos potencialmente funcionales, a la hora de seleccionar los
métodos de extracciéon de compuestos bioactivos y las condiciones del proceso, de modo de facilitar la
ruptura de la membrana celular y la posterior liberacidon de estos compuestos de interés.

En frutos intensamente coloreados como los frutos rojos, los flavonoides prevalecen por sobre otras
familias de compuestos fendlicos, siendo los pigmentos antocidnicos el subtipo predominante, que ademas

de conferir el color caracteristico del fruto, aportan actividad antioxidante de interés. Si bien, tanto los

67



Resultados y discusion

factores intrinsecos de la planta de sauco como aquellos extrinsecos (relacionados con la zona y las practicas
de cultivo) afectan el contenido de compuestos bioactivos, las concentraciones publicadas por diferentes
autores mantienen una concordancia con las determinadas en el presente trabajo. Por ejemplo, Lee y Finn
(2007) estudiaron el contenido de polifenoles de dos genotipos diferentes de S. nigra silvestre, recolectados
durante dos afios consecutivos (2004 y 2005) en el oeste de Estados Unidos, reportando una concentracion
de 364-387 mg ac. galico/100g de fruta en el 2004 y un contenido mayor (510-582 mg ac. galico/100g fruta)
en el afio siguiente. En cuanto al contenido de antocianinas monomeéricas, los lotes de cada afo presentaron
la misma tendencia, siendo de 170-176 mg cyn-3-glu/100g fruta en el 2004 y 268-343 mg cyn-3-glu/100g de
fruta en el 2005. En sauco silvestre de Turquia, Akbulut y col. (2009) determinaron en 4 genotipos en
estudio, un contenido de polifenoles totales de 371-432 mg ac. galico/100g fruta y una concentracion de
antocianinas de 242-283 mg cyn-3-glu/100g fruta. Por otro lado, Perkins-Veazie y col. (2015) reportaron un
rango de CPT de 439-719 mg acido galico/100g de fruta y un contenido entre 85 — 385 mg cyn-3-glu/100g de
ACY, en 12 genotipos diferentes de la especie Sambucus canadiensis.

Ademas del contenido de bioactivos, se evalud el color polimérico (CP) como indicador de la presencia de
compuestos poliméricos en los frutos de sauco, tanto aquellos originados por copigmentacion de
antocianinas monoméricas como los productos de degradacién por reacciones de pardeamiento. El CP arrojé
un valor de 9,6 + 0,2, siendo este resultado coincidente con lo observado por Poiana y col. (2010) en frutos
congelados por IQF de ardndanos, moras y frambuesas, que presentaron valores de 8,9, 9,45 y 10,9%,
respectivamente. Si bien se espera que en la fruta fresca o congelada el valor de CP sea bajo o despreciable,
existe la posibilidad de que durante el proceso de extraccién alcohdlica se hayan degradado algunos
pigmentos a causa de la incorporacion de oxigeno durante la molienda de la fruta. Esto ocasionaria la
aceleraciéon de la degradacidon de antocianinas por mecanismos oxidativos directos y/o por accién de
enzimas oxidativas como, por ejemplo, la polifenoloxidasa, dando lugar a la generacidon de compuestos
poliméricos pardos, lo que explicaria en parte el valor obtenido en los frutos de sauco. Franceschinis y col.
(2015) observaron que el color polimérico en cerezas frescas representaba el 14.7% de la densidad de color
total, atribuyendo esto no sélo a la formaciéon de compuestos pardos producidos por via enzimatica debido a
la pérdida de compartimentalizacidn de la estructura durante el triturado de la fruta, sino también a la
formacidn de complejos entre antocianinas y otros polifenoles. La presencia de pigmentos degradados en
frutas frescas también fue observada por Pirone y col. (2014) en cerezas, Sette y col. (2017) en frambuesas y

por Michalczyk y col. (2009) en frutillas, frambuesas y arandanos.
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Caracterizacion por andlisis cromatogrdfico y espectroscopia ATR-FTIR

La espectroscopia infrarroja (IR) por transformada de Fourier se ha convertido en una herramienta
alternativa de analisis rapido en la industria alimentaria, ya que no requiere de una preparacién especial de
muestra, y el uso de solventes peligrosos se ve disminuido. Los espectros son generados al detectar los
cambios de absorcién infrarroja producidos en las moléculas irradiadas, que modifican sus estados
vibracionales y rotacionales. Esto se debe a los grupos funcionales que conforman las moléculas, que son
capaces de absorber radiacidn IR en rangos de frecuencia estrechos y especificos, independientemente de la
relacién de éstos con el resto de la molécula (Rodriguez-Saona y Allendorf, 2011). Sin embargo, por lo
general esta técnica estd asociada a la caracterizacién cualitativa de una muestra, por lo cual debe ser
complementada con otras metodologias para un andlisis mads preciso.

La Figura 4.1 presenta el espectro ATR-FTIR de los frutos de sauco, en el cual se observaron sefiales
correspondientes a vibraciones de tensidn alrededor de 3250 cm™ y 2928 cm™, asociadas a grupos O-H y
enlaces C-H, respectivamente. De acuerdo a Wu y col. (2021), las vibraciones entre 2960-2910 cm™ se
originan por los enlaces C-H presentes en los grupos metoxi aromaticos y los grupos metileno (-CH»-) de las
cadenas laterales de las moléculas. Vibraciones cercanas a 1700 cm™ se asocian a la presencia de grupos
carbonilo (C=0), perteneciente posiblemente a acidos fendlicos y a la forma quinoidal que pueden tomar

distintos polifenoles (David y col., 2014).
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Figura 4.1. Espectro de absorcién IR de los frutos de sauco liofilizados. Se encuentran indicadas las

vibraciones de flexion y tension de distintos enlaces presentes en los compuestos fendlicos.
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Por otro lado, en la zona entre 1500-1000 cm™ se observaron sefiales asociadas a vibraciones de flexién,
correspondientes a grupos metilo (-CHs) y enlaces C-H, O-H y C-O. Tarantilis y col. (2008) al estudiar
espectros de diferentes vinos, describen una zona comprendida entre 1800-800 cm™, donde absorben
grupos caracteristicos de compuestos fendlicos y azlucares, denominada “huella digital” ya que es propia de
cada tipo de muestra, lo que ayuda a la identificacion. Se observa en la Figura 4.1 que en esta zona, seguido
del estiramiento C=0, encontramos estiramientos de enlaces C=C pertenecientes a los anillos aromaticos de
las estructuras. A su vez, entre 1200-800 cm™, se observa un pico intenso asociado a la flexién y estiramiento
de enlaces C-O, C-C, C-C-H posiblemente correspondientes a la presencia de azucares, como glucosa y
fructosa (Mondragdn Cortes, 2020).

Otros autores han detectado estas bandas en espectros de distintas berries. Por ejemplo, Garrido
Makinistian (2020), hallé picos similares en espectros de maqui (Aristotelia chilensis) entre 3250-1605 cm™ y
entre 1500-1200 cm™, correspondientes a vibraciones de tensidn y flexidn, respectivamente, atribuidos a la
presencia de polifenoles. Westfall y col. (2020), estudiaron el pasaje hacia la piel de antocianinas de sauco y
rabano rojo presentes en lapices labiales. De forma coincidente a lo observado en los frutos de sauco del
presente trabajo, estos autores seleccionaron la region espectral entre 900-1160 cm™ como la
correspondiente a moléculas de antocianinas, encontrando vibraciones de tensién del enlace C-O asociado a
la unién glicosidica de antocianinas como cianidina-3-glucésido y cianidina-3-sambubidsido del sauco.
También observaron una banda a 1445 cm™, que fue asignada a las vibraciones generadas por los enlaces
presentes en los anillos aromaticos. Si bien en el caso de frutos de sauco de la Figura 4.1, este pico se
encontré a numeros de onda levemente mayores, esto pudo deberse a que en el estudio de Westfall y col.
(2020), los compuestos del sauco se encuentran probablemente interactuando con otros componentes
presentes en el producto cosmético, asi como también en la piel en la que se estudio la aplicacion.

Por otro lado, se estudio el perfil de polifenoles, tanto antocianicos como no antocianicos por HPLC. La
Figura 4.2 muestra los cromatogramas obtenidos que permitieron la identificacion de los polifenoles del
fruto, que fueron a su vez cuantificados mediante la utilizacién de estandares (Tabla 4.3). Como se mencioné
previamente, en frutos coloreados como el sauco la presencia de compuestos de la familia de los flavonoides
predomina por sobre otros compuestos fenélicos.

Puede observarse en la Tabla 4.3 que el grupo de polifenoles que predomina es el de las antocianinas
(casi un 70%), identificadas como mono y diglucdsidos de cianidina, seguidas de los flavonoles en un 14%,
entre los que prevalece el compuesto rutina (quercetina-3-rutindsido), y finalmente de catequina entre los
flavanoles analizados (12%). En menor concentracién se detectaron acidos fendlicos, principalmente acido
galico y clorogénico. Algunos autores, como Veberic y col. (2009), han determinado la presencia de otro
derivado de quercetina (quercetina-3-glucdsido) ademas de quercetina como aglicona y rutina, siendo

también mayoritaria la rutina entre los flavonoles detectados. Por otro lado, reportan que el contenido de la
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aglicona quercetina, se encontré en una relacién 1/10 respecto a la concentracién de rutina, siendo estos

resultados similares a los obtenidos en este trabajo.
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Figura 4.2. Cromatogramas de fruto de sauco obtenidos a partir del andlisis por HPLC-DAD a las distintas
sefiales: 220 nm (a), 323 nm (b), 365 nm (c) y 520 nm (d). Los picos corresponden a: 1. Acido gélico, 2.
Catequina, 3. Diglucésido de cianidina (identificacién tentativa), 4. Acido clorogénico, 5. Monoglucésido de
cianidina, 6. Acido p-cumérico, 7. Acido ferulico, 8. Quercetina-3-rutindsido (rutina), 9. Acido eldgico, 10.

Quercetina.

En cuanto a las antocianinas presentes en el sauco, la bibliografia analizada indica que las especies
corresponden a derivados de cianidina, mayoritariamente cianidina-3-sambubidsido y cianidina-3-glucésido.
Sin embargo, la separacion e identificacidon del pico correspondiente a cada una no siempre puede lograrse,
a causa de sus tiempos de retencidn similares que se ven influenciados por las condiciones cromatograficas
de la metodologia utilizada. Por ejemplo, Veberic y col. (2009) y Duymus y col. (2014) lograron identificar
ambos monoglucdsidos de cianidina acoplando el equipo de HPLC a un espectrofotometro de masa (HPLC-
MS), lo cual permite mediante los patrones de fragmentacion, diferenciar la estructura de los compuestos
qgue coeluyen en la columna cromatogréfica. De acuerdo a esta informacidn, el pico 5 que eluye a 20,2 min

(Figura 4.2d) podria considerarse tentativamente como una mezcla de estas dos antocianinas.
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Tabla 4.3. Concentracion de compuestos fendlicos detectados por HPLC en frutos de sauco (mg/g fruta).

Grupo/tipo de polifenol Media £ DE
Acidos Fendlicos 0,11 + 0,07
Galico 0,057 + 0,004
Acidos Hidroxibenzoicos Elagico 0,006 + 0,002
Clorogénico 0,045 £ 0,003
Ferulico 0,0010 + 0,0002
Acidos Hidroxicindmicos p-Cumarico 0,0010 + 0,0007
Cafeico nd.
Flavan-3-oles 0,28 + 0,02
(+)-Catequina 0,28 £0,02
(-)-Epicatequina nd.
Flavonoles 0,32 +0,06
Quercetina 0,014 £ 0,06
Rutina 0,31 +0,05
Antocianinas 1,61+0,2
Cyn-3-glu/Cyn-3-samb 1,5+0,1
Cyn-3,5-diglu/ Cyn-3-samb-5-glu 0,09 £ 0,02
Delf-3-glu nd.
Estilbenos Resveratrol nd.
Total 2,3%0,3

Cyn-3-glu: Cianindina-3-0-glucésido. Cyn-3-samb: Cianidina-3-0O-sambubidsido. Cyn-3,5-diglu: Cianidina-3,5-
diglucésido. Cyn-3-samb-5-glu: Cianidina-3-sambubiosil-5-glucdsido. Delf-3-glu: Delfinidina-3-glucésido.
nd.: no detectado

Por otro lado, de acuerdo a los reportado por distintos autores como Senica y col. (2016), Mtynarckzyk y
col. (2018) y Neves y col. (2019), el pico 3 que por mayor polaridad eluye antes (17,1 min) que las
antocianinas previamente descriptas, podria corresponder a cianidinas poliglicosiladas (como cianidina-3,5-
diglucésido o una mezcla con cianidina-3-sambubidsido-5-glucdsido), dado que estos compuestos estdn
presentes en cantidades considerables en sauco y presentan un comportamiento similar durante la
separacion cromatografica. De acuerdo a los espectros UV-vis obtenidos para los picos 3 y 5 (Figura 4.3), no
sélo es posible confirmar que ambos picos corresponden a derivados de cianidina (Amzx @ 280 y 518 nm), sino
gue se puede observar que los espectros correspondientes al pico 3 no presentaron el “hombro” a 420-455
nm caracteristico de antocianinas glicosiladas en la posicidn 3 (presente en las antocianinas del pico 5). Esto

permite suponer la existencia de sustituciones en la posicién 3 y 5 (Santos-Buelga y col., 2003), por lo que los
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compuestos desconocidos asociados al pico 3, fueron cuantificados como una mezcla de diglucdsidos de

cianidina (Tabla 4.3).
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Figura 4.3. Espectros de absorciéon UV de los picos 3 y 5 correspondientes a la presencia de cianidina-3,5-0O-

diglucésido (a) y cianidina-3-0-glucésidos (b) en frutos de sauco (linea roja), comparados con el estandar de
cianidina-3-O-glucdsido (linea negra). La flecha indica el “hombro” cerca de los 440 nm caracteristico de

antocianinas 3-glicosiladas.

4.2 Procesos de extraccion y estabilizacion de compuestos bioactivos de sauco

En este trabajo se abordaron dos tecnologias para asistir la extraccion de compuestos bioactivos del
sauco: extraccion asistida por ultrasonido (EAU, seccion 4.2.1) y extraccion asistida por enzimas (EAE, seccion
4.2.2). En una primera etapa se optimizd el proceso de EAU en frutos de sauco, realizando un analisis
comparativo con otras berries y otras tecnologias verdes de extraccidn. Posteriormente se evalud el uso de

procesos de liofilizacién y secado por atomizacidn con el objetivo de estabilizar el extracto éptimo obtenido
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por EAU. Finalmente, en base al andlisis de todos los resultados, se abordd el uso de EAE propuesta como
metodologia de menor costo y de mas facil implementacién a nivel industrial, combinada con el proceso de

estabilizacidn de mejor performance.

4.2.1 Extraccidn asistida por ultrasonido (EAU)

4.2.1.1 Optimizacién del proceso de extraccién

Obtencidn del extracto éptimo (UO)

Con el fin de obtener extractos de sauco ricos en compuestos bioactivos se asistié la extraccion mediante
la aplicacién de ultrasonido y se realizaron extracciones sucesivas para un aprovechamiento mayor de los
compuestos de interés. Los tratamientos a diferentes tiempos (0, 5 y 10 min) se aplicaron en la muestra
triturada y el residuo obtenido hasta en 3 ciclos de extraccién. El rendimiento de extraccion en jugo (RE), la
concentracion de bioactivos y la actividad antioxidante (Tabla 4.4) se determinaron en cada ciclo con el fin
de evaluar el desempefio de los diferentes tratamientos, teniendo en cuenta ambos factores (tiempo de
aplicacion de ultrasonido y numero de ciclo de extraccion) y su interaccion.

Los resultados del analisis de la varianza (ANOVA) indicaron que no existié efecto significativo (p<0,05)
para la interaccién entre los factores estudiados (tiempo de EAU y numero de ciclo). Respecto al
rendimiento de extraccidon en jugo (RE), si bien no hubo efecto significativo de ninguno de los factores
estudiados, los mayores porcentajes de extraccidén se obtuvieron luego del primer ciclo de extraccion y la
aplicaciéon de ultrasonido (81-82%). Por otro lado, como era de esperar, se observaron diferencias
importantes en el contenido de bioactivos entre ciclos de extraccidén para los tres tratamientos estudiados.
La mayor extraccién de bioactivos se produjo durante el primer ciclo, continuando con el agotamiento del
residuo remanente durante las siguientes extracciones.

La duracidn del tiempo de aplicacidn de ultrasonido no afecté el contenido de polifenoles y antocianinas
durante el segundo y tercer ciclo de extraccion, como tampoco modificé notablemente la actividad
antioxidante. El efecto sélo se observé en ACY durante el primer ciclo de extraccion, obteniéndose una
mejora a partir de los 5 min de EAU (63 + 1 mg cyn-3-glu/100g). Sin embargo, se produjo posteriormente una
disminucién luego de 10 min de aplicacion de ultrasonido, manteniéndose CPT y AA sin variaciones
significativas. Ello denota el deterioro que estarian sufriendo las antocianinas monoméricas como
consecuencia de un mayor tiempo de exposicidn del tejido vegetal al ultrasonido.

Teniendo en cuenta que todos los compuestos fendlicos solubles, incluidas las antocianinas, se acumulan

en la vacuola celular (Macheix y col., 1990), si bien se espera que las ondas de ultrasonido provoquen la
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disrupcion en la estructura celular liberando estos compuestos, el aumento en el tiempo de aplicacién de
EAU podria estar favoreciendo la hidrélisis de las antocianinas monomeéricas, sin afectar al mismo tiempo

otros compuestos fendlicos.

Tabla 4.4. Concentracidn de polifenoles totales (CPT), antocianinas monomeéricas (ACY), actividad

antioxidante (AA), y rendimiento de extraccion (RE) de los extractos de sauco obtenidos mediante EAU.

Tiempo EAU CPT ACY AA

icl . s RE (¢
Ciclo (min) (mg ac. galico/100g) (mg cyn-3-glu/100g) (mg ac. galico/100g) (%)
0 150 + 8 ** 52 +42A 108 + 6 @A 75 £ 3 2A
1 5 149 + 8 @A 63 +15A 113 +62A 82,0+0,8**
10 151 +72A 58 +2 A 119 +92A 81+62A
0 81+5b8 32+458 66 + 6 B 73 +2°2%~
2 5 77 £ 608 34 £308 72+ 858 68 £ 7 A
10 81+658 36+358 75+ 5058 80+5°2*
0 43 +2¢°C 21+3¢C 49 + 5 ¢<¢ 71+12A
3 5 45 + 4 <€ 21+2¢C 45 + 4 <€ 72 +42A
10 47 +3¢C 25+1¢C 47 +2 ¢ 69 +52*

Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos de EAU en cada ciclo de
extraccion.
Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (p<0,05) entre ciclos de extraccién.

El efecto de la aplicacion de ultrasonido sobre los polifenoles ha sido previamente estudiado en muestras
modelo. Sun y col. (2016) estudiaron cdmo la potencia de ultrasonido y el tiempo de tratamiento afectaban
soluciones alcohdlicas modelo de pelargonidina-3-glucésido (una de las antocianinas mayoritarias en la
frutilla), reportando que el aumento de ambos factores provocaba una disminucién de la absorcion en el
espectro UV-vis del compuesto en estudio. Estos autores atribuyen la degradacién de antocianinas a la
cavitacion generada por la aplicacién de ultrasonido, que inicialmente facilita la disolucion de estos
compuestos en el medio, pero luego con el aumento de la intensidad y el tiempo de sonicacidn se degradan.
Wang y col. (2020) profundizaron el estudio del mecanismo de degradacién por aplicacion de ultrasonido en
tres polifenoles de diferentes grupos: acido cafeico (como no-flavonoide), rutina y cianidina-3-glucdsido.
Observaron que el acido cafeico presenta un umbral de respuesta ante la aplicaciéon de ultrasonido mucho
mayor (resiste mas el deterioro) que el de los flavonoides estudiados, y que el aumento en el tiempo de
tratamiento favorece la degradacion de todos los compuestos, siendo mayor la velocidad de deterioro de la
cianidina. De acuerdo a estos autores, la EAU produce dos efectos en la muestra: mecanicos (deterioro del
tejido por produccion de ondas de choque, micro-jets y transmisidn acustica) y quimicos por sonicacion (el

efecto de cavitacion produce reacciones de hidrdlisis y polimerizacion).
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En EAU de baja frecuencia, inicialmente predominan los efectos mecdnicos, que favorecen la liberacién
de los compuestos de interés, siendo acompafados en menor medida por los efectos quimicos por
sonicacion. Cuando el tratamiento se da en medio acuoso y el tiempo de extraccidn se extiende, las burbujas
generadas por cavitacion producen la hidrdlisis del agua generando radicales hidroxilo (*OH), que al ser
liberados oxidan los compuestos fendlicos, disminuyendo su concentracidn. En conjunto con el estudio de
estos efectos, los autores encontraron una fuerte correlacién negativa entre la concentracion de "OH y los
polifenoles en estudio, especialmente al analizar el aumento del tiempo de sonicacién y la concentracién de
rutina y cianidina. Sun y col. (2016) y Yao y col. (2016), también hallaron una correlacidn negativa en la
concentraciéon de los glucésidos de pelargonidina y cianidina cuando aumentaba la potencia y el tiempo de
ultrasonido aplicados. A su vez, en ambos trabajos, se estudid la actividad antioxidante de las antocianinas,
afirmando que el uso de EAU puede generar como productos de degradacién a partir antocianinas y otros
flavonoides, nuevos compuestos con diferente actividad antioxidante (como &acidos hidroxibenzoicos,
agliconas, chalconas, glucésidos de cumarina, entre otros). De este modo la capacidad antirradicalaria no se
ve disminuida, o incluso a veces aumenta respecto de la proporcionada por los compuestos precursores. De
acuerdo a esto, el deterioro en las antocianinas monomeéricas observadas en el presente trabajo durante el
tratamiento U10, podria estar generando nuevos compuestos fendlicos que son cuantificados por el método
de Folin, y a la vez aportan actividad antioxidante, lo que explicaria que CPT y AA se mantengan constantes a
pesar de la degradacion observada de pigmentos.

Con el fin de analizar en profundidad la aplicacién de extracciones sucesivas con o sin ultrasonido, y
considerando que el objetivo de este estudio es mejorar la extraccion de compuestos bioactivos presentes
en frutos de sauco, se calculé el rendimiento en polifenoles (RP) y en antocianinas (RA) para una, dos y tres
extracciones sucesivas. Es decir, que en los casos en los que se aplicaron dos y tres extracciones sucesivas, se
juntaron los sobrenadantes obtenidos luego de cada ciclo, generando un pool de extractos (extractos “1+2”
y “1+2+3"”) a los cuales se les determind el contenido de bioactivos. En la Tabla 4.5 puede observarse que RP
s6lo se vio afectado por el nUmero de extracciones sucesivas aplicadas, siendo mayor el rendimiento luego
de dos y tres extracciones sucesivas. Si bien no hubo diferencias significativas entre esta cantidad de
extracciones, cabe destacar que, con 3 ciclos de extraccion, se logra obtener casi el 95% de polifenoles
presentes en la fruta. En cuanto a RA, los resultados se vieron afectados por el nimero de extracciones y por
el tiempo de EAU. Los tratamientos con ultrasonido se diferenciaron del tratamiento control, mejorando el
rendimiento con tres extracciones hasta casi un 65% del total de antocianinas monomeéricas.

Como se discutio previamente, el hecho de no extraer la totalidad de antocianinas presentes en la fruta
podria no soélo deberse a la degradacion de estos pigmentos o a una mayor asociacion de las mismas a la fase
sélida, sino también podria deberse a la generacion de compuestos polimerizados por efecto del ultrasonido,

cuyas estructuras no permiten su determinacion mediante el método del pH diferencial, pero contribuyen al
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color de la muestra. Como se ha comentado en la seccién 1.2 de la introduccién, la polimerizacidn de

antocianinas puede darse mediante diferentes reacciones de copigmentacidn, o de asociacién entre ellas.

Tabla 4.5. Rendimiento en polifenoles (RP) y antocianinas (RA) para cada ciclo de extraccién y tratamiento

EAU aplicado.

N° icl
Pool de extracto de cic os de Tiempo EAU (min) RP (%) RA (%)
extraccion

0 65+5° 36+3°8

1 1 5 66128 45+ 1°A
10 67+4° 42 £9PA

0 85+34 49+22b

1+2 2 5 85+4* 58122
10 87+34 55+323A

0 92+44 54 228

1+2+3 3 5 93+44 64 +53A
10 94+54 62+12A

Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0,05) para el factor “tiempo de EAU”. Diferentes letras
mayusculas indican diferencias significativas (p<0,05) para el factor “niimero de ciclo de extraccién”.

Las estructuras generadas al formar el complejo antocianina-copigmento, protegen al grupo flavilio de
manera que el cambio de color del croméforo se vuelve independiente del pH (Garrido Makinistian, 2020),
por lo cual no se estarian cuantificando en los extractos de sauco obtenidos mediante EAU. En relacion al
posible efecto del ultrasonido, Wang y col. (2016) observaron un aumento en la presencia de antocianinas
poliméricas con el aumento del tiempo de ultrasonido (de 20 a 40 min), en extractos de piel de pera roja en
comparacion con extractos de arandanos y cerezas, atribuyendo este efecto a la modificaciéon producida en
la estructura de la piel de pera. Los autores reportan que el ultrasonido no sélo favorecio la penetracion del
solvente a la pared celular firme de la piel de pera, sino que ademas permitié la extraccién de las
antocianinas polimerizadas sin romper la asociacion existente en las mismas.

De acuerdo a los resultados presentados, se selecciond el tratamiento de EAU durante 5 minutos
considerando 3 ciclos de extraccidn como el mejor procedimiento para obtener un extracto de mayor
contenido en compuestos bioactivos, logrando al mismo tiempo un mayor volumen de extracto. La

caracterizacién del extracto obtenido en estas condiciones (UO) se presenta a continuacion.

Caracterizacion del extracto UO

Se repitié la EAU en las condiciones 6ptimas definidas anteriormente (5 min US y 3 ciclos), y las

propiedades fisicoquimicas del extracto obtenido (UO) se presentan en la Tabla 4.6. Puede observarse que

este extracto presentd caracteristicas similares a la fruta original en cuanto a pH y acidez, mientras que el
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contenido de sélidos disminuyd por efecto de la adicién de agua como solvente de extraccidn. El contenido
de bioactivos se mantuvo en un rango intermedio entre los primeros dos ciclos de extraccidn estudiados
debido a la mezcla de los sobrenadantes generados en cada ciclo de extraccion.

La aplicacién de ultrasonido en sauco con el fin de obtener extractos o jugos ricos en compuestos
bioactivos no ha sido tan estudiada en frutos como si se ha hecho en sus flores (Gadjalova y Mihaylova,
2019; Vujanovi¢ y col., 2019; Kaltsa y col., 2020). Si bien éstas presentan una mayor concentracién de
compuestos bioactivos en relacidn a los frutos, principalmente de polifenoles no antocianicos, en todos los
trabajos mencionados se observd una mejora en la extraccion de los mismos con la aplicacion de

ultrasonido.

Tabla 4.6. Caracterizacion fisicoquimica del extracto éptimo (UO).

Propiedades fisicoquimicas Media + DS
Sélidos solubles totales (g sélidos/100g UO) 2,2+0,1
Acidez (mg acido citrico/100 g UO) 0,148 £ 0,04
pH 4,51+0,02
CPT (mg acido galico/100 g UO) 1137
ACY (mg cyn-3-glu/100 g UO) 54 +2
AA (mg acido galico/100 g UO) 88+8

Con respecto a la aplicacidn de ultrasonido en frutos de sauco, se puede citar el trabajo de Mota y col.
(2020b) quienes obtuvieron extractos utilizando el proceso a temperatura ambiente durante 1 h, y variando
el tipo de solvente. Ademas, realizaron una comparacién con el uso de microondas como tecnologia de
extraccion. Estos autores observaron que el uso de agua como solvente generd la mayor AA en los extractos.

La aplicaciéon del proceso de EAU utilizada en este trabajo se estudié previamente en otras berries
cultivadas y silvestres (Gomez Mattson y col., 2016; Gagneten y col., 2019; Gomez Mattson y col., 2021), en
particular frambuesa, murra, grosella negra y maqui. En estos trabajos se observd que, dependiendo de la
fruta analizada, el tiempo de aplicacidén de ultrasonido afecté la extraccién de bioactivos en forma positiva o
negativa, mientras que la aplicacidn de extracciones sucesivas beneficié para todas las frutas la obtencion de
extractos ricos en compuestos fendlicos. En la mayoria de las berries analizadas la aplicacion de ultrasonido
resultd positiva, mientras que en el caso particular del maqui no se produjo una mejora en la extraccion de
polifenoles, lo cual se relaciond con el bajo contenido de agua en el fruto y a que la mayoria de los
polifenoles probablemente estén asociados a la fase sélida de la matriz (Gomez Mattson y col., 2021). La

informacién hasta aqui analizada indicaria que la aplicacién de ultrasonido continda siendo un area a
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explorar con potencialidad para obtener extractos ricos en bioactivos a partir de frutos de sauco, asi como
también de otras berries.
A continuacioén, se presenta un andlisis de la bibliografia existente en relacién al uso de otras tecnologias

verdes de extraccion para la recuperacion de bioactivos de sauco.

4.2.2. Comparacion de distintas tecnologias verdes de extraccién en frutos de sauco

Distintas tecnologias verdes se han aplicado para la obtencién de extractos enriquecidos en polifenoles y
antocianinas de sauco, como extraccion enzimatica, extracciéon por fluidos supercriticos, utilizacién de
solventes amigables con el medio ambiente, entre otros. Por ejemplo, Szaldki-Dorké y col. (2016) estudiaron
la obtencién de concentrados de dos variedades de S. nigra mediante extraccién enzimatica, seguida de un
proceso de clarificacion y evaporacién del jugo. Los autores sometieron la fruta triturada a una maceracion a
50-55°C con la adicién de enzima durante 1 h. Esto generd extractos con una concentracidon de antocianinas
entre 250-420 mg cyn-3-glu/100g muestra, valores notablemente mas altos que el extracto obtenido en este
trabajo mediante ultrasonido. Otro estudio de extraccion enzimatica fue realizado por Landbo y Mayer
(2004), en el que analizaron diferentes tipos de pectinasas para la mejora de rendimiento en jugo, el
aumento de antocianinas, polifenoles y turbidez de los jugos obtenidos a partir de frutos de diferentes
cultivares de sauco. El estudio consistié en variar el tiempo entre 10-50 min de maceracién, a una
temperatura entre 32-60°C, con diferentes concentraciones de enzima. Los resultados finales fueron
también mejores que los obtenidos mediante EAU en este trabajo, dado que los jugos obtenidos
presentaron una concentracién de CPT de 553-575 mg ac. galico/100g y ACY de 224-245 mg cyn-3-glu/100g.

En cuanto al uso de extraccién tradicional con solventes, Kowalska y col. (2021) estudiaron la extraccion
de antocianinas de frutos de sauco deshidratados, utilizando agua y diferentes mezclas de glicerol:agua y
etanol:agua. La fruta se maceré a 20, 50 y 80°C por 10 min, con agitacion constante. En general, los extractos
presentaron un contenido en antocianinas entre 12-36 mg cyn-3-glu por litro de extracto, valor cercano al
obtenido mediante la EAU estudiada en este trabajo (=52 mg cyn-3-glu/L extracto). Por ultimo, la aplicacion
de CO; como fluido supercritico en conjunto con etanol como co-solvente, fue analizada por Mota y col.
(2020a) en frutos frescos y deshidratados de sauco. El proceso de extraccidon duré 2 h, a una temperatura de
40°C, obteniéndose extractos con bajo rendimiento de extraccién y actividad antioxidante. Cabe destacar
gue en la mayoria de los trabajos reportados en bibliografia el estudio se limita a comparar distintos
métodos de extraccidon y condiciones operativas para la seleccion del extracto de mejores propiedades
bioactivas, pero no informan la mejora real en términos de contenido de compuestos bioactivos con

respecto a una muestra control.
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4.2.3. Estabilizacién del extracto éptimo UO mediante secado por atomizacién vy liofilizacién

Se formuld el extracto UO con maltodextrina como adyuvante para los procesos de secado en una
concentracién del 20% (m/m). La concentracidn se eligio teniendo en cuenta que el extracto presentaba bajo
contenido en sélidos (2,3 °Brix), y que el objetivo principal fue proteger los compuestos bioactivos,
obteniendo un polvo de buenas caracteristicas fisicas (Shishir y Chen, 2017; Jiang y Zhang, 2013). Una vez
formulado el extracto, se procedid a deshidratarlo mediante liofilizacién y secado por aspersion, para

evaluar las propiedades fisicas y el contenido de bioactivos de ambos productos.

Propiedades fisicas de los polvos UO

La Tabla 4.8 presenta las propiedades fisicas determinadas en los polvos obtenidos (PS: polvo secado por
aspersion; PL: polvo liofilizado). Ambos polvos presentaron valores de humedad y ay bajos, y una
temperatura de transicion vitrea (Tg) muy superior a 25°C, lo cual sugiere que ambos polvos podrian
almacenarse a temperatura ambiente conservando su estado vitreo, sin riesgo de sufrir un colapso
estructural y/o deterioro fisico, en un envase adecuado. La temperatura de transicion vitrea es un parametro
intimamente relacionado con el contenido de agua y el tipo y concentracidn de sdlidos presentes en un
alimento (Roos, 2010). El polvo PS resultd con un contenido de agua mucho mayor al observado para PL, y
esto se reflejé en una importante diferencia en los valores de temperatura de transicién vitrea de ambos

polvos.

Tabla 4.8. Propiedades fisicas de los polvos obtenidos luego del proceso de EAU y formulacién del extracto

uo.
Propiedad PS PL
Humedad (%, b.s.) 6,6+0,2° 0,9+0,2°
Aw 0,31+0,02° <0,059°
Tg (°C) 43 +1° 123+1°
Higroscopicidad (g agua/g polvo) 0,065 + 0,006 ° 0,0754 +0,0008 ®

Diferentes letras entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05) entre muestras.

En cuanto a la higroscopicidad, la masa de agua adsorbida a 20°C y 75% HR luego de 30 dias fue mayor
para PL, caracteristica frecuente en productos deshidratados por esta metodologia (Ratti, 2013). A su vez, al
observar las curvas de ganancia de agua en funcién del tiempo (Figura 4.4), PL adsorbié 10% mas de agua
que PS durante el primer dia, demostrando su mayor higroscopicidad. Si bien los resultados sugieren que

ambos polvos requeririan de un envase de un material con buena barrera al vapor de agua de modo de no
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comprometer la estabilidad fisica, funcional y microbioldgica del producto, esta caracteristica es por otro
lado favorable para una rehidratacidn rapida y completa al momento de ser utilizados como ingredientes.
Otros autores informaron resultados similares al comparar las propiedades fisicas de polvos obtenidos
mediante liofilizacién y secado por aspersién. Por ejemplo, Ramirez y col. (2015) estudiaron el secado de un
jugo modelo formulado con acido galico y diferentes concentraciones de maltodextrina (10, 20 y 30 %). Si
bien la actividad acuosa fue mayor que la obtenida en este trabajo, obtuvieron polvos liofilizados de menor

humedad que aquellos secados por aspersidn, para todas las concentraciones de maltodextrina estudiadas.
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Figura 4.4. Curvas de adsorcion de agua en funcién del tiempo obtenidas durante el ensayo de
higroscopicidad (HR= 75%, 20°C), para los polvos PS (linea azul) y PL (linea roja) obtenidos a partir del

extracto éptimo UO.

Respecto al color, la Figura 4.5 presenta fotografias de los polvos obtenidos junto con los parametros
cromaticos correspondientes (L*, a* y b*), ademas de la saturacion (C*,) y el dngulo de tono (has) calculados
para cada polvo de sauco. En ambos casos los valores de a* y b* se ubicaron en el cuarto cuadrante del
circulo cromatico, siendo similares los valores de C*., y ha,, correspondiéndose con tonalidades rojo-
purpura. La principal diferencia del color se debe a la luminosidad (L*) obtenida, siendo PS el polvo que
presentd un valor significativamente mayor (p<0,05). Coincidentemente, Oberoi y Sogi (2015) también
obtuvieron valores de L* mas bajos en polvos liofilizados de sandia en comparacidn con aquellos secados por
aspersion, conteniendo entre 3-10% de maltodextrina.

Teniendo en cuenta que ambos polvos de sauco presentaron concentraciones similares de pigmentos

(como se puede apreciar mas adelante en la Figura 4.6), los distintos valores de L* obtenidos podrian
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deberse a las diferencias en el tamafio y la forma de las particulas generadas en cada polvo. Si bien en este
trabajo este aspecto no fue estudiado, de acuerdo a la literatura analizada, se espera que PL presente
particulas no uniformes y de mayor tamafno que aquellas presentes en PS. Autores como Franceschinis y col.
(2014), obtuvieron polvos por secado por atomizacion y liofilizacidon a partir de la formulacién de jugos de
zarzamora con maltodextrina (20 - 40%), y al analizar la morfologia de particula mediante microscopia
electrdnica de barrido observaron que los primeros presentaban particulas esféricas y mds pequefias que los
liofilizados (de particulas mas grandes e irregulares). Teniendo en cuenta que L*, C*,, y ha, SOn pardmetros
que dependen de la reflexion y absorcidn de la luz incidente, cuanto mas pequefias y homogéneas sean las
particulas del polvo coloreado, mayor sera la luz reflejada que la cantidad de luz absorbida (Gueli y col.,
2016), dando como resultado una mayor luminosidad independientemente de un posible cambio en la

saturacion o dngulo de tono.

PL

47+4
19+2
-2,4+0,4
20+2
352,9+0,6

G J

Figura 4.5. Aspecto y parametros de color determinados en los polvos obtenidos a partir del extracto dptimo

UO de sauco.

Otros autores han relacionado también variaciones de luminosidad con tamafio de particulas de polvos.
Por ejemplo, Garrido-Makinistian (2020) analizé el proceso de secado por atomizacion para la obtencién de
polvos a partir de extractos de maqui. Si bien utilizé diferente tipo y concentracién de adyuvante de secado,
observé que el angulo de tono no se vio afectado por las condiciones operativas, mientras que las principales
diferencias se debian a la luminosidad y saturacion. En este trabajo, el autor explica que los colores mas
oscuros (< L*) se obtuvieron con bajos caudales de aire de atomizacién, que producen didmetros de gota
mas grandes, y consecuentemente tamafios de particula mayores. Por otro lado, Haas y col. (2019),
analizaron polvos atomizados de concentrados de zanahoria, atribuyendo el color mas claro (mayor L*) en

polvos con particulas pequefias a una mayor dispersiéon de la luz. Por otro lado, Taskin y col. (2021)
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deshidrataron por liofilizacién frutos de ardandano rojo (cranberry) que luego se molieron y tamizaron,
obteniendo polvos de diferentes tamafios de particula. Al evaluar el color de los mismos observaron un
descenso de L* a medida que las particulas aumentaban de tamafio a partir de los 200 um.

Por otro lado, las diferencias de color podrian estar relacionadas con la forma en que los pigmentos se
encapsulan a través de cada método. En el caso particular de secado por atomizacion, las particulas esféricas
gue se generan podrian exponer en su superficie una mayor proporcién de moléculas de maltodextrina, que
son blancas. En cambio, durante el proceso de liofilizacién se produciria una distribucion mas homogénea de

carrier y pigmentos, mostrando una coloracién intermedia de los compuestos presentes.

Evaluacion del contenido de compuestos bioactivos en polvos PL y PS

El contenido de compuestos bioactivos en los polvos obtenidos se presenta en la Figura 4.6. Puede
apreciarse que ambos polvos poseen cantidades similares de polifenoles, sin diferencias significativas en la
AA final obtenida (Figura 4.6a). En cuanto al contenido en antocianinas (Figura 4.6b), los polvos retuvieron
también adecuadamente los pigmentos presentes en el extracto formulado, observandose un aumento en
PL y una leve pérdida en PS. La mayor preservacién de pigmentos en los polvos liofilizados se deberia a la
menor temperatura del proceso de liofilizacién.

Ademas de ACY, se estudid el color polimérico (CP) de los polvos obteniendo valores similares al del
extracto 6ptimo de partida (=3 %) (Figura 4.6b). Estos resultados estarian indicando que no habria variacién
en el contenido de compuestos poliméricos correspondientes tanto a la presencia de antocianinas
polimerizadas, como a productos pardos originados en reacciones de pardeamiento o degradacién de
antocianinas. Esto denota una alta proteccidon de antocianinas monoméricas tanto durante el secado por
aspersion como durante la liofilizacion.

En cuanto a los trabajos publicados sobre polvos atomizados o liofilizados obtenidos a partir de sauco, la
bibliografia es escasa. Por ejemplo, Murugesan y Orsat (2011), formularon jugo de sauco con MD en una
concentracidon entre 2-10% (m/m), obteniendo polvos por secado por atomizacién con un contenido de
polifenoles mucho mayor (= 4200 mg ac. galico/100g polvo) que el polvo PS del presente trabajo, lo que
puede por un lado atribuirse a la concentracién de bioactivos inicial en la fruta de partida, como al proceso
de obtencién del jugo mediante un extractor convencional. En relacién al proceso de liofilizacién, Busso
Casati y col. (2019) partieron de pulpas de sauco formuladas con 20% de MD (m/m) obteniendo también una
concentracién de polifenoles mayor que PL (1242 mg &c. galico/100g), pero una concentracién de
antocianinas 43% menor (172 mg cyn-2-glu/100g). Estas diferencias pueden deberse no solo a la variabilidad

asociada a la materia prima, sino también al diferente procesado inicial de los frutos de sauco, pudiendo el
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tratamiento combinado de ultrasonido y extracciones sucesivas del presente trabajo, favorecer la

preservacion de los pigmentos antocianicos en comparacion con la pulpa utilizada por estos autores.
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Figura 4.6. Contenido en: a) polifenoles (barras azules) y actividad antioxidante (barras celestes), b)
antocianinas monoméricas (barras bordd) y color polimérico (barras rosas), para los polvos obtenidos por
secado por atomizacién (PS) y liofilizacion (PL). Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas

(p<0,05) entre muestras.

Son escasos los trabajos que incluyan una comparacién en términos de potencial bioactivo, de polvos de
berries obtenidos por secado por atomizacion vy liofilizacién. Por ejemplo, Wilkowska y col. (2016) estudiaron
jugos de ardndanos adicionados con 15% de maltodextrina o ciclodextrinas analizando el efecto sobre el

contenido de bioactivos y la actividad antioxidante. Los autores indican que la retencién de bioactivos fue
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1,5 veces mayor para los polvos liofilizados, principalmente en cuanto a antocianinas. Franceschinis y col.
(2014) compararon polvos de zarzamora deshidratados por ambos métodos, obteniendo una mejor
performance en polvos liofilizados debido a la posibilidad de utilizar una menor concentracién de carrier
(maltodextrina 20%), con un impacto en la concentracion final de compuestos bioactivos y capacidad

antioxidante.

4.2.4. Consideraciones sobre extracciéon EAU y estabilizacién de extractos liquidos mediante distintos

métodos de deshidratacion

Los procesos de extraccion analizados que consisten en el uso de ultrasonido y extracciones sucesivas en
conjunto con la aplicacién de distintos métodos de secado, dieron lugar a polvos que, si bien podrian ser
utilizados como colorantes naturales o ingredientes funcionales, no presentaron une elevada concentracion
de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante (en comparacidon con otros estudios desarrollados a
partir de sauco), lo que indicaria que no se ha explotado suficientemente el potencial bioactivo de estos
frutos para el desarrollo de ingredientes funcionales. Es posible que para alcanzar un mayor nivel de
extraccién se requiera de un equipamiento de ultrasonido de una potencia mayor, lo cual significaria un
costo de procesamiento elevado a escala industrial.

Por otro lado, se puede destacar que los dos métodos de secado estudiados permitieron obtener
productos deshidratados en estado amorfo, con buenas propiedades de rehidratacion y alta calidad. Sin
embargo, el polvo liofilizado presenté una mayor retencién de compuestos antocidnicos y una T; mucho mas
elevada, asi como también una menor humedad y a., siendo por lo tanto un producto con caracteristicas
mas atractivas.

De acuerdo a estos resultados y su comparacion con bibliografia es posible concluir que, si bien la
utilizacién de ultrasonido continda siendo una tecnologia con potencial para mejorar la extraccion de
compuestos bioactivos en tejidos vegetales, en frutos del tipo de las berries como el sauco, es necesario
explorar el uso de otras tecnologias dentro de las amigables con el medio ambiente, que permitan lograr un
mayor rendimiento de extraccion. En particular, la extraccidn asistida por enzimas surge como una
alternativa interesante debido no sdlo a los buenos resultados que han sido reportados con extractos de
distintas berries sino porque las enzimas son consideradas aditivos alimentarios y tienen una amplia
aplicacion en diversas areas de la industria. Su uso se extiende desde la obtencidn de jarabes y almidones
modificados, fermentacion y conservacidon en la industria lactea, mejora y rendimiento en masa de
productos panificados, clarificacion y mejora de extraccién en vinos y jugos de frutas, hasta aplicacién

tecnoldgica en envases y biosensores (del Moral y col., 2015). Esto las convierte en un recurso disponible de
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bajo costo y que puede implementarse facilmente como tecnologia de extraccién de compuestos bioactivos
a nivel industrial.

En la seccidn siguiente se presenta entonces el estudio posterior realizado utilizando el proceso de
extraccion asistida por enzimas, optando ademads por la liofilizacién como el método para preservar de mejor

manera las propiedades bioactivas del nuevo extracto éptimo obtenido.

4.2.5. Extraccion asistida por enzimas (EAE)

4.2.5.1. Optimizacion del proceso de extraccion

Obtencion del extracto éptimo (EO)

Como se verificd en la seccidén 4.1.2, la existencia de polifenoles y antocianinas formando complejos
insolubles asociados a los polimeros que conforman la pared celular, convierte al uso de enzimas pectinasas
en un tratamiento con potencial para liberar los compuestos bioactivos del tejido de la piel del fruto y
generar extractos ricos en polifenoles, evitando el uso de otras técnicas no amigables con el medio ambiente
como por ejemplo el uso de solventes organicos o inorganicos. En este contexto, y con el fin de obtener un
extracto de mayor concentracion de bioactivos que el obtenido mediante EAU, se realizé un nuevo estudio
de extraccidn, en este caso asistida por enzimas (EAE). Para ello se llevd a cabo un disefio multifactorial para
encontrar las condiciones dptimas del proceso de extraccion, considerando la temperatura (T= X1) y la
concentracién de enzima (Ce= X;) como variables independientes, y el contenido de polifenoles (CPT), el
contenido de antocianinas monoméricas (ACY) y la actividad antioxidante (AA) como variables de respuesta.
El comportamiento de las variables de respuesta se modeld utilizando polinomios de segundo grado, los
cuales se ajustaron con un nivel de confianza de a= 0,05, obteniendo las expresiones correspondientes, a las

ecuaciones 4.1, 4.2 y 4.3, para CPT, ACY y AA, respectivamente.

y =-602,51 + 57,12 X;- 0,613 X,- 0,605 X;% - 0,0332 X; X, + 0,00986 X, (ec. 4.1)
y =-1077,89 + 47,69 X;+ 2,54 X,- 0,457 X2 + 0,00234 X; X, - 0,00936 X, (ec. 4.2)
y = -568,88 + 38,09 X;- 1,08 X, - 0,379 X;2 - 0,0235 X; X, + 0,0121 X,? (ec. 4.3)

La Tabla 4.9 presenta los valores experimentales correspondientes a cada condicién experimental
ensayada, asi como también los estadisticos utilizados para evaluar la bondad del ajuste (coeficiente de

determinacion R? y test de falta de ajuste, “lack of fit”). Dado que el valor-p para la falta de ajuste en los
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resultados del ANOVA realizado fue mayor que 0,05 para todas las variables analizadas, los modelos parecen

ser adecuados para los datos observados al nivel de confianza del 95%.

Tabla 4.9. Resultados obtenidos segun el disefio experimental utilizado para la obtenciéon de extractos de

sauco mediante extraccion enzimatica.

Factor Variables de respuesta
CPT* AA* ACY**
T(C) Ce (ppm) (mg 4c. galico/100g)  (mg 4c. galico/100g)  (mg cyn-3-glu/100g)
40 80 630 + 318 267 + 46"° 267 +8°
40 120 623 + 18" 296 + 10% 272 +13%
40 160 646 + 7% 338 + 40" 271+ 20%
50 80 604 + 3382 291 + 36"° 280 + 10
50 120 617 + 1982 294 + 137 360 + 8%
50 160 654 + 4% 346 + 20" 366 + 9°
60 80 525 + 28% 241 + 7% 312 + 27
60 120 487 +23% 227 +37% 312 + 33
60 160 498 + 75% 274 + 7% 320 + 12
R? 0,873 0,736 0,765
Falta de ajuste 0,170 0,358 0,278

Cyn-3-glu: cianidina-3-glucdsido.

*Efecto significativo de los factores individuales (p<0,05). En cada columna, letras mayusculas distintas indican
diferencias significativas (p<0.05) para el factor T. Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas para
el factor Ce.

**Resultados expresados en mg cianidina-3-glucdsido/100g extracto. La interaccién entre factores T*Ce fue
significativa (p<0,05). Letras minusculas indican diferencias significativas para la interaccion.

El ANOVA realizado no arrojd diferencias significativas en el rendimiento de extraccidon (RE) entre los
distintos tratamientos analizados, obteniéndose valores similares y cercanos al 60%. Por otro lado, se obtuvo
un efecto significativo (p<0,05) de la temperatura sobre las tres variables estudiadas, siendo la interaccion
de ambos factores significativa para la extraccién de antocianinas. Ce afectd individualmente la actividad
antioxidante pero no mostro efecto sobre CPT.

La Figura 4.7 muestra las superficies de respuesta obtenidas, que facilitan la visualizacion del
comportamiento de cada variable afectada por los factores estudiados. En cuanto a CPT, el efecto de la
temperatura se manifesté al pasar de 50 a 60°C, donde se produjo un descenso en la concentracion de
polifenoles posiblemente debido al deterioro de estos compuestos por degradacion térmica o a la
disminuciéon en la actividad enzimatica a causa del aumento de la temperatura. Por otro lado, la
concentraciéon de enzima mostré un efecto poco relevante en toda la region del espacio, (Figura 4.7a).

Respecto de la actividad antioxidante, ambos factores presentaron efecto significativo, pero no la
interaccion entre los mismos (Tabla 4.9). Para una temperatura en particular, la decoloracién del radical

ABTS* aumentdé con mayor cantidad de enzima en la muestra, siendo estos valores mas altos a
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temperaturas bajas (Figura 4.7b). En la condicidon 60°C-160 ppm, AA disminuyd casi un 20% respecto a los
tratamientos con igual cantidad de enzima pero a menor temperatura, siendo concordante con la reduccion
en el contenido de polifenoles de los extractos obtenidos. La mayor actividad antioxidante se obtuvo a bajas

temperaturas y alta concentracion de enzima (Figura 4.7b).

CPT (mg &c. galico/100g extracto)
AA (mg ac. galico/100g extracto)

(4

Deseabilidad

140
120

100
60 80 Ce(ppm)

3
i

T 100
. C
- B ¢ (ppm) e

ACY (mg cyn-3-glu/100g extracto)

Figura 4.7. Graficos de superficie de respuesta correspondientes al contenido de polifenoles totales CPT (a),
actividad antioxidante AA (b), antocianinas monomeéricas totales ACY (c) y a la funcién de deseabilidad D

obtenida mediante la optimizacidn por multiples respuestas (d).

En cuanto a la concentracién de antocianinas monoméricas, la superficie de respuesta presenté una
curvatura céncava, con valores maximos a temperaturas intermedias y concentraciones de enzima elevada
(Figura 4.7c). La mejor condicidon para la liberacidon de pigmentos se logré a 50°C, con un claro efecto de la
concentracién de enzima, principalmente al pasar de 120 a 160 ppm. Si bien el aumento de temperatura
favorecio la extraccién de ACY al pasar de 40 a 50°C, el incremento hasta 60°C dio lugar a una disminucién en
la concentracion final alcanzada, coherentemente con lo observado en los valores de CPT. Ello indicaria que
temperaturas de maceracion mayores que 50°C no serian recomendables para asegurar una mayor

retencion de compuestos bioactivos y de capacidad antioxidante en los extractos de sauco.
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Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por otros autores. Landbo y Meyer (2004), al
optimizar el proceso de extraccidn con enzimas pectinoliticas en grosella negra, observaron un efecto
positivo de la temperatura sobre la liberacién de antocianinas y compuestos fendlicos hasta 50°C, pero a
70°C se producia una disminucién importante, sobre todo a tiempos largos de maceracién (entre 50 y 300
min). Por otro lado, detectaron un rendimiento de extraccidn de antocianinas mucho mayor que el de
polifenoles, atribuyendo este comportamiento a que, dentro de los compuestos fendlicos presentes en la
fruta, las antocianinas glicosiladas estdn mayormente asociadas a las paredes celulares de la piel, por lo que
una mayor degradacién de polisacaridos de las paredes celulares del fruto producto de una mayor
concentracién de enzima, favorecio la liberacién de estos compuestos. Swer y col. (2018) optimizaron la
extracciéon de antocianinas de Sohiong (Prunus nepalensis), un fruto nativo de la India, utilizando
temperaturas entre 35-50°C y concentraciones de celulasa entre 5-15%. En concordancia con los resultados
de este trabajo, reportaron que un aumento en la concentracién de enzima no provocaba un aumento en
CPT, siendo la temperatura el Unico factor con efecto positivo sobre la extracciéon de estos compuestos. Con
respecto a ACY, observaron una mayor extraccidén con el aumento de la concentracién, hasta un cierto valor
manteniéndose luego constante.

Priorizando el aumento de bioactivos y la actividad antioxidante del extracto, se calcularon las
condiciones éptimas de extraccidon de acuerdo a la funcion de deseabilidad D. La superficie obtenida (Figura
4.7d) indica que, para la mdxima deseabilidad resultante (D= 0,96), las condiciones experimentales éptimas
fueron 45,3°C para Ty 160 ppm para Ce. Los resultados predichos en estas condiciones éptimas fueron CPT =

656 mg ac. galico/100g, ACY = 326 mg cyn-3-glu/100g y AA= 353 mg ac. galico/100g.

Caracterizacion del extracto EO

El proceso de extraccidon enzimatica se repitié utilizando las condiciones éptimas (45°C y 160 ppm),
obteniendo resultados consistentes con los predichos. Adicionalmente se estudié un jugo de sauco control
(), el cual no habia recibido tratamiento térmico ni enzimatico. La Tabla 4.10, que presenta la
caracterizacion fisicoquimica tanto del extracto enzimatico dptimo (EO) como del jugo control, muestra que
los valores de acidez, pH, solidos solubles y color del extracto EO fueron similares a los obtenidos para J, sin
embargo, se observé una mejora importante en CPT y ACY (43,7 y 42,0%, respectivamente), lo que se
tradujo en una mejora en AA de 46% (desde 201 + 22 mg 4c. galico/100g a 294 + 12 mg ac. gélico/100g).

En los estudios existentes en bibliografia sobre extraccion enzimatica de sauco (Kaack y col., 2008;
Szaldki-Dorkd y col., 2015), no se observd una mejora significativa en la concentracion de compuestos

fendlicos luego de la extraccién con enzimas pectinoliticas, lo que probablemente se deba a que estos
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estudios no involucraron una optimizacién de las condiciones de extraccidn, siendo solamente estudios

comparativos de distintos genotipos o variedades de sauco.

Tabla 4.10. Propiedades fisicoquimicas del jugo de sauco (J) y el extracto enzimatico dptimo (EO).

Propiedad EO J
Sélidos solubles (g sélidos/100 g) 11,5+0,4° 95+0,2°
Acidez (mg ac. citrico/100 g) 0,65+0,01° 0,64 +0,02°
pH 4,16 +0,02° 4,24 +0,02°
Color

L* 13,8+0,3° 14+2°
a* 33+0,3° 1,4£04°
b* 08+04° 0,4+0,3°
C*ab 3+1° 1,5+0,5°2
hab 14+8° 14+9°
CPT (mg ac. galico/100 g) 502 +13°2 341+19°
ACY (mg cyn-3-glu/100 g) 284 +16° 201+13°
AA (mg ac. galico/100 g) 294 +12° 201 +22°

Diferentes letras minusculas en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05) entre muestras.

Teniendo en cuenta otras bebidas consideradas como fuente de antioxidantes, el aporte en polifenoles
de un vaso de EO de sauco seria diez veces mayor que el aporte de un vaso de vino (Scalbert y col., 2005), y

tres veces mayor que el de un vaso de jugo de arandanos (Granato y col., 2015).

Evaluacion de la toxicidad del extracto EO

El sauco es una especie conocida por contener glucdsidos cianogénicos (GCs) en semillas y frutos
inmaduros, que pueden ser potencialmente téxicos si se consumen en altas dosis (Olejnik y col., 2016).
Knudsen y Kaack (2015) informan que el consumo de cualquier parte de la planta de sauco, inclusive de
frutos inmaduros o frescos en gran cantidad, pueden causar nausea, vomitos y diarrea severa. En el caso de
los frutos maduros, la mayor preocupacion radica en la presencia de glucésidos cianogénicos en la semilla,
pero se ha comprobado que el tratamiento térmico o la coccidn de las frutas o del jugo de sauco, provoca la
remocién del HCN producido, a causa de su volatilidad.

Si bien en el presente trabajo se utilizaron frutos maduros, se realizé igualmente un estudio de
citotoxicidad del extracto EO con el fin de garantizar la seguridad del mismo, mediante un ensayo in vitro con
células Vero. Los resultados obtenidos (Tabla 4.11) indican que el extracto EO no afecté la viabilidad celular

(valores cercanos al 100%) para el rango de concentraciones evaluado (0-7000 upg/ml), al no presentar
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diferencias significativas respecto a la muestra control (ausencia de extracto EO en el cultivo celular). Esto

indicé que el extracto no presentd efectos toxicos sobre el cultivo celular.

Tabla 4.11. Porcentaje de viabilidad celular en respuesta a las concentraciones de extracto dptimo de sauco

(EO) estudiadas en el ensayo de citotoxicidad con células Vero.

Concentracion (pg/ml) Viabilidad celular (%)
0 100+ 16
164 103 +17
328 104 +17
657 96+ 15
3283 96 + 15
6566 99+ 11

Senica y col. (2016) han determinado que el contenido de GCs en el fruto de sauco es menor que el que
se produce en hojas y flores, por lo cual, teniendo en cuenta el proceso de obtencién del extracto EO,
durante la etapa de trituracidn de la fruta que involucra la presencia de semillas del fruto, podrian librearse
GCs, como también facilitar la reaccién de hidrélisis entre B-glucosidasas propias del sauco con los
compuestos téxicos. Ademas, es posible que los tratamientos térmicos aplicados (maceracion a 45°C
durante 1 h, e inactivaciéon enzimdtica a 80°C durante 1 min) sumado a la trituraciéon inicial hayan sido
suficientes para hidrolizar los GCs, generando un extracto no toxico y seguro para su utilizaciéon y consumo.

Habiendo corroborado que el extracto no presenta riesgos para la salud en el caso de llegar a consumirse,
y teniendo en cuenta por otro lado los resultados previos obtenidos al comparar distintas técnicas de
deshidratacién del extracto UO, se decidio utilizar para este nuevo extracto optimizado por via enzimatica el
proceso de liofilizacion. Se optimizd ademds este proceso de deshidratacion estudiando distintas
formulaciones previas del extracto con el objetivo de lograr un polvo liofilizado de dptima calidad desde el
punto de vista de su potencial bioactivo, preservando al mismo tiempo sus propiedades fisicas. Los

resultados se presentan a continuacién.

4.2.6. Optimizacién del proceso de liofilizacién

Varios estudios han demostrado la importancia de encontrar la cantidad adecuada de encapsulante que
permita obtener un polvo con buenas propiedades fisicas, sin provocar un efecto de dilucién en la
concentracién de bioactivos presentes en el extracto o jugo de partida (Franceschinis y col., 2014; Garrido-
Makinistian y col., 2019b; Baeza y col., 2020). Con el fin de hallar la concentracién minima de adyuvante

necesaria para obtener un polvo liofilizado de buena calidad, se formuld el extracto enzimatico 6ptimo EO
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con distintas concentraciones de adyuvante (0, 5, 10, 15 y 20%, m/m), analizando al mismo tiempo la
humedad y temperatura de transicion vitrea finales luego del proceso de deshidratacién (Figura 4.8).

Como era de esperar, la temperatura de transicidn vitrea aumentd y el contenido acuoso disminuyé a
medida que el polvo contenia mayor proporciéon de maltodextrina. De acuerdo a los valores obtenidos para
cada concentracidn, las formulaciones con encapsulante en una concentracién superior al 10%, garantizarian
la obtencién de polvos estables a temperatura ambiente (25°C). Sin embargo, priorizando el objetivo de no
generar un efecto de diluciéon en el contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante, la
formulacién con 10% de maltodextrina seria la minima necesaria para obtener un polvo con baja humedad y

alta temperatura de transicién vitrea.
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Figura 4.8. Humedad (linea azul) y temperatura de transicion vitrea (Tg, linea negra) para cada polvo
liofilizado obtenido a partir del estudio de formulacion del EO con diferentes concentraciones de

maltodextrina (MD).

4.2.7. Caracterizacidn del ingrediente dptimo

Propiedades fisicas

Habiendo hallado la minima concentracién de MD necesaria para formular el extracto éptimo EO, se

repitid la preparacién vy liofilizacién del EO con 10% de MD, de modo de caracterizar el ingrediente obtenido.

El contenido de agua en el producto final fue de 3,3 + 0,2 g agua/100g ms con una actividad acuosa de 0,28 *

0,02, ambos valores acordes para un producto deshidratado. El valor de T, fue de 43 £ 1°C, en concordancia
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con el estudio de formulacién realizado previamente. También se analizé la solubilidad del polvo, la cual fue
muy elevada con un valor de 90 + 1%.

En cuanto al color (Figura 4.9), el ingrediente liofilizado presenté valores de a* y b* positivos, ubicandose
en el primer cuadrante del circulo cromatico, asociado a los colores rojo y amarillo. Los valores de saturacién
y angulo de tono indican que este polvo liofilizado presenta tonalidades mas rojizas que el polvo liofilizado
UO (Figura 4.5), siendo aun mas oscuro por su menor luminosidad. Esto podria deberse a la menor
proporcién de MD en EO que en UO, ademas de la mayor eficiencia en la extraccién de pigmentos mediante

extraccion enzimatica.

\

L*=29,3+0,9 a*=15+1 b*=3,9+0,4

\_ C*,=15+2 h,=15,0%0,7 )

Figura 4.9. Aspecto y parametros de color del polvo liofilizado obtenido a partir de la formulacién éptima del

extracto EO.

Para analizar la estabilidad del ingrediente, se estudid la isoterma de sorciéon de agua a 20°C y la
evolucién de la Tgen funcién de la humedad relativa (HR) (Figura 4.10). La temperatura de transicion vitrea
disminuyé a medida que aumenté el contenido acuoso, debido al efecto plastificante del agua en la
estructura del sistema, que aumenta la movilidad molecular, provocando el pasaje del estado vitreo al
estado sobreenfriado (Roos, 2010). El colapso y la pegajosidad del polvo pudieron observarse visualmente
en las muestras almacenadas a valores de HR > 43%. Estos resultados muestran la necesidad de almacenar el
polvo en un envase con buen material de barrera a la humedad ambiente, de modo de garantizar su
estabilidad fisica.

Comportamientos similares fueron observados en polvos liofilizados de murra y maqui, con 20% de

maltodextrina (Gomez Mattson y col., 2020), en los cuales la temperatura de transicion vitrea fue mayor que
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25°C hasta 43% de HR. Por otro lado, Franceschinis y col. (2014), al estudiar el comportamiento de sorcién
de agua en polvos liofilizados de zarzamora a 20°C, observaron que para HR superiores al 40%, el contenido
de agua en los polvos fue cercano al 10% (b.s.), con valores de T, menores a 20°C. Estos resultados refuerzan
la importancia de estudiar la sorcidn de agua de un producto deshidratado en conjunto con la temperatura
de transicidn vitrea, con el fin de seleccionar las condiciones de almacenamiento mas adecuadas para el

producto en cuestion.
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Figura 4.10. Contenido de agua (linea azul) y temperatura de transicion vitrea (linea negra) del ingrediente

liofilizado EO, almacenado a 20°C y diferentes humedades relativas (HR).

Contenido de compuestos bioactivos

El ingrediente liofilizado presenté un alto contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante
(CPT= 2637 + 57 mg ac. gélico/100g; ACY= 1399 + 120 mg cyn-3-glu/100g; AA= 1385 + 310 mg ac. gélico/100g
de polvo). Con el fin de analizar la recuperaciéon de bioactivos en el polvo liofilizado, el mismo se
reconstituydé adicionando agua destilada hasta llegar al contenido de agua del extracto enzimatico éptimo
(EO). Se obtuvieron valores similares a los obtenidos en EO, tanto en términos de capacidad antioxidante
(AA= 262 *+ 57 mg ac. galico/100g) como de concentracion de polifenoles y antocianinas (CPT= 501 + 10 mg
ac. galico/100g y 265 + 21 mg cyn-3-glu/100g), lo que indica una elevada recuperacion de compuestos
bioactivos (100% para CPT, 93% para ACY y un 89% para AA) luego del proceso de liofilizacién (Tabla 4.10).

Adicionalmente se analizé la concentracidn individual de polifenoles, tanto antocidnicos como no

antocianicos, mediante HPLC (Tabla 4.11), y se compard el contenido de los distintos grupos entre fruta
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fresca, extracto EO y polvo liofilizado. Puede apreciarse que los compuestos fendlicos presentes en la fruta
prevalecieron tanto en el extracto liquido como en el polvo liofilizado, siendo estos resultados analogos a los
obtenidos mediante técnicas colorimétricas. La proporcidon de los grupos principales de polifenoles
(antocianinas, flavan-3-oles, flavonoles y acidos fendlicos) se mantuvo sin muchas diferencias, a pesar de los

tratamientos aplicados a lo largo de las distintas etapas de procesamiento (Figura 4.11).

Tabla 4.11. Contenido de compuestos fendlicos determinados por HPLC para fruta fresca, EO y polvo

liofilizado. Valores expresados como mg/g muestra.

Fenoles Fruta fresca EO . P'o .Ivo
liofilizado
Acidos fenélicos Totales 0,11 + 0,07 0,21 £ 0,06 0,63 +0,03
Galico 0,057 £ 0,004 0,15+ 0,03 0,46 £ 0,04
Acidos
. . ! . Elagico 0,006 + 0,002 0,008+ 0,004 <LDC
Hidroxibenzoicos
Clorogénico 0,045 + 0,003 0,048 £ 0,001 0,16 £ 0,01
) Ferulico 0,0010 £ 0,0002 <LDC <LDC
. Acidos p-Cumarico 0,0010 + 0,0007 0,0024+0,0006 0,010+ 0,004
Hidroxicindmicos
Cafeico nd. nd. nd.
Flavan-3-oles Totales 0,28 £ 0,02 0,41+ 0,08 1,81 +0,09
(+)-Catequina 0,28 +0,02 0,41 + 0,08 1,81 + 0,09
(-)-Epicatequina nd. nd. nd.
Flavonoles Totales 0,32+ 0,06 0,46 £ 0,04 1,99 + 0,08
Quercetina 0,014 £ 0,06 0,03+ 0,02 0,010+ 0,003
Rutina 0,31 +£0,05 0,4+£0,1 2,0+£0,1
Antocianinas Totales 1,6+0,2 2,1+0,3 7,7%+0,3
Cyn-3-glu/Cyn-3-samb 1,5+0,1 1,9+0,2 6,8+ 0,2
Cyn-3-diglu/Cyn-3- 0,09+ 0,02 0,21+ 0,03 0,89 + 0,07
samb-5-glu
Delf-3-glu nd. nd. nd.
Total 2,3%0,3 3,2%+0,2 12+1

Cyn-3-glu: Cianindina-3-0-glucésido. Cyn-3-samb: Cianidina-3-O-sambubidsido. Cyn-3-diglu: Cianidina-3,5-O-diglucésido. Cyn-3-
samb-5-glu: Cianidina-3-sambubiosil-5-glucésido. Delf-3-glu: Delfinidina-3-glucdsido.

nd.: no detectado.

LDC: limite de cuantificacion (0,05 mg/g)

Para evaluar el comportamiento de los pigmentos, ademds del contenido de compuestos antocianicos,
tanto totales como individuales, se analizé también el color polimérico del extracto EO y del polvo liofilizado,

obteniendo valores similares (CP=8 + 1y 6,0 £ 0,3 %, respectivamente). Esto indicaria que no se habrian
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generado nuevos pigmentos polimerizados, ya sea por formacién de complejos o por generacion de
compuestos pardos producto de degradacidon de antocianinas o de reacciones de Maillard, que pueden
contribuir al color polimérico. La elevada proteccion de antocianinas en su forma monomeérica debido a las
bajas temperaturas utilizadas en el proceso de deshidratacién, permitié la preservacién del color del polvo,
el cual se mantuvo en la tonalidad tipica de los frutos de sauco.

Ademas de la cuantificacion de compuestos bioactivos, se realizd nuevamente un analisis cualitativo
mediante ATR-FTIR, con el fin de corroborar posibles cambios en los compuestos presentes en el polvo luego
de la extraccién enzimatica y la liofilizacion. La Figura 4.12 compara los espectros obtenidos para el fruto de
sauco (espectro previamente presentado en la Figura 4.1) y el polvo liofilizado. Se observa en el espectro del
polvo que se mantienen los picos de la fruta, atribuyendo este comportamiento nuevamente a la
metodologia de deshidratacion en frio, que permitio la preservacidn de los compuestos bioactivos.

Las principales vibraciones observadas en el polvo correspondieron a vibraciones de tension a altas
frecuencias, de enlaces O-H (3274 cm™), C-H (2939 cm™), grupos carbonilo (C=0) a 1721 cm™, y vibraciones
asociadas a la presencia de enlaces C=C presentes en los anillos aroméaticos a 1639 cm™. Al igual que en la
fruta, se observaron picos entre 1510-1183 cm™ y a 1023 cm™ asociados a los modos vibracionales de flexién
de los enlaces O-H, C-H y a grupos metilo (CHs), y un pico pronunciado a 1023 cm™, generado por modos de

flexion y estiramiento correspondientes a enlaces C-O, C-C- y C-C-H, presentes en azlcares simples.

m Acidos fendlicos @Flavan-3-oles @ Flavonoles W Antocianinas

% Tipo de polifenol

IS o o o o
o o o o o
1 1 1 1

N
o
1

Fruta fresca EO Polvo liofilizado Polvo reconstituido

Figura 4.11. Proporcidon de familias de polifenoles presentes en la fruta fresca, el extracto EO y el polvo

liofilizado y reconstituido.
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Las principales diferencias se observan en la intensidad de los picos caracteristicos, siendo los valores de
transmitancia alcanzados en el espectro del polvo mucho menores (mayor absorcidn) en comparacién con
los de la fruta. El hecho de que la absorcidn de radiacidn infrarroja fue mucho mas intensa en el polvo podria
deberse, segun la ley de Lambert-Beer, al aumento en la concentracidn tanto de azlcares, acidos orgdnicos
como de compuestos fendlicos presentes en la muestra (Clark y col., 2018). Este comportamiento concuerda

con el analisis cuantitativo realizado luego de la obtencidon del polvo (Tabla 4.11).
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Figura 4.12. Espectro de absorcidn IR para frutos de sauco (rosa) y el polvo liofilizado a partir del extracto EO
(celeste). Se encuentran indicadas las vibraciones de flexién y tensidn de distintos enlaces presentes en los

compuestos fendlicos, para el polvo liofilizado.

A su vez, el pico asociado a vibraciones de tensidén correspondientes al enlace O-H (el cual se encuentra
presente en la mayoria de los compuestos fendlicos, azlcares y acidos organicos), presenta una forma mas
puntiaguda en comparacién tanto con el espectro de la fruta, como con el pico asociado a flexiones C-H
presentes en el polvo. Mondragdn Cortes (2020) reportd que el aumento en la intensidad y ancho del pico a
3200 cm?, no sélo involucra las vibraciones entre dtomos de oxigeno e hidrdgeno, sino también a las
generadas en los enlaces de tipo “puente de hidrégeno” (O---H). Al deshidratar la muestra, estas
interacciones que se daban entre moléculas de agua y con otros compuestos, se generarian entre
compuestos orgdnicos, como polifenoles y azlcares que, al estar mas concentrados en el polvo, se
manifiestan como un pico mas intenso y agudo. Un comportamiento similar fue observado por Rosas-

Mendoza y Fernandez-Mufioz (2012), durante la deshidratacion osmética de mango con una solucién de
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sacarosa, observando cambios en la intensidad y frecuencia de aparicidon de algunos picos entre 900-1200
cm® (principalmente el estiramiento de O-H a 1650 cm™), al comparar las muestras osmodeshidratadas con
el mango fresco. Los autores manifiestan que esto ocurre cuando las interacciones del tipo puente de
hidrégeno existentes entre la sacarosa y el agua de la solucién, son sustituidas por enlaces intermoleculares
del mismo tipo entre la sacarosa y los compuestos presentes en el mango, como pectinas.

El estudio cualitativo mediante ATR-FTIR en berries procesadas ha sido analizado por otros autores. En
cuanto al comportamiento en los espectros, en primer lugar, Gagneten (2020) analizé la aplicacién de pulsos
de campos eléctricos (PEF) durante la obtencion de jugos de grosella negra. Si bien se trataba de muestras
liquidas, Gagneten (2020) observé un aumento en la intensidad de los picos luego de la aplicacion de PEF,
gue también fue atribuido a una mayor concentracién de polifenoles luego del tratamiento de extraccion.
Por otro lado, Estupifian-Amaya y col. (2020), obtuvieron polvos liofilizados de arandano Andino con
diferentes concentraciones de maltodextrina (20-50%). En este trabajo, los autores detectaron picos
asociados a vibraciones caracteristicas de compuestos fendlicos encontrados en extractos ricos en
antocianinas (enlaces C=0 a 1712 cm™; vibraciones de enlaces C=C a 1630 y 1521 cm™). Por otro lado,
analizaron la posible interaccidn ocasionada por la presencia de maltodextrina, concluyendo que el carrier se
comportd de forma inerte, al no generarse corrimientos o aparicion de nuevos picos. Estos resultados
coincidirian con lo observado en el polvo y la fruta de sauco, estudiados en el presente trabajo.

Por otro lado, Gomez Mattson y col. (2021), compararon polvos liofilizados de murra y maqui, obtenidos
a partir de extractos sonicados y formulados con 20% de maltodextrina. Estos autores detectaron picos
similares entre 1800-900 cm™, mientras que, al comparar el espectro de las frutas con los correspondientes
polvos liofilizados, se observd un corrimiento a mayores nimeros de onda (Av = 43 cm™) para la banda
correspondiente al estiramiento del enlace O-H. Este comportamiento fue asociado a la disminucién de
interacciones tipo puente de hidrégeno, a causa de la copigmentacion intermolecular entre antocianinas y
otros polifenoles, siendo este efecto mds intenso en los polvos de murra, los cuales habian presentado
ademas un aumento importante en CP, confirmando una mayor presencia de compuestos poliméricos. El
hecho de que no se haya producido este corrimiento en el polvo liofilizado de sauco del presente trabajo, se
correlaciona con los valores constantes de CP, verificando asi mediante otra técnica la predominancia de
antocianinas monomeéricas.

Las distintas técnicas de analisis de compuestos bioactivos utilizadas permitieron corroborar el efecto
beneficioso de la aplicacion de EAE, como técnica de extraccién para recuperar los compuestos con
capacidad antioxidante y colorante presentes inicialmente en los frutos de sauco, asi como también del
proceso de liofilizacién como tecnologia de deshidratacién adecuada para la preservacion de los mismos en

el ingrediente en polvo desarrollado.
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4.3. Digestibilidad in vitro y bioaccesibilidad del ingrediente liofilizado a partir de EO

Habiendo cumplido con el objetivo de optimizar la extraccion de compuestos bioactivos (polifenoles
antocidnicos y no antocianicos) presentes en frutos de sauco, y de obtener un ingrediente en polvo con
buenas propiedades fisicas y maxima concentracidon de estos compuestos, se analizé la bioaccesibilidad de
los mismos, asi como también de la capacidad antioxidante. Para ello se partié de un jugo preparado con el
polvo liofilizado que fue sometido a un proceso de digestion in vitro.

La fracciéon soluble obtenida luego la digestidon contiene aquellos compuestos fendlicos que resistirian el
pasaje a través del tracto gastrointestinal (TGI) y estarian disponibles para ser absorbidos por las células
intestinales (Minekus y col., 2014). Los valores obtenidos para la fraccién soluble generada luego del proceso
de digestion in vitro del jugo preparado con el ingrediente liofilizado fueron: 0,29 + 0,02 mg &ac. gélico/g para
CPT, para AA 0,21 + 0,02 mg &c. galico/g y 0,093 + 0,006 mg cyn-3-glu/g para ACY. De acuerdo a esto, la
bioaccesibilidad de polifenoles y antocianinas fue de 39% y 23%, respectivamente, mientras que para la
actividad antioxidante, la bioaccesibilidad superé el 50%. Varios estudios realizados en diferentes berries
informan una pérdida entre 50-80% de antocianinas y polifenoles luego de la etapa de digestién intestinal,
en comparacion con muestras no digeridas (Thomas-Valdés y col., 2018). A su vez, Olejnik y col. (2016)
estudiaron la digestién de pulpas de sauco liofilizadas, informando una pérdida significativa de antocianinas
y polifenoles, entre la fase estomacal y el intestino delgado. La pérdida de ACY puede atribuirse
principalmente a las condiciones alcalinas en las que se encuentra la fase intestinal, ya que causarian la
ruptura del anillo principal de estos compuestos, que a su vez puede resultar en una pérdida de la capacidad
antioxidante (Fredes y col., 2018). Sin embargo, el descenso significativo en la concentracién de ACY luego
de la digestion no implica necesariamente la completa pérdida o no absorcidn de estos compuestos, ya que
se ha demostrado que alrededor del 20% de lo digerido puede absorberse durante la fase estomacal
(Fernandes y col., 2014). Finalmente, mas alla de la concentracion final de bioactivos luego de la digestidn, el
impacto sobre AA fue menos severo, probablemente a causa de la liberacién o generacién de nuevas
moléculas con propiedades antioxidantes.

Para profundizar estos estudios se analizd el transporte de estos compuestos a través de células
intestinales, con el fin de detectar la actividad antioxidante que éstos podrian ejercer al llegar al torrente
sanguineo. La fraccién soluble obtenida al cabo de la digestién in vitro presenté una AA = 0,105 mg &c.
galico/ml, que luego del transporte mediante el sistema de células Caco-2, fue de 0,047 = 0,001 mg &c.
gélico/ml. Estos resultados son favorables ya que implican que un 50% de los compuestos antioxidantes
presentes en el fluido digerido del jugo de sauco pueden ser recuperados. Por otro lado, parte de estos

compuestos pueden haber sido utilizados por las células Caco-2.
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Diferentes estudios sobre compuestos antioxidantes como derivados de clircuma (Zeng y col., 2017) y
proantocianidinas (Deprez y col., 2001), entre otros, indicaron que la difusion pasiva o paracelular pueden
ser los principales mecanismos de transporte para este tipo de compuestos. En el caso de los antioxidantes
presentes en el jugo de sauco, es muy probable que su transporte haya ocurrido mediante los mismos
mecanismos.

Teniendo en cuenta estos resultados, en conjunto con los obtenidos luego de la digestidn in vitro, fue
posible observar que un cuarto del total de la actividad antioxidante del polvo reconstituido, es capaz de
llegar al torrente sanguineo. Aunque se hayan utilizado estudios in vitro, estos andlisis constituyen un
acercamiento a la contribucién real de la actividad antioxidante que los bioactivos presentes en los

alimentos pueden proveer a través de su ingesta.

4.4, Estabilidad durante el almacenamiento del ingrediente de sauco liofilizado

En general los productos deshidratados son disefiados de forma de mantener sus propiedades fisicas
durante el almacenamiento. Sin embargo, es sabido que en estos productos, sobre todo aquellos a base de
berries, pueden ocurrir cambios en la composicidon quimica debido a reacciones de deterioro a causa de las
condiciones de almacenamiento, lo que puede alterar no sélo las propiedades potencialmente funcionales
de los productos desarrollados sino también caracteristicas organolépticas importantes como por ejemplo el
color (Rocha-Parray col., 2016).

Algunos autores (como Howard y col., 2012) han reportado que la pérdida por ejemplo de polifenoles
gue puede tener lugar durante el almacenamiento puede ser mds severa que la producida durante el
procesamiento. Dada la naturaleza inestable de las moléculas de polifenoles y de antocianinas ante cambios
de temperatura, luz, exposicién al O,, humedad, entre otros, resulta relevante estudiar la estabilidad de
estos compuestos durante el almacenamiento, sobre todo de los compuestos antocidnicos, que como hemos
visto constituyen el principal grupo de polifenoles en frutos de sauco y son responsables de su color
caracteristico.

De acuerdo a la caracterizacidn fisicoquimica realizada sobre el polvo liofilizado (seccion 4.2.7), un envase
con buena barrera al vapor de agua y temperaturas por debajo de la Tg serian condiciones adecuadas para
preservar las propiedades fisicas del producto. Se estudié entonces la estabilidad del mismo ante diferentes
condiciones de temperatura (temperatura de refrigeracién, temperatura ambiente y temperatura alta),
disponiendo el polvo en viales herméticamente cerrados, los cuales fueron almacenados durante 126 dias,

en oscuridad, en un intervalo de temperatura entre 6 y 40°C.
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Estabilidad del color

Como se ha mencionado previamente, dentro de las variables analizadas, el color del polvo juega un
papel muy importante tanto como propiedad organoléptica del producto, como también como indicador de
una posible degradacidon de pigmentos antocidnicos. El estudio indica que el color rojizo inicial del polvo
sufrid leves modificaciones durante el almacenamiento a 6 y 20°C (Figura 4.12).

Sin embargo, a 40°C los pardmetros cromaticos mostraron cambios significativos, perceptibles para el ojo
humano (AE*,, > 4) (Keraité y col., 2017). La luminosidad (L*), disminuyd gradualmente a lo largo del tiempo,
hasta una reduccién del 11% luego de 84 dias de almacenamiento (Figura 4.12a), mientras que hap y C*ap
disminuyeron drasticamente luego de 7 dias (35 y 16%, respectivamente) (Figura 4.12b-c). La pérdida de
saturacion al final del almacenamiento fue de 28%.

Se han publicados varios estudios sobre la estabilidad de color en polvos de berries. Por ejemplo, Sdnchez
y col. (2015) estudiaron el almacenamiento (38°C, 60 dias) de polvos liofilizados de jugo de cereza,
formulados con 25% de una mezcla maltodextrina-goma ardbiga. Estos autores no encontraron diferencias
significativas en los parametros de color, probablemente debido al mayor contenido de encapsulante
utilizado, que protegid y estabilizd los pigmentos. Por otro lado, Rocha-Parra y col. (2016) analizaron la
estabilidad de un vino liofilizado conteniendo 9% de mezcla maltodextrina-goma arabiga, almacenado
durante 145 dias a 38°C, en oscuridad. De acuerdo a estos autores, la ausencia de cambios en el color tuvo
lugar debido a la temperatura de transicion vitrea que presentd el polvo (Tg= 50,96°C) que fue
considerablemente mas elevada que la temperatura de almacenamiento, otorgandole al polvo estabilidad
fisica. Por otro lado, Murugesan y Orsat (2011), analizaron los cambios de color durante el almacenamiento
(90 dias en oscuridad, a 5y 20°C) de un polvo de sauco obtenido por secado por atomizacién, formulado con
maltodextrina en un 8-10%. En esas condiciones, no observaron cambios significativos, comportamiento
similar al obtenido en este trabajo.

La estabilidad del color de polvos a base de berries, no sélo depende de las condiciones de
almacenamiento sino también del tipo de fruta, el carrier y proceso de encapsulacidn, el material del envase,
asi como del contenido inicial de pigmentos del polvo. Los resultados muestran que, mds alld de que el
angulo de tono permanezca en las zonas de los colores rojizos, la pérdida de saturacién y de luminosidad
durante el almacenamiento a 40°C podrian deberse principalmente a reacciones de deterioro de
antocianinas, que pueden producirse a temperatura relativamente altas (Fredes y col., 2018).

En cuanto al estado fisico del polvo, pequefios cambios en el contenido acuoso de las muestras, como
también pequefias variaciones en la temperatura de almacenamiento (40°C) pueden haber llevado a estos

polvos a superar la Ty y por lo tanto, favorecer en parte la velocidad de deterioro del color.
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Figura 4.12. Evolucidn de parametros cromaticos: a) luminosidad, L*; b) saturacidn, C*,p; y c) angulo de tono,
hap; para el polvo liofilizado de sauco EO almacenado a distintas temperaturas (Blanco: 6°C; Gris: 20°C;

Negro: 40°C).
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Estabilidad de compuestos bioactivos

La evolucion a lo largo del almacenamiento de polifenoles antocianicos y no antocidnicos se estudio
mediante determinaciones espectrofotométricas y cromatograficas. Como ya se ha mencionado
anteriormente, las antocianinas son importantes no sélo por su rol como pigmentos responsables del color
de frutos como las berries, sino también por su actividad antioxidante (Wrolstad y col., 2005). La variacion
de CPT y ACY se presenta en la Figura 4.13. CPT experimentd un descenso en la concentracidn entre 25-30%
al final del estudio, en comparacién con los valores iniciales del polvo, sin existir diferencias significativas

(p<0,05) entre las temperaturas estudiadas (Figura 4.13a).
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Figura 4.13. Evolucion del contenido de a) polifenoles totales (CPT) y b) antocianinas monoméricas

(ACY), durante los 126 dias (d) de almacenamiento.

103



Resultados y discusion

En cuanto a ACY, la concentracién permanecio relativamente constante a 6 y 20°C, mientras que a 40°C
se observd un descenso gradual desde el dia 63 hasta una pérdida final del 65% (a los 126 dias), en
comparacion con los valores iniciales (Figura 4.13b). Como se menciond en el estudio de estabilidad del
color, las altas temperaturas pueden generar reacciones de deterioro de las antocianinas presentes en el
sauco, favorecidas por la baja concentracién de encapsulante y la proximidad con la T, del polvo.

La cuantificacién mediante HPLC de compuestos fendlicos se presenta en la Tabla 4.12, |a cual refleja que
a bajas temperaturas (6 y 20°C) de almacenamiento, no se observd un deterioro importante en los
compuestos presentes en el polvo, siendo concordante con las determinaciones espectrofotométricas. Sin
embargo, se produjo un importante descenso (75%) a 40°C en el contenido en polifenoles totales,
especialmente de compuestos de cianidina (Figura 4.14a), que representan al grupo mayoritario de los

flavonoides presentes en el sauco.

Tabla 4.12. Concentracion de compuestos fendlicos determinados por HPLC-DAD en el polvo liofilizado, al

inicio (0 dias) y fin del almacenamiento (126 dias), para cada temperatura estudiada. Los resultados estan

expresados en mg/g polvo.

Polvo inicial 6°C 20°C 40 °C
Gdlico 0,46 + 0,04 0,48 £0,02 0,45 +0,03 0,27 £0,02
Eldgico <L0Q <LoQ nd. nd.
Acidos Clorogénico 0,16 £0,01 0,14 £ 0,04 0,13 +0,01 0,12 £ 0,02
fendlicos Ferulico <LOQ nd. nd. nd.
p-cumdrico 0,010+0,004 0,009+0,002 0,008+0,001 0,009 +0,002
Cafeico nd. nd. nd. nd.
(+) Catequina 1,81 +0,09 1,78 + 0,07 1,61 £0,08 nd.
Flavan-3-oles ) )
(-) Epicatequina nd. nd. nd. nd.
Quercetina 0,010 + 0,003 nd. 0,008 +0,001 0,013 +0,001
Flavonoles
Rutina 2,0+0,1 1,8+0,2 1,73 +0,09 1,6+0,3
Cyn-3-glu 6,8+0,2 6,3+0,4 6,0+0,1 1,0+0,3
Cyn-3,5-diglu/
Antocianinas 0,89 £ 0,07 0,84 + 0,05 0,75 +0,02 0,069 + 0,005
Cyn-3-samb-5-glu
Delf-3-glu nd. nd. nd. nd.
Estilbenos Resveratrol nd. nd. nd. nd.
TOTAL 12+1 11,4+0,9 11+1 3,12 + 0,06

Cyn-3-glu: Cianindina-3-0-glucdsido. Cyn-3-samb: Cianidina-3-O-sambubidsido. Cyn-3-diglu: Cianidina-3,5-O-diglucdsido. Cyn-3-
samb-5-glu: Cianidina-3-sambubiosil-5-glucésido. Delf-3-glu: Delfinidina-3-glucésido. LDC: limite de cuantificacién (0.05 mg/g)

nd.: no detectado.
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Figura 4.14. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-DAD para compuestos de cianidina (a), catequina (b)

y rutina (c), presentes en el polvo liofilizado EO de sauco, al final del estudio de almacenamiento (126 dias), a

cada temperatura estudiada: 6°C (linea azul), 20°C (linea verde) y 40°C (linea roja).
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Este descenso también se condice con la determinacidon espectrofotométrica de ACY. En particular, la
cianidina-3,5-diglucdsido inicialmente presente en el polvo, prdcticamente desaparece durante el
almacenamiento a 40°C.

La catequina (Figura 4.14b) fue otro compuesto que sufrié una importante pérdida (desde 1,8 mg/g a no
poder detectarse) a altas temperaturas, mientras que la rutina (Figura 4.14c) y otros acidos fendlicos
mostraron un deterioro menos marcado. La degradacidn de antocianinas a altas temperaturas durante el
almacenamiento, ha sido previamente estudiada.

Fredes y col. (2018), analizaron la estabilidad de los pigmentos de un polvo spray de maqui a 60°C
durante seis meses (180 dias), observando una retencidon del 50% de compuestos de cianidina, que
mostraron una velocidad de deterioro mayor que aquellos pigmentos a base de delfinidina.

De acuerdo a los resultados del estudio de almacenamiento, el ingrediente liofilizado de sauco EO
deberia preservarse en un envase hermético, con barrera al vapor de agua, almacenandose a temperatura
ambiente o menor, de modo de preservar sus propiedades fisicas y el contenido de antocianinas. Estas
condiciones permitirian que el polvo liofilizado pueda utilizarse en diversas aplicaciones, como colorante y/o

ingrediente potencialmente funcional.

4.5. Aplicaciéon del extracto de sauco EO: desarrollo de un snack frutal de funcionalidad enriquecida

Se propuso el desarrollo de un snack de manzana y sauco como una posible aplicacién del extracto de
sauco EO obtenido, a partir del uso combinado de tecnologias de impregnacion y liofilizacion. Para ello se
estudido en primer lugar el proceso de impregnacion en distintas condiciones operativas (IV, IVA) e
incluyendo un escaldado previo (IV-E, IVA-E), el cual fue realizado utilizando como solucidn de impregnacién
el extracto EO. En una segunda etapa, las manzanas asi impregnadas se liofilizaron y se analizaron desde el
punto de vista de su potencial bioactivo, asi como también de sus propiedades fisicas y estructurales, con el

objeto de seleccionar el snack enriquecido de mejor performance.

4.5.1. Estudio del proceso de impregnacién de rodajas de manzana con extracto de sauco

Se estudio el proceso de impregnacidn utilizando condiciones de vacio, cuya efectividad para producir
cambios composicionales en matrices hiumedas porosas (sin provocar cambios estructurales severos o
apreciables a simple vista) es bien conocida (Salvatori y col., 2007; Alzamora y col., 2005; Gras y col., 2002;
Ortiz y col., 2003; Castagnini y col., 2015; Pavez-Guajardo y col., 2020). El objetivo fue la introduccion directa
de compuestos fendlicos y pigmentos provenientes del extracto de sauco en el tejido de manzana

generando asi productos enriquecidos en compuestos bioactivos. En la Figura 4.15, que muestra la
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concentracion de CPT y ACY obtenida en las rodajas impregnadas, se puede observar que los diferentes
periodos de impregnacion (t; y tz) afectaron notablemente la incorporacidon de compuestos bioactivos en la
matriz vegetal. En las muestras MIV, sin pretratamiento de escaldado, la aplicacion de IV (t;= 10 min, t>= 10
min) aumentd el contenido en polifenoles mas del doble respecto a la manzana control (CPT varié de 80 + 10
mg ac. galico/100g a 174 = 10 mg 4ac. galico/100g), e introdujo al mismo tiempo una cantidad considerable
de antocianinas (96 £ 5 mg cyn-3-glu/100g). El incremento en t, desde 10 min a 6 h (muestras MIVA) produjo
un aumento en CPT y ACY de aproximadamente 2 veces, respecto de las muestras MIV. Un comportamiento
similar fue observado por Salvatori y col. (2007, 2011), durante la incorporacidon de calcio en tejido de
manzana mediante tecnologias de impregnacién a vacio y a presién atmosférica en condiciones operativas
similares. Estos autores, aprovechando la estructura porosa del tejido y la naturaleza semipermeable de las

membranas celulares, lograron introducir 2,5 veces mas de calcio al incrementar t; desde 15 mina 6 h.
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Figura 4.15. Contenido en polifenoles (azul) y antocianinas monoméricas (blanco) en manzanas frescas
impregnadas con extracto EO de sauco. Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas

(p<0,05) entre muestras. Resultados expresados en base humeda (b.h.).

En el presente estudio se analizé también el uso de un escaldado previo. Es sabido que este tratamiento,
normalmente utilizado con el objeto de inactivar las enzimas responsables del pardeamiento enzimatico en
tejidos vegetales, también puede producir alteraciones en el tejido por efecto del calor, pudiendo acelerar
fendmenos de transporte de materia. Puede apreciarse en la Figura 4.15 que la aplicacidn de un tratamiento
de escaldado condujo a un aumento considerable del contenido de compuestos bioactivos respecto de las

manzanas no escaldadas, tanto en MIV-E (CPT= 37%; ACY= 22%) como en MIVA-E (CPT= 19%; ACY= 62%),
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alcanzando en este Ultimo caso un contenido de polifenoles totales de 439 + 2 mg ac. galico/ 100g (b.h.) y de
antocianinas monoméricas de 277 + 11 mg cyn-3-glu/100g (b.h.). Estos resultados demuestran la gran
efectividad de las tecnologias combinadas utilizadas en comparacidn con procesos tradicionales de
impregnacion a vacio (IV) o de deshidratacién osmoética (proceso de impregnacién a presidon atmosférica).

Varios autores han reportado previamente un aumento en la velocidad de transporte de materia cuando
se aplica escaldado en vapor de agua en ebullicién, previo a procesos de secado o de deshidratacion
osmotica en diferentes frutas (Nieto y col., 2001; Giovanelli y col., 2012; Pirone y col., 2014). Particularmente
en tejido de manzana, diversos estudios han demostrado que el escaldado produce alteraciones
estructurales como colapso de paredes celulares y disrupcién de membranas celulares, disminuyendo la
resistencia al movimiento de agua y otros solutos durante el procesamiento posterior (Alzamoray col., 2000;
Salvatori y col.,, 2007). Resulta evidente que alteraciones de este tipo (no detectadas visualmente) han
tenido lugar como consecuencia del escaldado aplicado en este trabajo, lo que habria provocado que, a lo
largo de los procesos posteriores de impregnacion, se produzca una mayor penetraciéon de la solucion
externa hacia el interior del tejido facilitando asi la difusién de los compuestos bioactivos de sauco presentes
en la misma. Esto explicaria el aumento observado de ACY y CPT observado en las muestras MIV-E y MIVA-E,
en comparacion con las muestras sin pretratamiento térmico (MIV y MIVA).

El uso de extractos o jugos de berries con el fin de incrementar la concentracién de bioactivos en frutas
ha sido poco estudiado. Por ejemplo, Sambroska y col. (2019) incorporaron jugos o concentrados de
arandano negro (bilberry) y aronia (chokeberry), a soluciones hipertdnicas de sacarosa (22 y 65 °Brix), con el
objeto de realizar una deshidratacién osmética de manzanas. Estudiaron la cinética de deshidratacion
osmotica a 45°C, evaluando el color desarrollado y realizaron una evaluacion sensorial de los productos
obtenidos, pero ningln dato fue reportado por los autores sobre el enriquecimiento final logrado en
términos de compuestos bioactivos. Por otro lado, Kowalska y col. (2017), al estudiar la deshidratacion
osmoética de frutillas inmersas en soluciones de azUcar enriquecidas con jugo de aronia (50%, 1:1),
observaron luego de 360 min un aumento del 50% en el contenido de polifenoles. El trabajo de Castagniniy
col. (2015) se basa en la utilizacién de jugo de arandano azul (blueberry) para impregnar a vacio (1V) rodajas
de manzana, que posteriormente eran sometidas a liofilizacién y secado convectivo; sin embargo, estos
autores no estudian la etapa de IV, centrando sus anadlisis en los productos deshidratados obtenidos. Es
importante resaltar que en los trabajos mencionados no se presenta informacion suficiente sobre la
cantidad de compuestos bioactivos especificos (antocianicos y/o no antocianicos) que es posible incorporar
en la matriz, cuando las variables operativas de los procesos de impregnacién aplicados son adecuadamente
controladas. Tampoco se plantean otras alternativas de procesamiento y su optimizacién para modificar la

resistencia del tejido a la transferencia de materia. En particular en los trabajos de Samborska y col. (2019) y
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Kowalska y col. (2017) se utilizan ademas azucares libres como agentes osméticos, lo que no conduce a un

producto que pueda considerarse saludable.

4.5.2. Desarrollo de snacks liofilizados de manzana impregnada

4.5.2.1. Evaluacién de propiedades bioactivas

Caracterizacion espectrofotométrica

Luego de la liofilizacidn, las rodajas de manzana presentaron una concentracion elevada de compuestos
bioactivos a causa de la pérdida de agua, manteniendo una tendencia similar a la observada luego de la
impregnacién (Figura 4.16a). Nuevamente se produjo un aumento significativo en el contenido de
antocianinas y polifenoles en la muestra SIVA, distinguiéndose de aquellos snacks obtenidos con aplicacién
del proceso de IV (muestra SIV). Finalmente, como era de esperar, la muestra mas rica en polifenoles y
antocianinas fue SIVA-E, presentando un valor de CPT final de 3201 * 150 mg &c. galico/100g (b.s.) y de ACY
de 2364 + 94 mg cyn-3-glu/100g (b.s.).

En cuanto a la actividad antioxidante de los snacks analizada mediante diferentes métodos (Figura
4.16b), todos los snacks impregnados presentaron mayor AA en comparacién con los controles, poniendo de
manifiesto el aporte de los compuestos fendlicos provenientes del sauco. Sin embargo, en general no se
observaron diferencias significativas (p<0,05) entre snacks SIV, SIV-E y SIVA, mientras que el snack SIVA-E se
distingue del resto, presentando el mayor potencial antioxidante, especialmente al ser analizado mediante el
método FRAP. Este comportamiento, que no siempre se correlaciona con las variables CPT y ACY, podria
explicarse teniendo en cuenta que existen otros compuestos, no necesariamente del tipo fendlicos, que
pueden afectar los valores de AA al contribuir en la reduccién de radicales libres, o interferir mejorando o
empeorando la accién de los compuestos antioxidantes presentes. Por otro lado, si la concentracion de
ciertos compuestos se encuentra en una relacion inapropiada, la capacidad antioxidante puede verse
reducida (Phan y col., 2017). Incluso, los productos generados por la degradacion de polifenoles pueden
también presentar una AA que a veces es mayor que la provista por los compuestos fendlicos iniciales
(Murakamiy col., 2004).

Como se menciond previamente, Castagnini y col. (2015) obtuvieron un snack liofilizado de aros de
manzana previamente impregnados con jugo de arandano azul mediante un proceso tradicional de IV. A
diferencia del estudio aqui realizado, el producto final obtenido por estos autores presentd un contenido
notablemente menor en antocianinas (54 + 7 mg cyn-3-glu/100g manzana seca), y una capacidad

antioxidante levemente superior a la muestra control de ese estudio. Estas diferencias podrian adjudicarse al
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empleo de jugos de otras frutas, en este caso de arandano, que contiene una menor concentracién de

compuestos bioactivos, asi como también al uso de un proceso de impregnacidn ineficiente.
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Figura 4.16. (a) Contenido en polifenoles (azul) y antocianinas monoméricas (blanco), y (b) actividad
antirradicalaria frente a ABTS (negro) y poder reductor del hierro, FRAP (gris), en snacks liofilizados
obtenidos mediante tecnologias de impregnacion. Diferentes letras minusculas indican diferencias

significativas (p<0,05) entre muestras. Resultados expresados en base seca (b.s.).

Por otro lado, Pavez-Guajardo y col. (2020) impregnaron manzanas con jugo de uva evaluando algunos

procesos de impregnacion. Por ejemplo, aplicacidon de vacio (5 min) o presién atmosférica (300 min), con o

110



Resultados y discusion

sin calentamiento 6hmico (30-50°C), y la combinacién de los mismos, obteniendo finalmente snacks
mediante secado convectivo (40-60°C). Estos autores lograron en la muestra de mejor performance, una
concentracion final de CPT de 382 mg &ac. galico/100g (b.s.) y un contenido de antocianinas (expresado como
cianidina) de 10 mg/100g (b.s.). Nuevamente, es posible que la causa de las bajas concentraciones de
compuestos bioactivos obtenidas por Pavez-Guajardo y col., esté relacionada con las caracteristicas de la
solucion de impregnacién utilizada, sumado a las altas temperaturas tanto del proceso de impregnacion
como del secado. Es importante destacar que el enfoque de los trabajos se centra solamente en la obtencién
y analisis de los snacks, no aprovechando el potencial de las bayas utilizadas y de las tecnologias disponibles
para introducir y preservar la maxima cantidad posible de compuestos bioactivos en el tejido de manzana.
Considerando una porcion de 30 g del snack SIVA-E, la ingesta de la misma aportaria aproximadamente
680 mg de antocianinas monoméricas y 919 mg de polifenoles a la dieta. Teniendo en cuenta el consumo de
polifenoles en diferentes paises, incluyendo aquellos con una dieta mediterranea de 820 + 323 mg/dia
(Tresserra-Rimbau y col., 2013), el consumo diario de una porcion del snack desarrollado constituye una
ingesta significativa de compuestos fendlicos. A su vez, de acuerdo a la ingesta sugerida por Bueno y col.
(2012) que considera aproximadamente 12,5-250 mg de antocianinas por dia, esta porcidn cubriria mas del
doble que lo incorporado por aquellas poblaciones con mayor consumo. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos, podria pensarse que bastaria el consumo de estos snacks para garantizar el aporte de
antioxidantes en la dieta argentina. Sin embargo, la alimentacioén saludable debe incluir variedad de frutas y
hortalizas para garantizar una mayor variedad de compuestos bioactivos, recomendandose 5 porciones al
dia. En este sentido, los snacks SIV y SIV-E cobran relevancia dado que se acortan los tiempos de
procesamiento, siendo el aporte de compuestos bioactivos igualmente considerable (195-200 mg

antocianinas monoméricas y 458-599 mg polifenoles, aproximadamente).

Caracterizacion cromatogrdfica

La caracterizacién cromatografica se realizd con el fin de analizar los tipos de polifenoles presentes en la
matriz de partida y el nivel de enriquecimiento de cada uno de ellos en los snacks. Para ello, la cuantificacién
de compuestos fendlicos individuales se llevé a cabo mediante HPLC tanto en los snacks como en la manzana
fresca.

La manzana fresca presenta un perfil de polifenoles variado, encontrando cinco grupos de polifenoles
mayoritarios: mondmeros de flavan-3-oles (catequinas), polimeros de flavan-3-oles (procianidinas),
dihidrochalconas (glicésidos de floretina), flavonoles (glicésidos de quercetina) y derivados de acidos

hidroxicinamicos (Petkovska y col., 2017). La composicidn y distribucion de los polifenoles varia no sélo con
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el cultivar sino también entre los distintos tejidos del propio fruto; por ejemplo, dependiendo de la variedad
pueden presentar antocianinas (cianidinas) en la piel (Khanizadeh y col., 2008).

La Figura 4.17a muestra el cromatograma obtenido para la manzana fresca. Fue posible identificar y
cuantificar la presencia de catequina (pico 2) y de procianidinas (picos 1, 3-5). Las procianidinas estan
formadas por unidades de catequina y/o epicatequina, que se combinan generando dimeros, oligdmeros y
polimeros (mas de 10 unidades), éstos uUltimos, mas conocidos como taninos condensados. La diversidad
estructural de este tipo de compuestos es muy variada, dependiendo del tipo de unién entre flavonoides y la
longitud de la cadena formada, por lo cual la forma cominmente utilizada para nombrarlas emplea las letras
“A“ para dimeros con mas de una unidn entre flavanoles, y “B y C’ para dimeros y trimeros con una Unica
unién, respectivamente (Rohr, 1999).

Dado que no se dispone de los estdndares de los distintos tipos de procianidinas, la identificacion y
cuantificacién de las mismas se realizd teniendo en cuenta los espectros UV-vis correspondientes a cada
pico, y la comparacién de los mismos con bibliografia (Rohr, 1999). En particular, las procianidinas en
columnas cromatograficas del tipo C18 y frente a la aplicacion de largos gradientes lineales (condiciones
utilizadas en este trabajo), suelen causar deriva en la linea base del cromatograma (Figura 4.17a), lo que
dificulta el analisis.

En cuanto a la absorcidn UV, los espectros se caracterizan por presentar dos bandas que muestran un
maximo a 230-240 nm y a 270-280 nm (Figura 4.17b-f). Como se comentd en materiales y métodos, en el
presente trabajo se determind la concentracion del total de procianidinas como equivalentes de catequina.
La importancia de la determinacion de las procianidinas radica en que son el grupo de polifenoles
mayoritario (> 50% de los polifenoles totales) en la pulpa de manzana, independientemente de la variedad
(Khanizadeh y col., 2008; Kalinowska y col., 2014; Petkovska y col., 2017). En la manzana fresca utilizada en
el presente estudio, el contenido de catequina y procianidinas determinado fue de 0,0361 + 0,0002 y 0,254 +
0,001 mg/g fruta fresca, respectivamente. Otros autores han hallado cantidades diferentes de estos flavan-
3-oles en pulpa de manzana var. Granny Smith. Por ejemplo, Kalinowska y col. (2014) informaron
concentraciones de catequina entre 0,136 — 0,182 mg/g (b.h.) y una concentracién de procianidinas totales
de 0,439 mg/g (b.h.). Kebe y col. (2015) informaron un contenido de 0,029 mg catequina/g (b.h.) y una
concentracidn de procianidinas mayor de 0,9 mg/g (b.h), mientras que Kschonsek y col. (2018) reportaron
concentraciones mas bajas para ambos polifenoles (0,018 mg catequina/g, b.h., y 0,03 mg procianidinas/g,
b.h.). Estas diferencias podrian asociarse no sélo al origen de la fruta en estudio, sino también a la forma de
extracciéon de los compuestos bioactivos.

En cuanto a los snacks obtenidos, en las muestras control SC y SC-E, que surgieron de liofilizar
directamente la manzana fresca y la escaldada, respectivamente, se identific6 no sélo la presencia de

catequina y procianidinas, sino también de acido clorogénico en menor concentracién (Tabla 4.13). El hecho
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Figura 4.17. (a) Cromatograma correspondiente a la manzana fresca, registrado a 280 nm. Los picos 1, 3,4, y
5 corresponden a procianidinas; el pico 2 corresponde a catequina. (b-e) Espectros UV-vis correspondientes
a los picos 1 (azul), 3 (negro), 4 (rojo) y 5 (violeta). (f) Espectro UV-vis de procianidina obtenido por Rohr

(1999) mediante un detector UV-DAD.
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de que no se haya identificado este acido, que forma parte de los compuestos fendlicos presentes en la
pulpa de manzana fresca (Kalinowska y col., 2014; Kschonsek y col., 2018), podria deberse tanto a su baja
concentracion respecto de los demas polifenoles, asi como también a una mejora en la extraccion alcohdlica
en productos porosos, como son los liofilizados.

Puede apreciarse en la Tabla 4.13, que el pretratamiento de escaldado afectd la proporcién de los
compuestos fendlicos en la muestra SC-E, en la que la concentracidon de catequina se duplicé y las
procianidinas aumentaron un 15%, mientras que el acido clorogénico disminuyd su concentracién en un
50%, aproximadamente. Estas variaciones podrian deberse a la alta temperatura involucrada durante el
pretratamiento de escaldado (T> 98°C) que, al afectar la estructura celular del tejido de manzana, pudo
favorecer tanto la liberacién de procianidinas y catequinas, como también ocasionar la degradacién de acido
clorogénico. El aumento notorio en la concentracion de catequina podria deberse también a la hidrdlisis de
algunas procianidinas por el tratamiento térmico, que genera monémeros de catequina. La degradacién
térmica (< 90°C) de procianidinas con el consecuente incremento en la concentracion de mondmeros de
flavan-3-oles (catequina o epicatequina) ha sido también observada por De Paepe y col. (2014) en jugos de
manzana. Se observa en la Tabla 4.13 que independientemente del tratamiento aplicado en las muestras
control, se mantuvo el perfil de polifenoles original determinado en la manzana fresca.

Los snacks impregnados con sauco mostraron un perfil mas rico en polifenoles, pudiendo identificar en
estas muestras la mayoria de los compuestos presentes en los frutos de sauco (Tabla 4.13). A su vez, al
comparar los cromatogramas de las muestras control con los snacks enriquecidos con sauco, fue posible
identificar algunos picos de procianidinas encontrados en la manzana liofilizada. Sin embargo, su
cuantificacion se dificulté a causa de la mayor concentracién de polifenoles provenientes del sauco vy la
superposicion de picos, razén por la cual no fue posible la identificacion completa de los compuestos
fendlicos provenientes de la manzana en los snacks impregnados. A modo de ejemplo se presentan los
cromatogramas correspondientes a los snacks SC y SIV en la Figura 4.18, que permite apreciar la
superposicidon de picos mencionada. En la misma se indican con flechas los picos correspondientes a las
procianidinas que se ven enmascarados por las sefiales generadas por la incorporacién de polifenoles de
sauco en la matriz.

En los snacks impregnados, coherentemente con lo analizado mediante técnicas espectrofotométricas
(Figura 4.16), las diferencias entre tratamientos fueron similares, siendo los valores absolutos del mismo
orden tanto en concentracion total de polifenoles como de antocianinas individuales. Por ejemplo, el
incremento en t; se tradujo en un 79-88% de aumento en la concentracidn total de polifenoles
determinados por HPLC. Esta diferencia puede atribuirse principalmente a la incorporacién de compuestos

de cianidina, rutina y catequina provenientes del extracto de sauco, cambiando asi la composicién del
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producto. La cianidina y la rutina aparecen como nuevos polifenoles en la matriz de manzana, mientras que

la catequina, inicialmente presente, se incrementd entre un 88-93% respecto de la muestra SC.
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Figura 4.18. Cromatogramas correspondientes a los snacks SC (verde) y SIV (morado), registrados a 280 nm.

Las flechas indican las zonas de superposicion de picos correspondientes a procianidinas en el snack SIV.

Existen pocos trabajos en bibliografia sobre snacks enriquecidos en compuestos antioxidantes, en los que
se haya profundizado en el andlisis de compuestos individuales por HPLC y la evaluacidn de la pérdida del
potencial bioactivo a través de las distintas etapas del procesamiento. Puede mencionarse solamente el
trabajo publicado por Castagnini y col. (2015), sobre aros de manzanas impregnados con jugo de arandano y
liofilizados, en el que se analizé por HPLC el contenido de 3 antocianinas individuales (delfinidina, cianidina y
malvidina). Si bien las antocianinas mayoritarias del arandano no son las mismas que las del sauco, si se
compara el contenido total de antocianinas individuales que se logra en los snacks desarrollados por estos
autores, el valor es notablemente menor (0,0149 mg/g ms) que el alcanzado en el presente trabajo (8-25
mg/g ms). A su vez, estos autores no analizan la presencia de otros polifenoles provenientes del arandano,
gue pueden estar aportando a la capacidad antioxidante de los snacks. Resulta de gran relevancia realizar la
caracterizacién completa del producto, complementando técnicas de analisis que permitan establecer el
efecto de los distintos tratamientos aplicados sobre los compuestos bioactivos presentes en la matriz de

partida.
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Tabla 4.13. Concentracion de polifenoles determinada por HPLC-UV/DAD, en snacks liofilizados control e impregnados con extracto de sauco.

Concentraciéon expresada en mg/g (b.s).

Polifenol SC SC-E SIv SIV-E SIVA SIVA-E
Procianidinas 4,08 +0,03 4,69 +0,01 NC NC NC NC
Catequina 0,19 +0,02 0,40 +0,03 1,64+0,01 2,34 +0,04 2,21 +0,02 2,90 +0,03
Ac. clorogénico 0,042 + 0,001 0,019 + 0,002 0,250 + 0,005 0,429 + 0,003 0,455 + 0,002 0,650 + 0,001
Ac. p-cumirico ND ND 0,005 + 0,002 0,005 + 0,001 0,003 + 0,002 0,012 + 0,002
Ac. gélico ND ND 0,649 + 0,001 0,531+ 0,003 0,437 + 0,004 0,746 + 0,004
Rutina ND ND 1,65 +0,03 1,95 +0,02 3,65+0,01 6,44 + 0,04
Quercetina ND ND 0,078 + 0,001 0,13+0,04 0,067 + 0,003 0,08 +0,01
Cyn-3-glu/cyn-3-samb ND ND 7,8+0,1 9,01 £0,03 13,1+0,02 23,4 +0,04
Cyn-3,5-diglu/

ND ND 0,60+ 0,03 1,1+0,01 0,69+0,01 1,39+0,02
Cyn-3-samb-5-glu
Total antocianinas NC NC 8,37 £ 0,06 10,12 £ 0,01 13,8+0,3 248+0,4
Total polifenoles 4,31 +0,03 5,11+0,01 12,6 £ 0,2 15,50 £ 0,04 20,6+0,3 35,7+0,6

ND: no detectado; NC: no cuantificado; cyn: ciandinina; glu: glucésido; samb: sambubidsido; diglu: diglucdsido.
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4.5.2.2. Propiedades fisicas de los snacks relacionadas con la estabilidad

Humedad, actividad de agua, propiedades de sorcion de agua y temperatura de transicion vitrea

En esta seccion se describen los resultados relacionados con la estabilidad de los snacks liofilizados,
teniendo en cuenta el contenido y la actividad de agua, la temperatura de transicién vitrea y las isotermas de
sorcidn de agua a 20°C.

La evaluacidn del contenido y la actividad de agua de los snacks mostré que se obtuvieron valores bajos
de ambas variables en todos los casos (Tabla 4.14), lo cual es coherente con los esperado en productos
frutales liofilizados (Marques y Freire, 2005; Sette y col., 2017; Sosa y col., 2012). La modificacién en la
composicion de los snacks debida a la impregnacion de las manzanas con el extracto de sauco se vio
reflejada en una humedad levemente mayor que en las muestras no impregnadas. Sin embargo, las
diferencias en los valores de aw fueron minimas y todas las muestras presentaron valores inferiores a 0,2, lo
cual garantiza su estabilidad microbioldgica si los productos se almacenan adecuadamente.

Adicionalmente, se evalud la transicidn vitrea de los snacks mediante calorimetria diferencial de barrido
y en todos los casos se observaron termogramas mostrando transiciones (Tg) cuyo onset se presentd en un
rango entre -4 y -6°C, lo que implica que todas las muestras se encontraban en estado sobreenfriado a

temperatura ambiente.

Tabla 4.14. Contenido de agua y aw de los distintos snacks desarrollados a la salida del proceso de

liofilizacidn. Resultados expresados como la media + desvio estandar.

Muestra aw* Humedad (%, bs)**
SC 0,192 +0,005° 3,5+0,2°
SC-E 0,185 + 0,004 ° 3,3+0,2°
SIv 0,173+0,001° 4,12+0,07°
SIV-E 0,190 + 0,005 ® 4,30+0,03°
SIVA 0,175 +0,001° 43+0,1°
SIVA-E 0,193 £ 0,003° 45+0,1°

*Diferentes letras entre muestras indican diferencias significativas por efecto de la interaccion
pretratamiento-impregnacion.
** Diferentes letras entre muestras indican diferencias significativas por efecto de la impregnacion.

Con respecto al estudio de las isotermas de sorcion de agua, este se realizd hasta 52% HR debido a que se
trata de productos deshidratados que pierden sus caracteristicas tipicas a valores altos de contenido de

agua. La Figura 4.19 presenta las curvas de sorcidén de agua en funcién de la humedad relativa (HR) a 20°C,
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para los diferentes snacks. El aumento en el contenido de agua con el incremento de HR generd curvas de
forma sigmoidea (tipo Il) de acuerdo a la clasificacion de Brunauer, Deming y Teller (Brunauer y col., 1940).
Las muestras control SC y SC-E en general presentaron el mismo comportamiento, salvo que a la mayor HR
estudiada (52%), el control sin pretratamiento de escaldado adsorbié 4% mas de agua que el control SC-E.
Esto podria deberse a que la muestra escaldada presenta colapso en su estructura por el tratamiento
térmico previo a la liofilizacién (como se describird mas adelante en la siguiente seccidn), pudiendo
desfavorecer la adsorcidon en comparacion con el tejido de SC, cuya estructura fue mas uniforme con poros y
sitios activos mas disponibles para la adsorciéon de agua. Un comportamiento similar fue observado por
Franceschinis (2016), al estudiar la sorcién de agua en trozos de cerezas liofilizados.

Por otro lado, en las muestras sin pretratamiento de escaldado (Figura 4.19a) el comportamiento de
sorcidon de cada muestra (SC, SIV y SIVA) se diferencid principalmente a altas HR, mientras que para los
snacks que fueron escaldados (Figura 4.19b) el contenido acuoso fue variando desde un 33% de humedad
relativa, siendo SIV-E el snack con mayor capacidad de adsorciéon de agua respecto de SC-E y SIVA-E. Los
snacks SIV y SIV-E adsorbieron mayor cantidad de vapor de agua respecto de las muestras control, hasta
alcanzar una HR alta (52%) donde el contenido de agua en la matriz fue 10% mayor en relacion a los demas
snacks estudiados. Por otro lado, SIVA y SIVA-E presentaron curvas similares a las muestras control.

Las diferencias producidas en los snacks SIV y SIV-E, podrian explicarse teniendo en cuenta dos
situaciones: en comparaciéon con las muestras control, estos snacks durante la impregnacion a vacio podrian
haber adquirido en su estructura sélidos solubles (como azucares) provenientes del liquido de impregnacion,
qgue luego de la deshidrataciéon se encontrarian disponibles para la interaccién con el vapor de agua,
favoreciendo el proceso de adsorcién. En segundo lugar, comparando con SIVA y SIVA-E, cuyo tratamiento
de impregnacién implicé un mayor tiempo de contacto con el extracto de sauco, se produjo un mayor
llenado de poros y, en consecuencia, el nUmero de sitios activos para la adsorcién de agua fue mas bajo en
estas muestras. A su vez, Maidana (2017) al estudiar la sorcién de peras sometidas a infusiones con
diferentes azucares, y deshidratadas mediante secado convectivo, observé que la inclusion de un mayor
contenido de sélidos en la matriz de la fruta (con o sin escaldado) provocd que sélidos solubles como los
azucares, compitieran con el vapor de agua por los sitios activos de interaccion con la fase sélida,
manifestandose como una menor adsorcién en el equilibrio. Este fendmeno podria estar contribuyendo a un
menor contenido de agua en equilibro en los snacks SIVA y SIVA-E a la mayor HR.

Por otro lado, Sette (2015) al estudiar las isotermas de sorcién de agua de frambuesas pretratadas con
infusiones de sacarosa y posteriormente liofilizadas, observd que el agua retenida en cada muestra
estudiada fue diferente dependiendo de los cambios que se producen en las fases sdlida y liquida, al
someter a la muestra a diferentes pretratamientos. Esto indicaria, que los cambios estructurales generados

por el procesamiento utilizado en este trabajo, afectaron la capacidad de uniéon de compuestos presentes en
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la fase sélida de la manzana y los sdlidos solubles presentes en la fase liquida, modificando finalmente el
contenido de agua en el equilibrio en los distintos snacks.

Con el objetivo de establecer la estabilidad de los snacks, se realizé la evaluacion sensorial (mediante un
panel interno) de las propiedades de textura y apariencia de las muestras almacenadas a las diferentes
humedades relativas. Se observd que todos los snacks presentaron caracteristicas de textura crujiente y que

comenzaron a producirse cambios en la textura de las muestras a partir de 43% HR.
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Figura 4.19. Curvas de sorcidn de agua en funcién de la humedad relativa (HR) a 20°C para los snacks sin
pretratamiento de escaldado (a) y con pretratamiento de escaldado (b). SC y SC-E (®), SIV y SIV-E (4),
SIVAy SIVA-E (W),
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La apariencia general de los snacks no se modificd en el rango de HR estudiado, por lo tanto, el factor
determinante de la pérdida de estabilidad seria la textura de los snacks. A pesar de que todas las muestras
analizadas presentaron una textura crujiente a HR< 43%, el analisis de la temperatura de transicién vitrea
(Tg) indicd que en todos los casos el estado fisico de los snacks era sobreenfriado a temperatura ambiente.
La T; se ha considerado un indicador de estabilidad de alimentos deshidratados, y se relaciona con la
cantidad de agua residual que actia como plastificante y potenciadora de la movilidad en los materiales. Sin
embargo, en sistemas complejos como las frutas deshidratadas, que son sistemas multicomponentes y
multifasicos, sus propiedades pueden no evolucionar segln predice la teoria de la transicion vitrea (Peleg,
1999) con respecto a algunas caracteristicas de estabilidad tales como las propiedades de textura. La T es
una caracteristica de las fases solubles en agua, y el comportamiento mecanico en tejidos vegetales
deshidratados depende principalmente de otras fases (compuestos no solubles de la matriz celular) y de
otros fendmenos, como la porosidad, el proceso de contraccién y de endurecimiento superficial. Estos
aspectos pueden desempefiar un papel importante en la explicacidén de la textura en los casos en los que el
concepto de vidrio no es valido. Esta aparente contradiccion ya fue observada previamente en rodajas de
manzanas liofilizadas (Sosa y col., 2012).

Por otro lado, las isotermas de sorcién de agua constituyen una herramienta Util para analizar la
perdurabilidad de las propiedades de textura de estos productos. En este sentido, se observé que si la
humedad de las muestras aumenta un porcentaje inferior al 9% no se presentardn cambios generales en la
textura, en un lapso de tiempo relativamente largo (= 1 mes). Evidentemente, para el rango de HR bajas
evaluado, los snacks no presentarian una higroscopicidad elevada, sugiriendo que el almacenamiento en un
envase apropiado permitiria conservar adecuadamente las muestras durante un considerable periodo de

tiempo sin apreciar cambios relevantes en la textura.

Evaluacion de las propiedades mecdnicas de los snacks

El comportamiento mecdnico de los alimentos puede explicarse de manera tedrica analizando las
interacciones entre las moléculas y la red estructural que los conforman. Muchas de las propiedades
mecanicas de frutas y vegetales surgen de la unidén de distintas sustancias a las paredes celulares, y de las
modificaciones ocasionadas en las mismas por la manipulacidn, el procesamiento y el almacenamiento
(Tunick, 2011). En productos deshidratados las propiedades mecanicas se ven fuertemente afectadas por el
estado fisico de la matriz (sobreenfriado o vitreo), la microestructura desarrollada como resultado de las
deformaciones (encogimiento/hinchamiento) que pueden sufrir las células y los espacios intercelulares, asi
como también la ruptura de uniones entre células a medida que avanza el proceso de secado (Contreras y

col., 2005; Deng y Zhao, 2008). A su vez, la incorporacién de solutos, como azucares, durante el procesado
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puede afectar la organizacién estructural de un producto y, en consecuencia, sus interacciones con el agua,
gue desempefia un papel importante en las propiedades mecdnicas de los materiales, principalmente en la
textura crujiente de alimentos deshidratados (Barret y col., 1994; Onwulata y col., 2001; Roudaut y col.,
2002; Van Hecke y col., 1998).

Si bien las técnicas sensoriales han sido tradicionalmente elegidas como la principal metodologia de
estudio de la textura, la complejidad de esta caracteristica de los alimentos ha llevado al desarrollo de
analisis instrumentales que permiten obtener pardametros mecanicos relacionados con la textura percibida y
complementan el estudio sensorial. Particularmente, el andlisis de la fuerza, la deformacidén y la energia
involucradas en la ruptura de una estructura, permite clasificar un material de acuerdo a su fragilidad o
ductilidad (Miranda y Aguilera, 2006).

En alimentos de baja humedad, la textura se describe mediante los conceptos de crujencia y fragilidad. El
analisis de la ruptura de este tipo de materiales mediante ensayos de puncién/penetracién permite generar
curvas de fuerza-desplazamiento (F vs. d), a partir de las cuales se obtienen los pardametros que caracterizan
el comportamiento mecdnico. Las curvas de fuerza-desplazamiento obtenidas para los distintos snacks
(Figura 4.20) presentan un comportamiento tipico de muestras crujientes, debido a la presencia de picos de
diferentes magnitudes asociados a fracturas superficiales e internas de la estructura (Sosa y col., 2012). Se
observa inicialmente un aumento de la fuerza a medida que la punta de medicidn penetrd la muestra hasta
un valor maximo (Fmsx), para luego caer abruptamente debido al primer quiebre parcial de la estructura.
Posteriormente, se generaron picos mas pequefios asociados a fracturas locales debido a la porosidad
generada en los snacks luego del proceso de liofilizacion, hasta que finalmente toda la muestra es
atravesada. El valor de fuerza maxima (Fmsx) estd relacionado con la firmeza o dureza de la muestra y
representa la resistencia del material a la penetracion. La distancia a la cual la fuerza alcanza su valor
maximo corresponde a la deformacién que sufre el material antes de este punto de ruptura, mientras que la
pendiente inicial de la curva (Eq), que es funcidn de la rigidez de la muestra, depende de elementos
estructurales como cavidades de aire, micro-heterogeneidades, pardmetros geométricos, entre otros. Este
parametro, llamado mdédulo de deformabilidad, también se relaciona con la fracturabilidad o fragilidad del
material. Finalmente, el trabajo (W) es la energia necesaria para fracturar la muestra y representa el
comportamiento mecanico general de la estructura (dureza del material). El nimero de picos originados
luego de la fractura principal se asocia, como ya se ha comentado, a la presencia de microestructuras
internas, generando las curvas aserradas tipicas de productos crujientes (judjeness en inglés). Normalmente,
al disminuir la crujencia de los materiales, el nUmero de fracturas (nimero de picos) disminuye, aumentando
el ancho de los picos, los cuales ademas se suavizan (Miranda & Aguilera, 2006). En la Tabla 4.15 se

presentan los valores de los pardmetros mecdnicos mencionados para los snacks obtenidos.
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Figura 4.20. Curvas fuerza-desplazamiento obtenidas durante el ensayo de penetracidn. La linea punteada

corresponde a las muestras con pretratamiento de escaldado. a) muestras control; b) muestras impregnadas

con IV; c) muestras impregnadas con IVA.

Al analizar el pretratamiento de escaldado, se observd que éste no tuvo un efecto significativo (p<0,05)

sobre la firmeza de las muestras control (Figura 4.20a). Sin embargo, las curvas presentaron picos mas
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anchos y menos empinados, lo que estaria indicando una mayor deformabilidad de las muestras (< Eg). La
pérdida de rigidez en muestras previamente escaldadas se asociaria a la pérdida del turgor celular que ha
sido observada por otros autores (Alzamora y col., 2000; Salvatori y col., 2007) en tejido de manzana fresco a
causa del colapso de paredes y membranas celulares por efecto térmico en etapas de escaldado. Ello

generaria luego del liofilizado, una matriz vegetal mas degradada con pérdida de crujencia.

Tabla 4.15. Pardmetros de fuerza maxima (Fmsx), trabajo (W), mddulo de deformabilidad (Eq) y nimero de

picos obtenidos a partir de las curvas fuerza-deformacién de los snacks estudiados.

Snack Fmax (N)* W (J)** Eq (N/mm)** N° de picos**
SC 712 0,014 + 0,003 ® 7+1° 57+05°
SC-E 6,0+0,7°° 0,012 + 0,004 * 5+1° 6+1°
SIvV 58+04° 0,009 + 0,001 ° 9+1be 8+1°
SIV-E 61 0,010 + 0,001 7+2% 6+1°
SIVA 7,3+0,7° 0,012 +0,03 * 11+1° 7+1%
SIVA-E 50+0,5° 0,009 £ 0,001 ° 9+1be 8+2°

*Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0,05) entre muestras sometidas al mismo tratamiento
de impregnacion.
**Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p>0,05) entre todas las muestras.

Para profundizar el andlisis del efecto del escaldado sobre la microestructura, se tomaron
fotomicrografias mediante microscopia dptica de secciones transversales de tejido parenquimatico
proveniente de las muestras frescas (Figura 4.21). La muestra de manzana control se presenta en la Figura
4.21A, donde puede observarse en el tejido fresco que las células y los espacios intercelulares se disponen
en forma de red siguiendo un patrén inhomogéneo y anisotrdpico. Las células aparecen turgidas con paredes
celulares intactas, las cuales presentan un material fibrilar densamente empaquetado con alta densidad
electrénica y laminilla media bien definida (Figura 4.21B). Puede observarse la laminilla media cementando
paredes celulares de células vecinas (ver flechas). La membrana plasmatica y el tonoplasto se observan
integros y el citoplasma se halla en posicién parietal contenido entre ambas. Sin embargo, el tejido
escaldado exhibe ruptura de membranas y un dafio substancial de paredes celulares, con interrupciones en
muchas zonas (Figura 4.21C-D). Parecié tener lugar, después del calentamiento, una redistribucién de
polisacaridos de la pared celular, mostrando agregados de alta densidad seguidos de zonas sin material
donde ocurrid la ruptura, incluso en muchos casos estas zonas sin material fueron importantes. Se observa
ademas que ha tenido lugar una contraccion del tejido, presentando algunas células el citoplasma muy
contraido y en otras totalmente vehiculizado (Figura 4.21C). Estas observaciones coinciden con las realizadas

por Anino y col. (2006) y Gonzalez-Fésler y col. (2008) en tejido de manzana. Este dafio estructural
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(disrupcion de membranas y paredes celulares) producto del escaldado daria como resultado no sélo una
disminucién importante de la resistencia del tejido a la incorporacién de solucion de impregnacién y de
polifenoles y otros compuestos contenidos en ella durante el proceso de impregnacién, sino también
cambios en las propiedades mecdnicas de los snacks liofilizados obtenidos.

De acuerdo al comportamiento mecanico de los distintos snacks escaldados, y las observaciones
realizadas previamente mediante MO, el tratamiento térmico parece debilitar la estructura, generando
luego de la liofilizacidn productos menos rigidos y mas deformables (< Eq) y de menor crujencia (picos en
general mas anchos y mds suaves), especialmente en muestras control e impregnadas con |V (Tabla 4.15 y

Figura 4.20).

2

ei i
i
mp Im
"4
ei C p
mp

Figura 4.21. Fotomicrografias de tejido parenquimatico de manzana fresca (A, B) y escaldada (C, D). c:

citoplasma, ei: espacio intercelular, pc: pared celular, mp: membrana plasmatica, Im: laminilla media.

Las muestras solo impregnadas, presentaron en general curvas mas aserradas en comparacién con el
control con un mayor nimero de picos mds angostos y mas definidos o puntiagudos (Figura 4.20b-c), lo cual
sugiere la presencia de una estructura mas quebradiza o fragil, siendo menor el trabajo o energia requerida
para su ruptura (<W). Cabe recordar que el proceso de impregnacién a vacio al que fueron sometidas las

rodajas de manzana se realiza empleando una solucidn isoténica con respecto a los azucares de la fase
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liquida de la fruta, lo que previene el intercambio de agua y de sélidos solubles por mecanismos difusivos,
teniendo lugar solamente la entrada de liquido externo hacia el interior de la estructura. Resulta evidente
que la incorporacion de agua y de azlcares provenientes del extracto de sauco genera alteraciones no sdlo a
nivel de la composicion final del tejido liofilizado sino también de sus caracteristicas microestructurales. Si se
comparan los snacks con diferente tratamiento de impregnacion, las muestras SIVA presentaron una Fmax
levemente mayor en comparacion con SIV (Tabla 4.15), lo que podria deberse a un mayor porcentaje de
poros ocupados por sélidos solubles provenientes del extracto de sauco incorporado durante el proceso de
impregnacion (al restablecerse la presién atmosférica), confiriendo asi una mayor resistencia de la estructura
a la fractura. Este comportamiento de fractura se revierte al incorporar un escaldado previo en muestras
SIVA-E, debido al efecto combinado de pretratamientos (calor y tiempos largos de inmersiéon en un medio
acuoso) intensificando el deterioro de la estructura. Por un lado, como se ha observado previamente, los
tratamientos térmicos provocan disrupcion de paredes y membranas celulares, pero los tiempos largos de
inmersién en soluciones isoténicas pueden ocasionar solubilizacion e hidrdlisis de pectinas, dando lugar a un
ablandamiento general del tejido (Anino y col., 2006, Alzamora y col., 2000). Ello habria generado luego de la
liofilizacidn una estructura de menor firmeza y rigidez. En muestras SIV-E, en cambio, no se observaron
diferencias tan notables en los parametros mecdnicos obtenidos en comparacidon con las muestras que no
sufrieron tratamiento térmico (SIV).

Otros autores han estudiado las propiedades mecanicas de manzanas sometidas a procesos de inmersion
o impregnacién con soluciones de diferentes solutos y composicién. Por ejemplo, Deng y Zaho (2008)
analizaron manzanas liofilizadas que habian sido previamente deshidratadas osmédticamente (3 h, con y sin
la aplicacién de dos pulsos de vacio de 5 min) con soluciones de jarabe de maiz de alta fructosa. Obtuvieron
valores de Fns mas elevados tanto para aquellas muestras que no fueron tratadas con pulsos de vacio, como
para aquellas que si (19-25,5 N). Estos autores indicaron que el aumento en la dureza de estas muestras se
debid a que la aplicacién de pulsos de vacio permitié un mayor ingreso de solucién, reemplazando el aire
presente en los poros del tejido, y formando una estructura mas compacta y menos deformada que aquellas
manzanas sometidas al mismo tratamiento sin pulsos de vacio. Por otro lado, Sosa y col. (2012), estudiaron
el efecto de procesos de infusidn seca con sacarosa en rodajas de manzanas liofilizadas, obteniendo valores
de Fmsx mucho mayores en muestras con azlcares incorporados (entre 44-54 N) que en aquellas que no
habian recibido ningln tipo de tratamiento (7,1 N). Estos autores atribuyen la fragilidad de las muestras
liofilizadas a la porosidad generada luego del proceso de deshidratacion, y reportan un aumento en la
resistencia del material en muestras con infusién previa.

Si bien los pretratamientos utilizados por los autores citados son diferentes a los del presente trabajo,
dado que utilizaron procesos que corresponden a una deshidratacién osmatica (pérdida de agua + ganancia

de azlcares), es posible concluir que la incorporacion de sélidos a la matriz vegetal, ya sea por mecanismos
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difusivos, por introduccién directa de liquido externo o ambos fendmenos a la vez, en general produce un
aumento de la resistencia de los materiales a la fractura. Sin embargo, en los trabajos mencionados tiene
lugar una incorporacién mucho mds importante de sélidos solubles, que en algunos casos quedan muy
retenidos en la superficie del tejido, generando luego del secado un material mucho mas compacto y de

mayor dureza o firmeza.

Andlisis de la ultraestructura de los snacks mediante MEB

Dentro de los factores que provocan la pérdida de crujencia se encuentran el contenido de agua y la
modificacion del arreglo celular inicial que presenta el tejido vegetal. Por otro lado, se ha observado que los
pretratamientos térmicos aplicados al tejido y el proceso de impregnacidon pueden debilitar o mejorar sus
propiedades mecanicas, ya sea por disrupcién de la estructura celular (encogimiento de células, ruptura y
plegamiento de pared celular, pérdida de turgor, etc.) o por el ingreso de sustancias provenientes del liquido
de impregnacidn que restauran parcialmente la microestructura vegetal. Es decir, que la respuesta mecanica
de los snacks estudiados sera el resultado del comportamiento de la matriz celular y de la fase amorfa
interna del tejido que contiene sélidos solubles, ambas con diferente interaccion con el agua (Contreras y
col., 2005).

Con el objeto de poder explicar con mayor profundidad el comportamiento mecanico de los tejidos de
manzana sometidos a los distintos procesos, se realizd la caracterizacion de la ultraestructura mediante el
anadlisis de imagenes obtenidas por microscopia electrdnica de barrido (MEB). Las Figuras 4.22, 4.23 y 4.24
presentan las fotomicrografias obtenidas de la zona de tejido superficial de los snacks tomadas a distintos
aumentos. En la Figura 4.22, correspondiente a un aumento de 300x, puede observarse que las muestras SC-
E, las cuales habian recibido sélo un escaldado previo a la liofilizacién (Figura 4.22B), exhiben un tejido con
células mas deformadas y de menor tamafio en comparaciéon con las muestras control (Figura 4.22A), asi
como también un mayor contacto célula-célula, lo que denota una leve compactacidn del tejido,
coherentemente con lo observado previamente mediante MO en tejidos escaldados (Figura 4.21). Este
comportamiento frente a tratamientos térmicos es tipico de frutas porosas como la manzana con espacios
intercelulares llenos de aire, los cuales pueden apreciarse en la muestra SC (Figura 4.22A). A mayores
aumentos (Figura 4.24B) se observa en la muestra SC-E, que las células presentan paredes celulares
debilitadas con plegamientos.

En muestras impregnadas (Figuras 4.22Cy E, y 4.23C y E), si bien las micrografias exhiben un tejido con
células levemente deformadas y un mayor contacto célula-célula, no se observan grandes diferencias en el
patrén de deformacién en comparacion con las muestras control. Es posible, ademads, observar un

recubrimiento parcial de la estructura que corresponderia a la formacién de una matriz concentrada
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generada como consecuencia de la acumulacion superficial de extracto de sauco durante el proceso de
impregnacion. Este efecto se observa en mayor grado en muestras SIVA (Figura 4.22E), en las cuales es
posible detectar a mayores aumentos, la formaciéon de estructuras amorfas visiblemente ubicadas en el
volumen intracelular (Figura 4.23E). En estas muestras, que fueron impregnadas a tiempos largos, es
probable que un mayor ingreso de volumen de liquido de impregnacion (extracto de sauco de 11 °Brix) hacia
el interior del tejido haya generado luego de la liofilizacién, la formacidn de estas deposiciones
correspondientes mayoritariamente a azlcares en estado amorfo inicialmente contenidos en el extracto.
Este recubrimiento de la estructura superficial desaparece en parte, al aplicar un escaldado previo en las
muestras SIV-E y SIVA-E (Figura 4.22D-F), probablemente por la incapacidad de la estructura de retener
superficialmente el liquido durante la impregnacion. Ademas, puede apreciarse en estas muestras
impregnadas con escaldado previo que el tejido ha colapsado, mostrando células muy deformadas y de
tamafo mucho mas reducido que la correspondiente muestra impregnada sin escaldado previo, sobre todo
en las muestras sometidas a menores tiempos de impregnacién (Figura 4.22D).

A mayores aumentos (Figuras 4.23 y 4.24) es posible visualizar el efecto de los distintos procesos sobre
las paredes celulares de los tejidos. Se observa que las muestras SIV-E (Figuras 4.23D y 4.24D) y SIVA-E
(Figuras 4.23F y 4.24F) presentan paredes celulares mas delgadas, con mayor plegamiento y disrupcion
respecto a sus analogas sin escaldado (SIV y SIVA, Figuras 4.24C y E). Estos resultados permitirian explicar, al
menos en parte, el comportamiento mecdnico de las muestras con tratamiento térmico previo, el cual, si
bien no tuvo un efecto significativo sobre la fuerza maxima de ruptura de las muestras control e
impregnadas, afecté principalmente el médulo de deformabilidad y en el caso de muestras SIV-E, el grado de
aserramiento de las curvas F vs. d obtenidas a través del ensayo de puncién. El debilitamiento y plegamiento
de las paredes celulares permite a la estructura deformarse facilmente frente a la aplicacion de una fuerzay
de esa manera distribuir la energia hacia el resto de la estructura, manifestdndose a través de un menor
numero de eventos de ruptura o fractura.

Por otro lado, se observa que las muestras SIVA (Figura 4.23E y 4.24E) presentan paredes celulares mas
reforzadas que SIV, con una mayor deposicidn de azucares (ver flechas en las micrografias) en su estructura
superficial, presentando el tejido un arreglo celular mas similar a la muestra SC, lo cual explicaria su mayor
resistencia a la ruptura y mayor rigidez. En este caso, el ingreso de una mayor cantidad de extracto de sauco
al interior del tejido luego del restablecimiento de la presién atmosférica, pareciera proteger a las células de
la deformacidn tipica que tiene lugar en tejidos porosos sometidos a procesos de IV. Esta recuperacion
parcial del volumen celular luego de tiempos largos de impregnacidn es posible debido al comportamiento
viscoelastico de las paredes celulares del tejido, y justificaria que las muestras SIVA muestren un
comportamiento mecanico similar al control SC, aumentando la resistencia a la ruptura (> Fms), a pesar de

los tratamientos aplicados. En muestras SIVA-E (Figura 4.22F), si bien se observan células formando parte de
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Figura 4.22. Caracteres microestructurales de snacks liofilizados de manzana y sauco. Fotomicrografias
obtenidas con MEB (300x). (A) SC; (B) SC-E; (C) SIV; (D) SIV-E; (E) SIVA; (F) SIVA-E. c: célula; ei: espacio

intercelular.
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Figura 4.23. Caracteres microestructurales de snacks liofilizados de manzana y sauco. Fotomicrografias

obtenidas con MEB (600x). (A) SC; (B) SC-E; (C) SIV; (D) SIV-E; (E) SIVA; (F) SIVA-E. az: azucares.
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Figura 4.24. Caracteres microestructurales de snacks liofilizados de manzana y sauco. Fotomicrografias

obtenidas con MEB (1000x). (A) SC; (B) SC-E; (C) SIV; (D) SIV-E; (E) SIVA; (F) SIVA-E. mp: membrana

plasmatica; pc: pared celular; az: azlcares.
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un tejido mas compacto (de menor porosidad) con una estructura que denota la presencia previa de liquido
de impregnacién, se observa una cierta pérdida del arreglo celular por efecto del escaldado en comparacion
con SIVA, presentando un mayor deterioro de paredes y membranas celulares, dando como resultado un
material de menor dureza o firmeza (< Fmax, < W).

La ultraestructura de frutas deshidratadas y en particular de tejidos de manzana ha sido estudiada por
distintos autores (Sham y col., 2001; Deng y Zaho, 2008; Assis y col., 2019; Kahraman y col., 2021). No
obstante, el enfoque de las investigaciones se ha inclinado principalmente hacia la comparacién de muestras
deshidratadas por diferentes métodos, como microondas, secado convectivo, liofilizacion, entre otros.

En los distintos estudios, si bien los procesos utilizados como etapas previas a procesos de liofilizacién
son variados y dificultan la comparacidn con los obtenidos en el presente trabajo, se observa que los tejidos
de manzana sufren cambios a nivel de la microestructura, viéndose intensificados o no de acuerdo a las
condiciones del proceso global elegido, impactando en mayor o menor grado sobre las propiedades fisicas y
composicionales. Esto destaca la importancia del andlisis de la microestructura de alimentos deshidratados y
su correlacion con el comportamiento mecdnico, propiedades intimamente relacionadas con la estabilidad y

aceptabilidad final del producto.

Color superficial

Luego de la impregnacién con extracto de sauco, las manzanas se tifleron notablemente con los
pigmentos antocianicos, adquiriendo tonalidades entre el rojo y purpura, caracteristicas del fruto utilizado.
En la Figura 4.25 se presentan imagenes de los snacks obtenidos junto a los pardmetros cromaticos medidos.

Puede apreciarse que los snacks no impregnados presentaron caracteristicas cromaticas
correspondientes a muestras blanquecinas con ausencia de pardeamiento, aln en muestras no escaldadas,
debido al proceso de deshidratacién utilizado. Es sabido que la liofilizacion reduce las variaciones de color
gue se producen en productos deshidratados debido a reacciones de degradacidn tanto enzimatica como no
enzimatica, las cuales son minimizadas debido al uso de bajas temperaturas y la rdpida transicidn de alto a
bajo contenido de humedad (Ratti, 2001).

Los parametros cromaticos obtenidos son similares a los reportados por Sosa y col. (2012) en rodajas de
manzana liofilizada. Puede notarse que la muestra SC-E presenté una luminosidad levemente mayor
(p<0,05) que su andloga sin escaldado (SC), y una leve disminucidn del parametro b*, probablemente a causa
de la inactivacion de enzimas como la polifenoloxidasa responsable de la generaciéon de compuestos pardos.

En cuanto a las muestras impregnadas, la luminosidad disminuyd notablemente al ingresar los pigmentos
del sauco al tejido de la manzana, a causa de la concentracién y tonalidad que presentaron los mismos. Este

efecto fue observado también por Castagnini y col. (2015) en manzanas liofilizadas luego de ser impregnadas
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mediante IV con jugo de arandano. Si bien fue detectable un leve efecto del pretratamiento de escaldado en
las muestras control, el mismo no afecté al color final que tuvieron los snacks previamente impregnados con

Sauco.

SC SC-E

—— .

L¥=79+2° a*=-29%04% b*=14020,59| L*=82+19 a*=-29+0,2° b*=12,6+04¢
C*p= 143£04°  h,=28212¢ C*,=129£09¢  h,=2829 £0,8°

SIvV SIV-E

L¥=313+0,2° a*=6+1¢ b*=144+032 | L*=320£0,2° a*=9x2¢ b*=22104°
C*,=61° h,,= 13,7 £0,2° C*=9%2° h,,= 13,8 £0,1°

SIVA-E

SIVA

L*¥=30,2£0,22 a*=3,8+0,9° b*=1,0+0,2% |L*=30,7 £0,12 a*=4,7 +0,6 b*=1,3 +0,2°
C*,=38%09°  h,=15+05" C*,,=4,7 £0,6° hy= 15,0 £0,9°

Figura 4.25. Parametros de color del espacio CIELAB correspondientes a los distintos snacks. Diferentes

letras minusculas indican diferencias significativas (p<0,05) entre muestras.

Los valores obtenidos en los parametros a* y b* indican que los cuatro snacks de manzana y sauco se
ubicaron en el primer cuadrante del espacio CIELAB (a y b positivos), siendo tipico de las frutas finas de
tonalidades rojizas. Sin embargo, para definir con mayor precisién el color de una muestra, es recomendable
hablar de angulo de tono (ha) y saturacién o intensidad de color (C*4). En las muestras impregnadas no se
observaron diferencias significativas (p<0,05) por aplicacion de un escaldado previo, pero si se observé una

diferencia de 1° entre los snacks generados mediante IV (hgs= 14°) y aquellos sometidos al tratamiento IVA
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(hap= 15°). Valores proximos a 0° indican una tonalidad rojo-purpura y una diferencia de 1° ya es perceptible
al ojo humano (Wrolstad y col., 2005).

Con respecto a C*,b, las muestras SIV y SIV-E presentaron valores significativamente mayores (6 + 1y 9 +
2, respectivamente) respecto de los demds snacks enriquecidos en sauco. El mayor valor de croma de la
muestra SIV-E estaria asociado al mayor contenido de pigmentos que se logra alcanzar por efecto del
pretratamiento de escaldado en relacién a SIV. A su vez, este valor junto a una mayor luminosidad respecto
a las muestras SIVA y SIVA-E, pareciera conferirle una tonalidad mas rosada (Figura 4.25). Si bien la
intensidad del color se relaciona con la concentracion de pigmentos, un aumento en la concentracion de los
mismos puede conducir a una disminucidon de C*, cuando el color se oscurece (Wrolstad y col., 2005),
fendmeno que parece haber ocurrido en las muestras SIVA y SIVA-E, las cuales presentaron una luminosidad
levemente menor. Estos snacks presentaron valores de C*,, en el rango 4,1-4,8 a pesar de haber

experimentado un incremento del contenido de antocianinas monoméricas.

4.5.2.3. Percepcion del consumidor

Se realizd un estudio sensorial con el fin de explorar la percepcion del consumidor sobre los snacks de
manzana enriquecidos con extracto de sauco. La seleccidon de la foto para poder realizar este estudio, se
basd en las muestras que presentaban mejores propiedades bioactivas y mecanicas, que serian SIVA-E y
SIVA, respectivamente. Debido a que las muestras presentaron una apariencia muy similar, se utilizé una de
ellas para la elaboracion de la encuesta utilizada. Para ello se aplicé el ensayo de asociacién libre de
palabras. Esta técnica permite estudiar las estructuras conceptuales y los cambios de actitud a nivel
psicoldgico y sociolégico, sin la necesidad de estudios cuantitativos mas tediosos, los cuales consumen
mucho mas tiempo y recursos costosos (Vidal y col., 2013; Gambaro, 2018).

El estudio utilizd un grupo variado de 411 potenciales consumidores. Para el analisis se extrajeron de
cada una de las respuestas las palabras relacionadas a la opinion del producto, obteniendo una lista de 940
palabras. Esto permitid generar una nube de palabras mediante el software Word Art, disponible online
(Figura 4.26). En la nube pueden observarse vocablos con distintos tamafos, lo cual se relaciona con la
frecuencia de aparicidn de las distintas palabras (a mayor tamafio, mayor frecuencia de aparicién).

Dentro de la lista de palabras se encontraron los siguientes vocablos mas frecuentes: “saludable (n= 99),
fruta (n= 65), interesante (n= 55), rico (n= 51)". Con el fin de identificar mas facilmente la opinién de los
consumidores sobre el producto, se definieron las siguientes categorias para agrupar vocablos: Aceptacion,
Salud, Aspecto, Productos, Gusto y Varios. La Tabla 4.16 presenta distintos ejemplos de vocablos dentro de

una categoria y como vario el porcentaje de aparicion de palabras en cada categoria.

133



Resultados y discusion

muﬂ“‘ -
3 C\
wu

SGENAID!

uxu\i

Fo;,M
NOy,

r_mﬂ'\ﬂ‘“’

cautio v
Ouro
FRUTA
{uAVE
SEC (o)
AMARG

coNFu&O’N
R
: LOR_NOwy TRIMVe

BUE NCO
, G“’To MAL
x TR“A‘\N R‘ 7
suA‘JE Ei

JI'l
\OPE‘“
M DE! SAG“ADAB
sABOR
gu(LO

NA L\(

“51&0'“z
LBKSAB‘Q,.R

o IENAC cuR\O

S ANTE

Figura 4.26. Nube de palabras obtenida a partir del estudio de percepcidon del consumidor, mediante el

software Word art.

La categoria Aceptacion (31%) presentd el mayor contenido de palabras, seguida de Salud (18,3%),
Aspecto (18,2%), Productos (14,5%), Gusto (14%) y Varios (4%). Estos resultados indican que la aceptacion, el
aspecto y aquellos términos relacionados con la salud, fueron las asociaciones mas importantes entre las
respuestas de los consumidores.

A continuacidn del andlisis de cada palabra/grupo de palabras en las respuestas de los consumidores, se
evalud la predominancia de los términos positivos y negativos presentes en aquellas categorias relacionadas
con la opinidn sobre el snack (Aspecto, Gusto, Salud y Aceptacion). En la Figura 4.27 se observa que en tres
de las cuatro categorias seleccionadas predominaron las evaluaciones positivas mostrando altos porcentajes
de aceptacion: se lo considerd un producto saludable (91% de términos positivos), de sabor rico (67% de
términos positivos), predominando la buena aceptacién (87% de términos positivos). Por otro lado, el

aspecto mostré solamente un 36% de apreciaciones positivas.
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Tabla 4.16. Categorias y frecuencia de aparicién de palabras en las mismas, obtenidas a partir del estudio de

asociacion libre realizado sobre el snack de sauco y manzana.

Total de palabras por

Categoria Ejemplos Frecuencia (%)

categoria
Me gusta, interesante, buena idea, no me gusta,
Aceptacion  aburrido, confuso, no tentador, no lo compraria, 291 31
desagradable, novedoso, sabroso, etc.
Saludable, sin agregado de azucar, artificial,
Salud calorias, aditivos, conservantes, procesado, 172 18,3

harinas, colacién, antioxidantes, nutrientes, etc.

Seco, duro, suave, mal aspecto, buen color,
Aspecto . 171 18,2
sucio, mal forma, etc.

Frutas, manzana, sauco, banana, chips banana,
arandano, berries, snack, snack frutal,
Productos ) ) ] ] 137 14,6
bizcochito, galletita, remolacha, carne, gomita,

chicle, etc.

Fresco, no fresco, dulce, sabor, acido, salado,
Gusto 132 14
amargo, etc.

Mas oferta, caro, industria, marketing,
Varios liofilizadas, Zona, lectura, foto, Patagonia, nifios, 37 4
etc.

A su vez, se evalud la intencién de compra del snack elegido. Los resultados mostraron que el 54% de los
participantes compraria el snack, el 38,9% tal vez lo haria y solo el 7,1% no lo compraria. Estos resultados, en
conjunto con el analisis de palabras y categorias, indicaria que dentro de los encuestados existe cerca del
93% de potenciales consumidores del snack de manzana y sauco, lo cual indicaria que, habiendo evaluado
previamente la aceptacion global mediante técnicas cuantitativas, el producto podria llegar a considerarse

un posible prototipo a lanzar al mercado.
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Figura 4.27. Frecuencia de apariciéon de palabras positivas (verde) y negativas (celeste) dentro de cada

categoria relacionada con la opinién del consumidor por el snack.
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5. CONCLUSIONES

Este trabajo de tesis apunté a realizar un estudio integral para aprovechar el potencial bioactivo de los

frutos de sauco para el desarrollo de ingredientes y alimentos con funcionalidad enriquecida.

Materia prima

La caracterizacion de frutos de sauco mediante el uso de distintas técnicas analiticas permitié comprobar
que se trata de una materia prima con una elevada concentracién de compuestos fendlicos,
fundamentalmente antocidnicos, destacdndose frente a otras berries que crecen en la Patagonia
Argentina. Esto lo convierte en un fruto con gran potencial para el desarrollo de ingredientes funcionales
o colorantes naturales. Se destaca que actualmente este fruto estd subexplotado industrialmente a nivel

nacional.

Obtencidn de extractos mediante tecnologias verdes

Se obtuvieron extractos liquidos de sauco mediante el uso de distintas tecnologias de extraccion
amigables con el medio ambiente, evitando el uso de solventes organicos tdxicos y disminuyendo la
problematica asociada a la disposicidn de los mismos.

El método de extraccidn asistida por enzimas (EAE) permitido obtener extractos mucho mads ricos en
compuestos bioactivos (concentraciones entre 4 y 5 veces mayores), en comparacién con los extractos
generados por extraccion asistida por ultrasonidos (EAU). Sin embargo, ambos extractos optimizados
presentaron buenas caracteristicas para su aplicacién directa en el desarrollo de ingredientes o alimentos
potencialmente funcionales.

El proceso optimizado de EAE resulté altamente satisfactorio con respecto a la extracciéon de compuestos
bioactivos, alcanzando porcentajes superiores al 40% en comparacién con un jugo obtenido por prensado
directo de la fruta.

Fue posible identificar mediante distintas técnicas analiticas los principales compuestos fendlicos
individuales presentes en el extracto éptimo EO seleccionado, pudiendo establecer los distintos grupos
de polifenoles (antocianinas, flavan-3-oles, flavonoles y acidos fendlicos) que estarian contribuyendo a la
capacidad antioxidante del extracto y cuya proporcion se mantuvo sin muchas diferencias respecto de la

fruta, a pesar del tratamiento enzimatico aplicado.
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Ingredientes en polvo de sauco

La estabilizacidn de extractos obtenidos por EAU mediante liofilizacién y secado por atomizacion permitié
obtener polvos de buenas propiedades fisicas. A pesar de que estos polvos podrian ser mejorados en
cuanto a su potencial bioactivo, podrian ser igualmente incorporados en distintos alimentos para
enriquecer el perfil fendlico o aportar colores atractivos.

Se optimizé la formulacién del extracto éptimo obtenido por EAE, de manera de obtener un polvo
liofilizado de mdaxima concentracidn de compuestos bioactivos y buenas propiedades fisicas, mediante el
analisis de la temperatura de transicidon vitrea. Este polvo presentd una elevada concentracion de
polifenoles y pigmentos (CPT =~ 2637 mg ac. gélico/100g, ACY ~ 1400 mg cyn-3-glu/100g), elevada
capacidad antioxidante (AA ~ 1385 mg 4ac. galico/100g de polvo) y muy buena solubilidad (~ 90 %),
preservando el color rojo purpura caracteristico de frutos de sauco.

El estudio de almacenamiento realizado, conjuntamente con el comportamiento de sorcién y la
temperatura de transicién vitrea del polvo de sauco, permitié obtener informacién valiosa respecto a la
estabilidad del ingrediente en polvo desarrollado, definiendo asi la posibilidad de su conservacion a
temperatura ambiente en un envase adecuado para un producto liofilizado.

El estudio de digestién in vitro mostré una elevada bioaccesibilidad (> 50%) de los compuestos
antioxidantes contenidos en un jugo preparado con el polvo de sauco desarrollado. Ademas, el 50% de
los compuestos bioaccesibles seria capaz de atravesar la barrera intestinal, pudiendo llegar al torrente

sanguineo y ejercer su actividad bioldgica.

Desarrollo de un snack potencialmente funcional

Pretratamientos
Se aplicaron pretratamientos de escaldado y de impregnacion a vacio, tanto IV (tiempos cortos a presion
atmosférica) como IVA (tiempos largos a presién atmosférica), para promover la incorporacion de
compuestos bioactivos del extracto de sauco en rodajas de manzana. Se realizé una interpretacién del
comportamiento del tejido frente a los distintos pretratamientos, lo cual permitid identificar las
condiciones a seleccionar para alcanzar productos de caracteristicas definidas de enriquecimiento en

compuestos fendlicos.

Compuestos bioactivos
Los snacks liofilizados obtenidos luego de la aplicacion de los distintos pretratamientos alcanzaron altos

niveles de compuestos bioactivos y una elevada capacidad antioxidante. Con respecto a los compuestos

139



Conclusiones

fendlicos, se obtuvo un rango entre ~ 460 y 920 mg por porcidon de snack (30g) dependiendo de los
procesamientos aplicados. Los snacks de mayor nivel de polifenoles requirieron la aplicacion de
escaldado y tiempos largos de impregnacion (tiempo total de proceso IVA: 6 h y 10 min), mientras que los
valores mas bajos correspondieron a las muestras con el pretratamiento IV de tan sélo 20 min. Por lo
tanto, es posible desarrollar distintos productos de acuerdo a las posibilidades tecnolégicas y econdmicas
disponibles para alcanzar en todos los casos snacks que aportan una proporcidn importante de
compuestos fendlicos a la dieta, teniendo en cuenta que una dieta mediterranea contempla el consumo
de = 800 mg de polifenoles por dia.

Adicionalmente, los estudios espectrofotométricos y por HPLC permitieron caracterizar los principales
compuestos fendlicos presentes tanto en la manzana como en los distintos snacks desarrollados,

brindando un aporte mds concreto sobre la calidad de los bioactivos presentes en estos productos.

Estabilidad
La principal causa de pérdida de estabilidad de los snacks liofilizados frente al incremento en la actividad
de agua fueron los cambios en la textura, presentando ablandamiento y pérdida de crujencia. La
temperatura de transicidn vitrea no resulté un parametro Util para establecer la estabilidad de las
muestras debido a que no representé adecuadamente las propiedades mecdnicas observadas en los
snacks liofilizados. Sin embargo, la informacidn provista por las isotermas de sorcién de agua permitié
identificar el rango de % de agua adsorbida que conduce a cambios de textura indeseable en los
productos liofilizados. En este sentido, se destaca la higroscopicidad relativamente baja de los snacks (en
un rango de bajas HR), lo cual representaria una ventaja para conservar las propiedades texturales

durante el almacenamiento, empleando envases adecuados.

Propiedades mecdnicas
Dada la complejidad de las propiedades mecanicas en los alimentos deshidratados, por un lado, se realizé
una evaluacidn instrumental, de manera de poder describir las caracteristicas tipicas de los snacks y
poder realizar comparaciones con productos similares informados en la bibliografia. Los snacks se
presentan como un alimento crujiente, y dependiendo de los pretratamientos aplicados, sus propiedades
texturales son variables. Estas diferencias fueron analizadas y descriptas en profundidad mediante la
realizacion de estudios de la micro y ultraestructura. Estos estudios contribuyeron a comprender no
solamente las diferencias en las propiedades mecanicas sino también en la retencién de compuestos

bioactivos del extracto de sauco.
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Propiedades sensoriales
e En este trabajo se realizé una evaluacidén sensorial cualitativa, la técnica proyectiva de asociacién de
palabras, con el objeto de recabar la opinidon de potenciales consumidores sobre un snack seleccionado.
Este estudio permitié identificar el vocabulario con el cual los consumidores asocian al producto. Ademas,
los resultados mostraron un elevado nivel de aceptacidén general e intencién de compra del producto, lo
gue sugiere que seria interesante continuar realizando estudios sensoriales cuantitativos con
consumidores para verificar el potencial para considerar a los snacks como prototipos para su

lanzamiento al mercado.

Conclusion final

Teniendo en cuenta el objetivo general de la presente Tesis, esto es, agregar valor a una berry silvestre
(sauco) de la Patagonia Argentina, de alta disponibilidad y elevadas propiedades antioxidantes para la
elaboracidon de nuevos productos y alimentos funcionales, se puede concluir que dicho objetivo fue
alcanzado. En efecto, partiendo de la forma de comercializaciéon mas comun del sauco (fruto congelado) se
pudo elaborar productos intermedios (extractos optimizados) mediante la aplicacidon de distintos procesos
tecnoldgicos amigables con el medio ambiente. A partir del extracto de mejor performance se obtuvo por un
lado un ingrediente en polvo liofilizado de sauco con gran potencial para ser utilizado como ingrediente
funcional, colorante natural o nutracéutico. Por otro lado, se estudid la incorporacion del extracto
optimizado como ingrediente en el desarrollo de un alimento enriquecido en compuestos bioactivos; se
obtuvo asi un snack frutal de bajas calorias y de buenas propiedades fisicas, cuyo consumo (porcion de 30 g)
implicaria un aporte de polifenoles a la dieta equivalente a la ingesta diaria en paises de mayor consumo. En
todos estos desarrollos se hizo especial hincapié en la evolucién de los compuestos fendlicos antocianicos y
no antocianicos a lo largo de las distintas etapas de procesamiento (materia prima, extracto, polvo, snack).

Teniendo en cuenta la escasa oferta de alimentos/ingredientes a base de frutos de sauco, en particular
productos deshidratados con aporte funcional, los distintos productos generados en este trabajo mostraron
ser una alternativa para una alimentacidn mas saludable.

Cabe aclarar que, durante el desarrollo de esta tesis, el proceso de extraccién optimizado mediante EAE
fue transferido a una empresa lider en el desarrollo de ingredientes para la industria alimenticia y
farmacéutica, interesada en el desarrollo de ingredientes en polvo a partir de frutos de sauco. Actualmente
el grupo de investigacion se encuentra realizando el escalado del proceso de extraccidn en conjunto con

dicha empresa con miras a la obtencidn de polvos de sauco para ser comercializados como nutracéuticos.
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