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PROLOGO

Es bien conocido que la produccion de alimentos para el 2050 tendrd que incrementarse en un 70% (FAQO) como
consecuencia del aumento poblacional a nivel mundial, que, acorde a predicciones de la ONU, superara los 9.000 millones
para ese periodo.

En los altimos afios numerosos factores han influido en los habitos alimenticios cotidianos -las exigencias laborales actuales,
el stress, la crisis global, la limitacion del tiempo disponible, la preocupacién por el mantenimiento de la salud, entre otros-
provocando una tendencia en los hdbitos de consumo y compra de alimentos por parte del consumidor.

El desarrollo de agroindustrias competitivas ha sido crucial mejorar la calidad de los productos agricolas y la calidad de lo
que se demanda. Estas han también contribuido en la generacion de empleo para la poblacion rural, no sélo a nivel agricola,
sino también en actividades fuera de la explotacion como manipulacion, envasado, procesamiento, transporte y
comercializacion de productos alimentarios y agricolas. Existen sefiales claras de que las agroindustrias estan teniendo un
impacto global significativo en el desarrollo econdmico y la reduccion de la pobreza, tanto en las comunidades urbanas
como rurales. Sin embargo, muchos paises en desarrollo ain no han aprovechado todas las posibilidades que ofrecen las
agroindustrias como motor de desarrollo econémico.

La demanda de alimentos y productos agricolas esta sufriendo cambios sin precedentes. EI aumento tanto del ingreso per
capita, como de la urbanizacion, el de hogares uniparenterales, y del nimero de mujeres trabajadoras ha incrementado la
demanda de materias primas de alto valor, de productos procesados y de alimentos preparados. Existe una clara tendencia
hacia dietas que incluyen una mayor cantidad de alimentos de origen animal, que aumenta a su vez la demanda de cereales
para pienso. También se est4 dando un uso creciente de productos agricolas, especialmente granos y cultivos oleaginosos,
como materia prima para la produccion de bioenergia. EI comercio internacional y las comunicaciones estan acelerando los
cambios en la demanda, lo que conlleva la convergencia de patrones dietéticos y un creciente interés en comidas étnicas de
lugares geograficos especificos. La naturaleza y alcance de la estructura cambiante de la demanda agroalimentaria ofrecen
oportunidades sin precedentes para la diversificacién y agregado de valor en el sector agricola.

En este contexto, una de las nuevas exigencias de los consumidores es la sensibilizacion respecto del ambiente y la reticencia
a la utilizacion de productos quimicos, lo que demuestra el interés creciente por productos provenientes de la produccion
organica, los cuales generan menos insumos y residuos.

Consecuentemente con lo expuesto, el objetivo es satisfacer la demanda creciente de alimentos de manera ambiental, social
y econdémicamente sostenible. De este modo, la investigacién y el desarrollo tecnolégico toman un papel importante para
Ilevar a cabo este desafio.

El presente libro muestra avances en la generacion de conocimientos y la bisqueda de tecnologias orientadas al desarrollo,
diferenciacion y valorizacion de alimentos llevados adelante dentro del proyecto de “Estrategias para la Diferenciacion de
Alimentos y el Desarrollo de Nuevos Productos Alimentarios” en el marco del Programa Nacional de Agroindustria y
Agregado de Valor.

Dra. Claudia Gonzalez
Programa PNAyAV
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Presentacion

Dra. Andrea Biolatto
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En una economia globalizada, que articula espacios regionales y locales conlos mercados mundiales, la
innovacion tecnoldgica necesita del aporte de la investigacion y desarrollo tecnoldgico. A partir de la generaciéon de
conocimientos en los principales ejes del Sistema Agroalimentario Argentino, se puede dar respuesta, de manera estratégica,
a las demandas de los niveles nacional, regional y local.

En este sentido, y enmarcado en el Plan Estratégico Institucional (PEI), se da origen a la cartera de Programas Nacionales
a nivel institucional y en él, al Programa Nacional de Agroindustria y Agregado de Valor. Aqui, motorizados por
los problemas y las oportunidades emergentes, junto a la prospeccion, la disminucion de las brechas tecnolégicas, o a partir
de tematicas donde el desarrollo tecnolégico es insuficiente, se identificd como eje estratégico el desarrollo de herramientas
de diferenciacién y nuevos productos alimentarios, dando origen al Proyecto especifico-PNAIYAV113043.

La gestion estratégica del PNAIyAV1130043, promovio las agendas de investigacion y produccion de conocimiento a partir
de procesos participativos que permitieron identificar, priorizar y articular esfuerzos nacionales y regionales, y de este modo,
sumar capacidades (recursos humanos e inversiones) intra y extra-institucionales, capitalizando fortalezas y ventajas
competitivas.

Es aqui, en este libro, donde se muestran 31 trabajos completos con aporte a la innovacién en diferentes cadenas
agroalimentarias, que han podido lograrse durante el periodo 2013-2019 en el marco del Proyecto Especifico
PNAIyAV1130043 “Estrategias de Diferenciacion de Alimentos y el Desarrollo de Nuevos Productos Alimentarios”, con
la participacion, articulacion y el compromiso de agentes de numerosas unidades de INTA, que fomentan y proponen la
generacién de conocimiento como insumo para la sustentabilidad social, econdmica y ambiental de nuestro pais.
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RESUMEN

En la Argentina la produccion de frutas finas (berries y cherries) se ha convertido en una actividad agroindustrial de suma importancia,
debido a los variados productos de alta demanda que ofrece, a la generacion de empleos y, asimismo, al fuerte impacto econémico que
esta clase de cultivos produce en las economias regionales donde tienen lugar.

Existe una creciente tendencia de asociacién de la alimentacion con el estado de salud de la persona; si bien la funcién principal de la
dieta es aportar nutrientes para satisfacer las necesidades nutricionales del organismo, cada vez hay mas pruebas cientificas que apoyan
la hipétesis de que algunos alimentos tienen el efecto de mejorar las condiciones fisicas y mentales, asi como de reducir el riesgo de
contraer ciertas enfermedades. Las frutas finas de cultivo y las silvestres de la Patagonia argentina forman parte de este selecto grupo,
cuya ingesta permite hacer frente a los cambios producidos por la presencia, en exceso, de radicales libres y especies reactivas de
oxigeno que desencadenan un cuadro conocido como estrés oxidativo.

El objetivo de este trabajo fue disefiar alimentos de base frutihorticola regional con alto contenido de compuestos bioactivos, poder
antirradicalario y &cido ascorbico. Para ello se trabajé con frutas de cultivo y silvestres de la comarca andina del paralelo 42: frambuesa,
zarzamora, ardndano y guinda, las cuales fueron procesadas y transformadas en pulpas o mermeladas y adicionadas con polvo de cassis
y polvo de rosa mosqueta. Se analizaron Fenoles totales, flavonoides, poder antirradicalario, antocianinas totales, color polimérico y
cido ascdrbico tanto en las pulpas puras como en sus mezclas, en las diferentes mermeladas adicionadas y en los polvos utilizados.

El agregado de rosa mosqueta o Cassis para mejorar el contenido de compuestos bioactivos en los productos (pulpas mezcla y
mermeladas) fue satisfactorio ya que, si bien los procesos aplicados disminuyeron su concentracion debido a las condiciones propias
del tratamiento, la adicidn realizada permitié mantener los compuestos bioactivos y el PA en valores altos.

En conjunto, nuestros resultados indican que el empleo de las pulpas mezcla o las mermeladas fortificadas constituyen una estrategia
adecuada para el desarrollo de alimentos ricos en antioxidantes. Ademas, los productos obtenidos podrian considerase como una fuente
no tradicional de &cido ascorbico.

Palabras clave: frutas finas, Patagonia, alimentos funcionales

ABSTRACT

In Argentina, the production of small fruits (berries and cherries) has become an agro-industrial activity of great importance, because of
the varied products of high demand offering, to the creation of employments, and also to the strong economic impact that this kind of
crops produced in regional economies where take place.

There is a growing trend of association of food with the state of health of people, although the main function of the diet is to provide
nutrients to meet the nutritional needs of the organism, there is growing scientific evidence supporting the hypothesis that some foods
have the effect of improving the physical conditions and mental, as well as reduce the risk of certain diseases. The small fruits, cultivated
and wild, in Patagonia are part of this select group, whose intake allows you to cope with the changes brought about by the presence in
excess of free radicals and reactive species of oxygen that trigger a chart known as oxidative stress.

The aim of this project was to develop products with regional raw material that content high bioactive compounds, antiradical activity
and ascorbic acid. We used small fruits cultivated in the region of parallel 42: raspberry, blackBerry, blueberry, sourcherry, which were
processed and transformed into pulp or jams and added with powder of cassis and rosehip.

In the present study, total phenols, flavonoids, antiradical activity, total anthocyanins, polymeric color and ascorbic acid of all products
(pulps, jams and powders) were investigated.

The addition of rosehip or cassis powders to improve the content of bioactive compounds in the products (mixture pulps and jams) was
satisfactory because, although the applied processes decreased their concentration due to the conditions of the treatment, made adding
allowed maintaining bioactive compounds and the antiradical activity in high values.

Overall, our results indicate that employment of the pulps mixed or fortified jams constitute a suitable strategy for the development of
foods rich in antioxidants, whose bioactive properties remain stable during storage. In addition, the products obtained could be

considered as a non-traditional source of ascorbic acid.

Keywords: Patagonia fruits, functional foods
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INTRODUCCION

Existe una creciente tendencia de asociacion de la alimentacion con el estado de salud de la persona (1); si bien la funcion principal de
la dieta es aportar los nutrientes para satisfacer las necesidades nutricionales del organismo, cada vez hay mas pruebas cientificas que
apoyan la hipotesis de que algunos alimentos tienen el efecto de mejorar las condiciones fisicas y mentales, asi como de reducir el
riesgo de contraer ciertas enfermedades (2). Las frutas finas de cultivo y las silvestres de la Patagonia argentina forman parte de este
selecto grupo, cuya ingesta permite hacer frente a los cambios producidos por la presencia, en exceso, de radicales libres y especies
reactivas de oxigeno que desencadenan un cuadro conocido como estrés oxidativo.

En la Argentina la produccion de frutas finas (berries y cherries) se ha convertido en una actividad agroindustrial de suma importancia,
debido a los variados productos de alta demanda que ofrece, a la generacion de empleos y, asimismo, al fuerte impacto econémico que
esta clase de cultivos produce en las economias regionales donde tienen lugar. Tanto los productores de frutas finas como la mayor
parte de los especialistas de la industria agroalimentaria, suelen brindar una opinién concordante en el sentido de que se trata de una
actividad todavia en moderada expansion (3).

El sector de las frutas finas posee la particularidad de englobar dos grupos de cultivos diferentes: berries (frambuesas, moras, grosellas
y ardndanos) y cherries (guinda y cereza), y ademds actividades de recoleccion de frutos silvestres como la rosa mosqueta. Si bien
constituyen producciones intensivas en mano de obra y capital, que generan alta rentabilidad en pequefias superficies, las caracteristicas
de perecibilidad de estas frutas imponen cuidados y requerimientos especificos, tanto en la post-cosecha como en el transporte de las
mismas. (4)

La Comarca Andina del paralelo 42° es la region que posee la mayor superficie cultivada (excepto en arandano), dado que son
producciones que se adaptan bien en areas climaticas con veranos frescos como los valles cordilleranos. (5).

Aunque la definicion de los alimentos funcionales y su marco normativo vigente admite variantes, segun los criterios y los paises, estos
productos son una realidad comercial creciente. Se sabe que el tamafio del mercado global de este tipo de alimentos ha venido creciendo
en forma sostenida, superando actualmente los 862 billones de dolares. Segun cifras entregadas por FAO y la ONU, para el 2050, la
poblacién mundial alcanzara los 9,1 mil millones de personas, de los cuales el 22% seran mayores de 60 afios (1,9 mil millones). En
este segmento etario, aumentard la demanda por alimentos que contribuyan a la prevencion de enfermedades, es decir, los llamados
alimentos funcionales; aquéllos que contienen ingredientes activos, que tienen un efecto fisiolégico més alla del tradicional (6)
Diversos estudios han demostrado que las frutas finas son fuente de compuestos bioactivos, como flavonoides, &cidos fendlicos y
vitamina C (7, 8, 9). Debido a su caracter estacional es interesante determinar si los productos derivados como pulpas, concentrados,
pasteurizados, etc. pueden representar una fuente importante de compuestos bioactivos.

El objetivo de este trabajo fue disefiar alimentos de base frutihorticola regional con alto contenido de compuestos bioactivos, poder
antirradicalario y acido ascorbico.

MATERIALES Y METODOS
Las frutas fueron cosechadas por productores de la zona de la Comarca Andina del Paralelo 42, en su punto de madurez 6ptimo,

y enviadas inmediatamente a Villa Regina, donde se conservaron en heladera a 5 °C hasta su utilizacion. Las variedades utilizadas
fueron: frambuesa var. Tulameen, zarzamora var. Thornfree, guindas var. Montmorency, arandanos var. Elliot, rosa mosqueta silvestre
var. Rosa eglanteria y cassis var. Silvergrietten. Los frutos frescos fueron sometidos a las siguientes operaciones y procesos:

Procesos
Las frutas fueron sometidas a diferentes procesos antes de preparar los 12 productos definitivos:

dos pulpas mezcla fortificadas con polvo de rosa mosqueta deshidratada (RMD) y ocho mermeladas: cuatro con agregado de polvo de
MD y cuatro con agregado de polvo de cassis.

El agregado del polvo de RMD se realiz6 con la finalidad de aumentar la funcionalidad del producto resultante por incorporacién
significativa de &cido ascoérbico, lo cual convertiria a estos nuevos alimentos en fuentes no tradicionales de este compuesto bioactivo.
Ademas se potenciaria la concentracion de Fenoles totales (FT), Flavonoides (Fv) y Poder antirradicalario (PA).

En el caso de polvo de cassis, si bien este aditivo también presenta una concentracidn de ascorbico importante y superior a las matrices
utilizadas como base para la elaboracion de los productos, la incorporacion en la formulacién persigue un aumento en la concentracién
y estabilidad de los pigmentos antocianicos, considerando que el color es uno de los atributos mas relevantes en estos productos
alimenticios, ya que el consumidor juzga los alimentos principalmente por su apariencia y los relaciona directamente con su calidad.

Pulpado
Aplicado a frambuesa y zarzamora. Las frutas se pulparon mediante batidora de inmersién en condiciones de presion y temperatura
atmosféricas (en presencia de luz y oxigeno) conservandose a -18° C hasta su utilizacion.

Escaldado-pulpado

Se aplic6 a guinda y arandano y se siguio la metodologia reportada por Ochoa (10). Antes de realizar la operacion de pulpado, se tomaron
200 gramos de fruta fresca entera y se sumergieron en 600 ml de agua hirviendo (98 °C) por 2 minutos, cumplido el tiempo se enfriaron
sumergiéndolas en agua helada y se secaron con papel absorbente. El escaldado no se aplico en todas las matrices disponibles ya que
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las pertenecientes al género Rubus (frambuesa y zarzamora) presentan alta sensibilidad en el manejo en fresco, por lo que la aplicacion
de un proceso de estas caracteristicas produciria un gran deterioro.

Pasteurizado

Las pulpas resultantes se envasaron en viales de vidrio, sellados con precintos metalicos y se pasteurizaron en bafio termostatizado
marca Thermo Scientific a 98 °C durante 10 minutos. Se escogid este par temperatura-tiempo ya que, la enzima peroxidasa (la cual
puede estar presente en las matrices analizadas) es termorresistente y se la involucra en la degradacién de flavonoides (11). Luego del
tratamiento térmico, se dejaron enfriar los viales con una suave lluvia de agua fria hasta temperatura ambiente

Deshidratado

Aplicado a frutos frescos de rosa mosqueta y cassis. En el caso de la rosa mosqueta, se realizaron tres punciones ecuatoriales en la
superficie de los frutos (12) antes de someterlos al secado. Los frutos de rosa mosqueta y casis se colocaron en un secadero piloto con
circulacion de aire caliente a temperatura constante de 70 °C y velocidad de aire de 3 m/s, hasta una humedad final de 9% para rosa
mosqueta y 12% para cassis. Una vez deshidratados, los frutos fueron pulverizados mediante un molinillo marca CoolBrand, y se
homogeneiz6 el tamafio del polvo obtenido con un tamiz de 18 mesh.

Preparacion de Pulpa mezcla fortificada

Se prepararon mezclas al 50% de pulpa de arandano/frambuesa y guinda/zarzamora Y se les agregé un 8 % de polvo de RMD. Las
combinaciones se seleccionaron en funcion de los resultados obtenidos previamente por el grupo de trabajo y la opinion de un panel
sensorial interno realizado sobre las pulpas y a los fines de cumplir con el articulo 1363 del CAA para fortificados.

Luego de homogeneizar manualmente la mezcla y de unos minutos de reposo, se procedi6 al envasado en viales de vidrio sellados con
precintos metalicos. Luego se pasteuriz6 el producto.

Preparacién de mermeladas

Las pulpas puras de frambuesa, arandano, guinda y zarzamora se pesaron y se mezclaron con azlcar, en proporciéon uno a uno. Se
calentd hasta ebullicion, con fuego directo, en recipientes de acero inoxidable expuestos al ambiente. Se adiciond a la mezcla, antes de
la ebullicién, 8 % de RMD o 5 % de polvo de cassis segun correspondiese. Durante la coccion se agité la mezcla constantemente y se
monitorearon los so6lidos solubles. Los productos finales alcanzaron los 66 °Brix. Se envasaron en frascos de vidrio de 50 gramos
esterilizados.

La determinacion de los porcentajes de polvo se realizé en funcién de un panel sensorial interno. Un mayor porcentaje de polvo de
cassis le conferia alta acidez a las pulpas.

Determinaciones

Extraccion de compuestos bioactivos: Las pulpas y mermeladas se pesaron entre 2 y 5 g, se afiadieron 20 mL de solvente de extraccion,
solucidn al 1 % de HCI en etanol, y se coloco en un bafio termostatizado con agitacién (modelo Dubnoff) a 37 °C durante 30 minutos.
Luego se filtré mediante vacio y el residuo se extrajo nuevamente con otros 20 ml de solvente. Esta operacion se repitié dos veces mas.
Finalmente los extractos reunidos se llevaron a 100 mL con agua destilada. Los extractos y todas las determinaciones se realizaron por
triplicado.

Fenoles totales: Se utiliz6 el método descripto por Medina (13) con algunas modificaciones. Se transfirieron 2 ml de extracto a un tubo
de ensayo, y en €l se adicionaron: una alicuota de 200 pul de solucion al 1% de reactivo de Fast Blue BB en metanol, y 200 ul de NaOH
al 5%. Luego de 60 minutos de incubacion en oscuridad a temperatura ambiente, se procedié a realizar la lectura de absorbancia a 420
nm con un espectrofotometro Shimadzu UV-1800. Para la curva de calibrado se utiliz6 el mismo estdndar externo que en la
determinacion de fenoles por Folin Ciocalteu (4cido galico p.a. Biopack). Los resultados finales se expresaron como mg Acido Galico
equivalente/100g producto.

Flavonoides. Se determinaron los flavonoides totales (Fv) por el método de formacién de complejo con AICIs, contra un estandar
externo de catequina (mg/L). Una alicuota del extracto se mezcld con 300 pL NaNO; 5%. Luego de 5 min se afiaden 300 uL AlClz 10%
y finalmente, luego de 6 min, 2 mL NaOH 1 N. Se lleva a 10 mL con agua destilada. Las lecturas de absorbancia fueron realizadas con
un espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800 a 510 nm. Los resultados finales se expresaron como mg catequina equivalente/100g producto
(14).

Poder antirradical._El poder antirradical (PA) fue analizado empleando el radical estable 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH) en
metanol (15). El grado de decoloracién de la solucién indic6 la eficiencia antioxidante de la sustancia agregada. Se mezclé 3 mL de
solucién de DPPH en metanol (40 ppm) con diferentes alicuotas de muestra, ajustadas de modo de consumir entre 30 a 70 % del radical,
completando el volumen final de 100 pL. con agua destilada. Luego de 90 min se midi6 el cambio de absorbancia a 515 nm en un
espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800. La cantidad de antioxidante (mg de producto) necesario para disminuir la concentracion inicial
de DPPH al 50% se denomin6 EC50 y para mayor simplicidad se definio el poder antirradical como 1/EC50 (1/mg de producto): esto
significa que a mayor capacidad antioxidante, mas efectivo es el producto como antioxidante.

Antocianinas Monoméricas. Se determinaron las antocianinas monoméricas (ACY) mediante el método de pH diferencial reportado
por Wrolstad (16). La antocianina experimenta una transformacién reversible en funcién del pH manifestado por cambio en la
absorbancia. La forma oxonium predomina a pH 1 y el hemiacetal a pH 4.5. Una alicuota de 1 ml del extracto se llevo a pH 1,0 con el
agregado de 4 ml de una solucion buffer cloruro de potasio 0,025 M. Se procedi6 de la misma forma con otra alicuota del extracto que
se llevo a pH 4,5 utilizando un buffer acetato de sodio 0,4 M. Se dejaron en reposo a temperatura ambiente al resguardo de la luz durante
15 minutos y se procedi6 a medir la absorbancia a 510 nm (maxima longitud de onda donde absorben los pigmentos antocianicos) y 700
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nm (para eliminar absorbancia dada por turbidez). Se utilizé un espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800. Los resultados finales se
expresaron como miligramos de cianidina-3-glucésido por cada 100 gramos de producto (mg cianidina-3-glu/100 g FF).

Porcentaje de Color Polimérico (% CP)._Se determind utilizando el método del bisulfito (17). Las muestras blanqueadas con bisulfito
se obtuvieron mediante la adicion de 0,2 ml de una solucion al 20% de metabisulfito de potasio a 2,8 ml de cada extracto. Las muestras
control se obtuvieron mediante la adicién de agua en lugar de la solucién de metabisulfito de potasio. Las lecturas de absorbancia de
ambas muestras (control y blanqueadas) se realizaron a 420 nm (A de deteccion de compuestos pardos) y a 510 nm (A maxima de la
antocianina). También se realizaron lecturas de absorbancia a 700 nm para corregir la turbidez por lo que dichos valores fueron
sustraidos. Se utilizé un espectrofotometro espectrofotémetro Shimadzu UV-1800.El porcentaje de color polimérico (% CP) es un
indicador de la presencia de pigmentos polimerizados; incluye a los complejos taninos-antocianinas y los compuestos pardos.

Acido Ascorbico Total. Esta determinacion fue realizada por HPLC, segin el método AOAC Collaborative Protocol, Brause, IFU
Analytical Commision (18). Se utiliz6 una columna tipo C18 en fase reversa. La fase movil fue KH2PO4 (0.5%, m/v), pH 2.5, con
ditiotreitol (DTT) (0.1%, m/v). Se utilizaron 5 estandares de calibracion de acido ascdrbico y se aseguraron tiempos de retencion estables.
Se midi6 la respuesta maxima a 254 nm utilizando un detector de arreglo de diodos. Los resultados se informaron como miligramos de
acido ascdrbico total por cada kilogramo de producto (mg Ascorbico Total/ Kg producto).

ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar el efecto del proceso sobre los fenoles totales, flavonoides, acido ascérbico, poder antirradicalario, antocianinas y
porcentaje de color polimérico, se aplicé un disefio completamente aleatorizado.

Los resultados se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) para un nivel de significancia o = 0,05 y se emple6 la prueba de
DGC (Di Rienzo, Guzman, Casanoves) para la comparacion de medias.

Se utilizé el programa estadistico Infostat v. 2012 (19).

RESULTADOS Y DISCUSION

Pulpas mezclas fortificadas

En la tabla 1 se presentan los valores de compuestos bioactivos, poder antirradicalario, cido ascérbico, antocianinas y Color polimérico
en las materias primas y en la pulpa mezcla arandano/frambuesa (AF) fortificada con RMD

Tabla 1. FT, Fv, PA, AA, ACY y %CP en rosa mosqueta deshidratada, pulpas de arandano y frambuesa y su mezcla fortificada.
FT Fv PA AA ACY % CP
Polvo RMD 8063 +412A 1227+27% 14,38+0,39~" 7000+125% 3+1¢ 6+1%
P. Arandano 1778 +84C  134+9°¢ 0,81 £0,06¢ 260+10% 147+4A 11+1Y
P. Frambuesa 317+3P 38+39  0,48+0,03% 467 3% 40+1PF 22+37
P.mezcla A/F | 3253+988 366+9° 0,96 +0,04°" 3160 4018  44+3%
FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical (mg-1), AA:
acido ascoérbico (mg/kg), ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100 g), %CP: porcentaje
de color polimérico. RMD: rosa mosqueta deshidratada. A/F: arandano/frambuesa. Los valores
representan la media (n = 3) = SD. Medias con una letra comdn por columna no son significativamente
diferentes (p< 0,05)

El contenido de FT cuantificados en la pulpa mezcla fue el doble del obtenido por c&lculo matematico en funcion de las materias primas.
Los Fv cuadriplican el valor teérico, mientras que el PA 'y el contenido de acido ascdrbico alcanzaron sélo el 50y 35 % respectivamente
de la concentracion calculada.

Los comportamientos de FT y Fv respondieron a un aumento en la extractabilidad debido al factor temperatura (en la pasteurizacion) y
a la inhibicion de las enzimas oxidativas nativas de las matrices (20, 21, 22 y 23).

Como se sabe, el &cido ascorbico es un nutriente muy sensible a la temperatura, oxigeno, pH y luz (24), factores que tienden a disminuir
su concentracion y cuyo impacto se observa en el valor final cuantificado. Ademas se registra un efecto negativo resultante de la
interaccion entre las antocianinas y el &cido ascorbico que produciria la disminucién de ambos compuestos, probablemente por la
formacion de peréxido de hidrégeno durante la oxidacion del acido ascorbico (25, 26, 27, 28 y 29). Las dos variables tienen repercusién
directa sobre el poder antirradicalario que si bien no alcanzd el nivel esperado, alcanzé un valor significativamente mas alto que las
pulpas puras, quizés por la contribucion de los otros compuestos bioactivos.

La concentracion de ACY obtenida en la pulpa mezcla representé un 46 % del valor esperado, probablemente debido al efecto de la
temperatura de pasteurizacién y a la interaccion con el &cido ascorbico presente. Esta interaccidon también conduciria a un aumento en
la formacion de polimeros y decoloracion de las tonalidades rojizas (25), lo cual se traduce en el valor elevado obtenido en el % CP.
Se puede destacar el alto contenido de fenoles totales, flavonoides, &cido ascérbico y poder antirradicalario que presenté el polvo de
rosa mosqueta lo cual lo convierte en un excelente aditivo para aumentar la funcionalidad de diversos alimentos de base frutihorticola.
La Tabla 2 presenta los datos correspondientes a la pulpa mezcla guinda/zarzamora (G/Z) fortificada y las materias primas utilizadas
en su formulacion.
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Tabla 2. FT, Fv, PA, AA, ACY y %CP en rosa mosqueta deshidratada, pulpas de guinda y zarzamora y su mezcla fortificada

FT Fv PA AA ACY % CP
Polvo RMD 8063 £ 412~ 1227+27% 1438+0,39~" 7000+125% 3+1P" 6+1Y
P. Guinda 1816+ 6C¢ 350+10°¢ 1,03 £0,01¢  136+15% 23+2C 4027

P. Zarzamora 1118+5P°P 57+44 0,63+0,02°  444+12" 16034~ 5+1%

P. mezclaG/Z | 4057 +518 483+22° 1,10 +0,01%" 3165  54+18 44+1%
FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical (mg-1), AA:
acido ascérbico (mg/kg), ACY: antocianinas monomeéricas (mg cianidina-3-glu/100 g), %CP: porcentaje
de color polimérico. RMD: rosa mosqueta deshidratada. A/F: arandano/frambuesa. Los valores
representan la media (n = 3) = SD. Medias con una letra comuln por columna no son significativamente
diferentes (p< 0,05)

El comportamiento de esta pulpa mezcla fue similar a la anterior: FT y Fv aumentaron en funcién de lo esperado (aunque Fv lo hizo en
menor medida que en el caso anterior), mientras que PA si bien no alcanzd el nivel esperado mantiene un valor significativamente mayor
que las pulpas originales puras. EI AA solo alcanzd el 39% del valor tedrico calculado. Las ACY alcanzaron el 64 % del valor esperado
y el %CP obtenido fue elevado. Estos resultados se fundamentan de igual forma que en la pulpa de ardndano/frambuesa. Para todas las
variables esta pulpa presentd valores mayores a los de la pulpa arandano/frambuesa.

Las dos pulpas mezcla presentaron altos valores de FT, Fv y PA.

Se calcula que la ingesta diaria de flavonoides provenientes de la dieta es de entre 50 - 800 mg/dia (30), aunque algunos autores (31)
informan hasta 1 g. Una taza de té negro o un vaso de vino puede proporcionar hasta 200 mg de flavonoides totales, una manzana entre
6 y 10 mg, una naranja 10 mg, una cebolla 40 mg (30). Considerando 50 g de pulpa mezcla que podrian afiadirse a un yogurt, un helado
o postre individual el aporte aproximado de flavonoides seria de 183 mg para A/F y 241 mg para G/Z.

En cuanto a fenoles totales, ain no hay valores oficiales de ingesta recomendada. En 100 g de pulpa mezcla quedaron 3253 mg (A/F) y
4057 mg (G/Z) de &cido gélico equivalente, lo cual es un valor elevado si se compara con 100 gramos de: guinda (1816 mg), zarzamora
(118 mg), pera (95 mg), manzana (213 mg), uva (953 mg), durazno (183 mg), higo (130 mg) y ciruela (436 mg) ; o con 100 ml de: café
(389 mg), té verde (152 mg) y jugo de naranja (20 mg) (13).

El contenido de AA, si bien disminuyd durante la preparacion, se mantuvo en un valor cercano al de otras frutas reconocidas como
fuente de AA, 31,6 mg/100g, aportando 100 g de pulpa el 70% de la ingesta diaria recomendada segin CAA (32).

Mermeladas fortificadas
En la tabla 3 se presentan los valores de FT, Fv, PA, AA, ACY y %CP en los polvos de RMD vy cassis utilizados para fortificar y en las
mermeladas obtenidas en cada caso.

Tabla 3. Valores de FT, Fv, PA, AA, ACY y %CP en los polvos de RMD y cassis utilizados para fortificar y en las mermeladas

obtenidas

FT Fv PA AA ACY % CP
Polvo RMD 8063 + 412 1227 +27 14,38+ 0,39 7000 + 125 3+1 6+1
Polvo C 2934 + 110 2197+64 9,76 £0,29 900 + 45 392+20 6+1
Zarzamora+ RMD |1811+2118 193+20¢ 0,79 +0,06 B* 380 4" 60+70P" 19x29
Zarzamora + C 911 +33¢ 38x4f 0,74 +0,08 B 140+9 % 87+38 14+3°¢
Frambuesa + RMD | 1564 + 22 B 165+1¢ 0,74 +0,03 B 365+5¢ 15+16" 33+2"
Frambuesa + C 447 +8P 31+1f 0,68 + 0,05 B* 163 +7¢ 23+1F 24+1°¢
Aréndano + RMD [2312+50” 237+3° 0,94+0,06" 392+7% 66+£2C¢ 12+2¢
Arandano + C 1413 +23°¢ 130+1°¢ 0,86 + 0,03~ 135+4% 98+34 10+1°¢
Guinda + RMD 2557 +30A 349+142 0,89+005~ 323+4% 12+16 45+2%
Guinda + C 1561 + 52 B 187 £5¢ 0,82 +0,04 & 98 +29 52+2F 30+1Y

FT: fenoles totales (mg GAE/100 g), Fv: flavonoides (mg CE/100 g), PA: poder antirradical (mg-1), AA: acido
ascorbico (mg/kg), ACY: antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glu/100 g), %CP: porcentaje de color
polimérico. RMD: rosa mosqueta deshidratada. A/F: ardndano/frambuesa. Los valores representan la media (n
= 3) + SD. Medias con una letra comin por columna no son significativamente diferentes (p< 0,05)

Teniendo en cuenta los valores esperados, en funcion de la composicion de las materias primas, las mermeladas obtenidas recuperaron
entre un 78 — 100 % del contenido de FT. Las mermeladas con polvo de RMD fueron las que mayor contenido de FT mostraron.

En las matrices con RMD el valor de Fv se acerco al 100 % del esperado en funcion de las materias primas originales. En las mermeladas
con polvo de cassis los porcentajes obtenidos fueron menores, ubicandose entre el 40 y 80 % del valor esperado.
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Comparando con otros alimentos de consumo habitual se puede decir que una porcion de 25 g de mermelada (que podrian afiadirse a un
postre o preparacion) podria suministrar los mismos fenoles totales proporcionados por 100 ml de té verde (en el caso de frambuesa +
C) y los mismos que los obtenidos por consumo de una taza de café negro (guinda + RMD y arandano + RMD). El consumo de 25 g
de mermelada guinda + RMD aportaria ademas el 45 % de los Fv de un vaso de vino tinto o una taza de té negro.

En cuanto a Poder antirradicalario, este también se elevé correlacionandose con el contenido de Fv y FT (coeficientes de correlacion de
Pearson 0,85 y 0,91 respectivamente). Nuevamente, en la comparacion dentro de cada matriz, las mermeladas con polvo de RMD
presentaron valores superiores a las fortificadas con polvo de cassis.

El agregado de polvo de RMD y cassis a las mermeladas permiti6 el aumento significativo del PA: en zarzamora (22 y 14 %), frambuesa
(37 y 26 %) y en guinda (19 y 9 %). En arandano se registraron disminuciones del 17% en el primer caso y 25 % con el agregado de
polvo de cassis.

Las matrices con mayor contenido de acido ascérbico fueron aquellas donde se agregé polvo de RMD. EIl impacto del proceso de
elaboracion de las mermeladas sobre esta variable fue significativo (p<0,05), ya que se obtuvieron concentraciones entre el 61-76 % de
los valores esperados.

Estas mermeladas podrian considerarse fuentes no tradicionales de &cido ascorbico. Las que contienen RMD permitirian incorporar en
una porcion (25 gramos): 95 mg (zarzamora + RMD), 92 mg (frambuesa + RMD), 98 mg (arandano + RMD) y 81 mg (guinda + RMD)
de acido ascérbico; mientras que en aquellas que se afiadié polvo de cassis los valores son un poco méas bajos pero igualmente
interesantes: 35 mg (zarzamora + C), 41 mg (frambuesa + C), 34 mg (arandano + C) y 25 mg (guinda + C).

A los fines de establecer comparaciones, el contenido de acido ascorbico en matrices reconocidas por ser fuente de este compuesto es
por 100g: Naranja 50 mg; pimiento rojo 140 mg; kiwi 49mg y brécoli 89 mg. (33)

El polvo de cassis presentd un elevado contenido de ACY, lo cual impacta elevando las concentraciones en los productos derivados, si
se los compara con el aporte del polvo de RMD. Sumado a esto, zarzamora y arandano fueron las matrices con mayor aporte de ACY
desde la pulpa pura, haciendo que esas mermeladas (zarzamora + C y arandano + C) fueran las de contenido mayoritario de ACY.

En todos los casos el valor esperado (en funcién del porcentaje afiadido) no se alcanzd, infiriéndose que factores tales como la
temperatura de proceso, la concentracién de azUcar y la presencia de &cido ascorbico afectaron notablemente la concentracion de ACY.
Si bien la ingesta diaria no estd formalmente establecida, se consideran valores de consumo de antocianinas cercanos a los 200 mg/dia
(34 y 35), siendo mayores para los consumidores regulares de vino tinto (36). Por tanto, las mermeladas formuladas podrian considerarse
una fuente alternativa de estos compuestos, considerando que por ejemplo, una porcion (25 g) de mermelada de ardndano con cassis
aportaria 25 mg de ACY.

En cuanto al porcentaje de color polimérico las fortificaciones con polvo de cassis permitieron obtener productos donde se observé una
menor polimerizacién de pigmentos en comparacion con RMD y ademas no se hallaron diferencias significativas (p< 0,05) con los
valores de las mermeladas puras en cada fruta.

CONCLUSIONES

En las pulpas mezclas se puede destacar el elevado contenido de fenoles totales, flavonoides, y poder antirradicalario que presentaron
los productos finales. La pulpa mezcla de guinda/zarzamora presentd mayores valores para todas las variables estudiadas que la de
arandano/frambuesa.

Se registré un efecto negativo resultante de la interaccidn entre las antocianinas y el &cido ascérbico que produciria la disminucion de
ambos compuestos en el producto, aun asi el aporte de 100 g de pulpa mezcla cubre aproximadamente el 70% de la ingesta

Las mermeladas fortificadas con polvo de Rosa mosqueta o de cassis mantienen altos valores de compuestos bioactivos, siendo mejor
la Rosa mosqueta para mantener el nivel de &cido ascdrbico y el cassis para mantener el nivel de ACY.

El agregado de RMD o Cassis para mejorar el contenido de acido ascorbico en los productos (pulpas mezcla y mermeladas) fue
satisfactorio ya que, si bien los procesos aplicados disminuyeron su concentracion debido a las condiciones propias del tratamiento, la
adicion realizada permitié mantener una concentracioén importante del compuesto en los productos finales. A su vez, esta adicion fue
favorable para mantener los compuestos bioactivos y el PA en valores altos.

En conjunto, nuestros resultados indican que el empleo de las pulpas mezcla o las mermeladas fortificadas constituyen una estrategia
adecuada para el desarrollo de alimentos ricos en antioxidantes, cuyas propiedades bioactivas se mantengan estables durante el
almacenamiento, Ademas, los productos obtenidos podrian considerase como una fuente no tradicional de &cido ascérbico.
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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo elaborar a escala de laboratorio mermeladas de ciruela con propiedades funcionales. Para tal fin
se elaboraron mermeladas ajustando ciertos pardmetros de elaboracion para lograr un producto con mejor calidad nutricional que las
disponibles en el mercado. Por otro lado, se obtuvieron tres concentrados de ciruelas en polvo mediante distintos procesos. Uno de estos
concentrados fue utilizado para aditivar una de las mermeladas elaboradas. Por Gltimo se midié la actividad antioxidante (AA) vy el
contenido de antocianinas (AC) en las mermeladas de elaboracion propia y se las compard con las mermeladas comercializadas en
CABA y GBA. Los valores de AA y AC de las mermeladas de elaboracidn propia fueron significativamente superiores a los obtenidos
de las mermeladas comerciales. El concentrado de ciruela utilizado para aditivar una de las mermeladas resultd tener una elevada
concentracion de AC y aumentd notoriamente el contenido de AA y AC en la mermelada aditivada con dicho concentrado.

Palabras clave: bioactivos, mermeladas de ciruela, actividad antioxidante, antocianinas.

ABSTRACT

The objective of this work is to develop plum jams with functional properties at laboratory scale. For this purpose, jams were prepared
by adjusting certain processing parameters to achieve a product with better nutritional quality than those available in the market. Three
plum powder concentrates were obtained by different processes. One of these concentrates was used to add one of the elaborated jams.
Finally, the antioxidant activity (AA) and the content of anthocyanins (AC) were measured in the homemade jams and compared with
the jams marketed in CABA and GBA. The AA and AC values of the homemade jams were significantly higher than those obtained
from commercial jams. The plum concentrate used to add one of the jams was found to have a high concentration of AC and markedly
increased the content of AA and AC in the jam added with the concentrate.

Keywords: bioactives, plum jams, antioxidant activity, anthocyanins.

INTRODUCCION

Las antocianinas son moléculas bioactivas ampliamente distribuidas en la naturaleza, responsables de conferir el color rojo caracteristico
de muchas frutas como arandanos, cerezas, frambuesas, ciruelas entre otras. Presentan ademas propiedades beneficiosas para la salud
como su actividad hipocolesterolémica (1), antiplaquetaria (2) y antioxidante (3).

Los ciruelos son un grupo numeroso Yy diverso de especies frutales (4). Existe una gran variabilidad en el color del fruto, tanto de la piel
como de la pulpa. El color de la piel puede variar de negro, pirpura o rojo a verde o amarillo. La pulpa puede ser amarilla o roja. Los
cultivares de piel negra/morada y pulpa roja se los denomina cominmente sanguineos (5).

Los frutos de ciruelo son fuente de carbohidratos (glucosa, fructosa y sacarosa), fibras, vitaminas, taninos, enzimas y minerales (potasio,
fésforo, calcio y magnesio). Contienen pectina, sorbitol y diversos fitoquimicos, tales como flavonoides, compuestos fendlicos y
antocianinas. Se informa la presencia de los &cidos neoclorogénico y clorogénico, quercetin 3-rutinosido, quercetin 3-xilosido, quercetin
3-galactosido, quercetin 3-rhamndsido, &cido 3-hidroxicumaroil quinico, procianidina B1 y procianidina B2 (3, 6, 7, 8). Las principales
antocianinas encontradas en las ciruelas son cianidin 3-glucosico, cianidin 3-rutinosido, cianidin 3-xilosido, peonidin 3-rutinosido y
peonidin 3-glucésico (9, 10).

Para llevar adelante una dieta saludable, la Organizacion Mundial de la Salud recomienda ingerir al menos cinco porciones de frutas y
hortalizas al dia. El aporte a la dieta de los compuestos antioxidantes de las frutas es muy importante y varia de acuerdo a la forma en
gue se consume, fresca o procesada.

Uno de los productos de estante mas comdnmente obtenido a partir de la fruta es la mermelada, producida tanto en forma casera como
a nivel industrial. Durante el procesamiento factores fisicos y biol6gicos como el aumento de la temperatura y la actividad enzimatica,
pueden destruir los &cidos fenélicos y antocianinas. Numerosos estudios demostraron que en el proceso de elaboracién sélo un 10-20%
de los compuestos bioactivos presentes en la fruta fresca permanece en el producto final (11), disminuyendo de este modo sus
propiedades funcionales.
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El agregado a los alimentos de concentrados de frutas enriquecidos en componentes bioactivos, podria mejorar el nivel de estos en el
producto final. Para lograr este objetivo es necesario trabajar en todas las etapas involucradas en la elaboracion de una mermelada o
dulce, debido a que las condiciones del proceso, pueden influir en los resultados.

En el marco del Proyecto Especifico “Estrategias para la diferenciacion de alimentos y obtencion de nuevos productos alimentarios” del
PNAIyAV 1130043 de INTA, la Estacion Experimental Agropecuaria San Pedro junto al Centro de Agroalimentos del INTI, estan
llevando adelante diferentes lineas de trabajo de agregado de valor a la produccion de ciruelas, entre los que podemos mencionar:
concentrados de antocianinas, laminado de frutas y mermeladas con mayor calidad nutricional.

El objetivo de este trabajo fue: 1- Obtener concentrados de ciruela en polvo con la finalidad de utilizarlos para aditivar mermeladas de
ciruela elaboradas a escala de laboratorio y 2- Comparar las mermeladas elaboradas con otras comerciales disponibles en CABA 'y GBA.

MATERIALES Y METODOS

Quimicos

Los reactivos 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), Trolox, cloruro de potasio y acetato de sodio fueron adquiridos en la firma Sigma-
Aldrich (Argentina).

Material vegetal: Frutos de ciruelas de pulpa y piel morada de la variedad Piamontesa fueron cosechados de plantas cultivadas en lotes
experimentales pertenecientes a la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) INTA San Pedro (Buenos Aires, Argentina 330 44" 34.7
S, 590 47" 34.4” W), en enero de 2016 (Figura 1). Las variedades de pulpa amarilla fueron adquiridas en el supermercado.

La fruta fue transportada inmediatamente al laboratorio de Poscosecha y Calidad de F y H (EEA INTA San Pedro) donde se realizaron
analisis de calidad. A los frutos seleccionados se les determind los parametros fisico-quimicos peso (P), color de la piel, firmeza (F),
pH, sélidos soluble totales (SST) y acidez titulable (AT). En el laboratorio Agroalimentos del INTI se procedi6 a la elaboracion de los
concentrados y mermeladas y a efectuar los analisis quimicos de los productos obtenidos.

Obtencion de concentrados de ciruela

Se utilizé la variedad de ciruela tipo sanguinea Piamontesa y se obtuvieron tres tipos de concentrados: ciruela en polvo, extracto de fruta
en polvo y concentrado de AC. La ciruela en polvo se obtuvo a partir del homogenato de la fruta, el cual se liofiliz6 bajo condiciones
especificas. El extracto soluble se obtuvo a partir de solucién extractante que permiti6é solubilizar los principios activos, previo a su
liofilizacion. El concentrado AC se obtuvo por separacion cromatografia y posterior liofilizado.

Elaboracion de las mermeladas

Se elaboraron cuatro mermeladas con las siguientes formulaciones: I: ciruela de pulpa amarilla, cascara roja (variedad comercial), azdcar
regular. 1l: ciruela tipo remolacha variedad Piamontesa, azUcar regular. 111: Ciruela remolacha, reducida en azucar (light). IV: Ciruela
remolacha reducida en azucar (light) con concentrado de AC (aditivada).

Las formulaciones a escala laboratorio, se elaboraron ajustando parametros del proceso (temperatura y tiempo de coccion) y orden de
agregado de los ingredientes.

Ensayo del radical DPPH **

La capacidad antioxidante (CA) se determindé mediante el método del DPPH, el cual se basa en la utilizacion del radical libre 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazylo (12). Se analizaron diez tipos de mermeladas de ciruela comerciales y cuatro muestras de mermelada de
elaboracion propia. La disminucion de la absorbancia fue medida en un espectrofotémetro (Perkin EImer Modelo Lambda 25) a 517
nanémetros luego de 30 minutos de reaccidn. Los resultados se expresaron como micromoles TE (equivalentes Trolox) /100 g
mermelada.

Antocianinas

El contenido de antocianinas (AC) se determin6 de acuerdo al método del pH diferencial (AOAC) (13), basado en el cambio de
absortividad molar que ocurre al enfrentar una solucion de antocianinas a dos tampones diferentes. Los resultados fueron expresados en
mg equivalentes de cianidin 3-glucésico (CGE) /100 g de mermelada.

Andlisis estadistico

Los datos se sometieron a un andlisis de variancia (ANOVA) y al test de Tuckey para identificar diferencias entre medias, utilizando el
programa InfoStat version 2013.

Figura 1. Ciruela variedad Piamontesa (E.E.A INTA San Pedro)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se analiz6 la capacidad antioxidante y el contenido de antocianinas de las cuatro mermeladas de ciruela de elaboracion propia y de las
mermeladas de marca comercial adquiridas en el mercado y seleccionadas al azar. Los extractos y concentrados fueron evaluados a
través del contenido de antocianinas.

Los resultados se muestran en la tabla 1y 2. En la figura 2 se observan los distintos colores de las muestras de mermeladas comerciales
comparadas con una de elaboracion propia y los productos para aditivar.

Las mermeladas elaboradas en el Laboratorio de Agroalimentos (INTI), presentaron un contenido de antocianinas significativamente
superior a las mermeladas comerciales. EI mayor valor de antocianinas lo presenté el formulado 1V, correspondiente a la mermelada
aditivada (44.8 mg CGE/100 g de mermelada) valor que supera en alrededor del 50% a la formulacién 111 (19.7 mg CGE /100 g de
mermelada) y a la Il (17.9 mg CGE /100 g de mermelada). Todas estas mermeladas poseen como materia prima a la ciruela tipo
remolacha. La formulacion I, preparada con ciruela de piel roja y pulpa amarilla y azlcar regular, presenté AC, superior a la formulacién
I1. Los fitoquimicos, generalmente, se encuentran mas concentrados en la piel que en la pulpa (5). El contenido de antocianinas varia
considerablemente entre variedades, las cuales se asocian con un amplio rango de intensidad de color. Variedades de piel negro oscuro
y pulpas amarillas pueden presentar altos contenido de antocianinas, pudiendo alcanzar el fruto completo valores de hasta 30 mg/100 g
(5). Asimismo, no se detectaron AC en cuatro de las mermeladas comerciales, tres de ellas pertenecientes a la linea reducida en az(car.
El concentrado present6 el mayor AC, siendo su valor 100 veces superior a la ciruela y al extracto en polvo.

Las mermeladas de elaboracion propia, presentaron mayor AA (660-2.370 umoles TE/100 g de mermelada) respecto a las comerciales
(230-560 pmoles TE/100 g de mermelada). La AA de las mermeladas INTI light superaron ampliamente a las mermeladas con azUcar.
Comparando la formulacién 11y 111, mermeladas de ciruela de tipo sanguinea, con azlcar regular y reducida en azUcar respectivamente,
se puede observar que esta Ultima posee mayor AA 'y AC. Howard y colaboradores (16) hallaron que la mermelada de ardndano reducida
en azlcar retenia mayores niveles de antocianinas que las mermeladas con azUcar.

Los resultados de actividad antioxidante y contenido de antocianinas de ciruela en fresco, los cuales coinciden con estudios anteriores
realizados por el grupo de trabajo, mostraron que la variedad de ciruela Piamontesa presenté valores AA de 2.138 pumoles TE/100 g de
pesos fresco (PE) y una AC de 33.0 mg CGE/100 de peso fresco (PE). La mermelada INTI-light aditivada, mantiene la AA y supera el
AC respecto a la fruta fresca. Las formulaciones I, 11 y 11, presentan AA y CA, muy por debajo de los valores de la fruta fresca. En
coincidencia con nuestros resultados, Kim y Padilla-Zakour (11) al analizar los cambios que se producian en la actividad antioxidante
y en el contenido de antocianinas de frutos frescos de cereza, ciruelo y frambuesa respecto a sus mermeladas, hallaron una disminucion
significativa de la actividad antioxidante y del contenido de antocianinas. Resultados similares fueron hallados para frutilla y ardndano
bajo diferentes tipos de procesamiento (14, 15). La disminucion puede ser atribuida a la destruccion de compuestos antioxidantes tales
como la vitamina C y a las antocianinas (3). Esto ultimo se evidencia por la rapida pérdida del color y degradacion de los pigmentos
(14).

Tabla 1. Contenido de antocianinas y capacidad antioxidante de mermeladas de ciruela de elaboracion propia e industrial (I-X)

Contenido de Antocianinas Actividad Antioxidante.
Muestras (mg/100 g mermelada) (umol TE/ 100 g
mermelada)
INTI -1 21.1 660
INTI- 1 17.9 850
| 0.3 230
I 0.5 280
i 0.2 260
v 0.6 280
\% 0.3 400
\Y 0.5 300
Vil - 560
INTI Light- 111 19.7 1.500
VIII Light - 320
IX Light - 130
X Light - 320
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INTI-Light IV (Aditivada) 44.8 2.370

Tabla 2. Contenido de antocianinas de ciruela en polvo, extracto en polvo y concentrado de AC

Muestra mg de AC/100g polvo
Ciruela en polvo 20.70
Extracto en polvo 28.10

Concentrado de AC 2.55

Figura 2. A-Mermeladas de ciruela de elaboracién propia (centro de la foto) e industrial.

B-Ciruela en polvo.

CONCLUSIONES

Los procesos involucrados en la produccién de una mermelada, ruptura del tejido de la fruta, calentamiento, condiciones de alta acidez
y azlcar, generan pérdidas de compuestos bioactivos.

Los menores valores hallados, en general, en la actividad antioxidante y en el contenido de antocianinas de los productos comerciales
respecto a los elaborados en el laboratorio, nos indicaria que un ajuste de ciertos pardmetros involucrados en la elaboracién de este
producto tradicional, puede contribuir a mejorar la calidad del mismo.

La evaluacion de actividad antioxidante y en particular la cuantificacién del contenido de antocianina, podria ser un indicador del proceso
de elaboracion y de la calidad de la mermelada.

Los tres concentrados de ciruela en polvo obtenidos podrian utilizarse para distintas aplicaciones alimentarias con el propésito de
incrementar la calidad funcional de los productos obtenidos.

Por Gltimo, se propone en posteriores etapas de este proyecto aplicar la metodologia a otras frutas.
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RESUMEN

Entre Rios es una de las principales provincias productora de arroz (Oriza sativa L.) de la regiéon mesopotamica Argentina, siendo su
destino fundamentalmente el abastecimiento de mercados externos. Debido a su excelente la calidad surge la necesidad de caracterizar
las distintas variedades y evaluar su potencial aplicacion en el disefio y desarrollo de nuevos alimentos considerando sus principales
propiedades. El objetivo del presente estudio fue evaluar los parametros fisicoquimicos, funcionales y texturales del grano de arroz de
cinco variedades producidas en la region arrocera de Argentina: Nutriar (L.P), Yerud (L.P), Guri INTA CL, Puita INTA CL, y
Koshihikari INTA. Desarrolladas por la Facultad de Agronomia de la Plata y la Estacién Experimental de Concepcion del Uruguay,
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria. Para la caracterizacion se efectuaron las siguientes determinaciones: dimensiones,
temperatura de gelatinizacién, contenido de amilosa y perfil de textura. A partir de los resultados obtenidos sobre la caracterizacion
fisicoquimica, funcional y textural de las diferentes variedades de arroz se detectaron diferencias que nos permiten inferir sus potenciales
aplicaciones como ingredientes en la formulacidn de alimentos y/o el desarrollo de nuevos productos alimenticios.

Palabras clave: arroz, gelatinizacion, amilosa, perfil de textura

ABSTRACT

Entre Rios is one of the main rice producing provinces of Oriza sativa L. in the Mesopotamian region of Argentina, being its primarily
destination the supply of external markets. Due to its excellent quality, is necessary to characterize the different varieties and evaluate
their potential application in the design and development of new food considering their main characteristics. The objective of this study
was evaluate the physicochemical, functional and textural properties of the rice grain of five varieties produced in the rice region of
Argentina: Nutriar (L.P), Yerué (L.P), Guri INTA CL, Puita INTA CL, and Koshihikari INTA, developed by the School of Agronomy
of La Plata and the Experimental Station of Concepcidn del Uruguay, National Institute of Agricultural Technology. The characterization
was determined by dimensions, gelatinization temperature, amylose content and texture profile analysis. From the results obtained it
was detected differences between physicochemical, functional and textural characterization in the different varieties of rice, that allow
us to infer their potential application as ingredients in the formulation of food and/or the development of new food products.

Keywords: rice, gelatinization, amilose, texture profile analysis

INTRODUCCION

El arroz, el trigo y el maiz son los cereales mas importantes del mundo. El arroz en particular es un alimento bésico de consumo humano,
especialmente en Asia, Medio Oriente, América Latina e India. En continentes como Asia, densamente poblados, el arroz aporta méas
del 80% de las calorias diarias consumidas, representando un consumo per capita de 120 kg/afio; mientras que, en Estados Unidos, el
consumo per cépita es de 10 kg/afio (FAO, MINAGRO 2017).

En Argentina, el arroz se produce en la region mesopotdmica comprendida por las provincias de Entre Rios, Corrientes, Santa Fe, Chaco
y Formosa, y en ese orden de importancia. Debido a que no existe habito cultural de consumir arroz diariamente, su consumo per capita
es de aproximadamente 6 kg/afio, siendo este valor muy bajo respecto de otros paises. El destino de la produccidn de arroz en Argentina
es fundamentalmente el abastecimiento de mercados externos de alta calidad (1).

La calidad del grano de arroz surge de la accién de varios factores relacionados con las propiedades fisicoquimicas del grano, tales como
tamafio, forma, peso, pigmentacion, dureza, temperatura de gelatinizacion, contenido de amilosa del almidon. La calidad del grano de
arroz de acuerdo a su aceptabilidad se evalla de acuerdo a las preferencias y gustos de los consumidores, y ésta puede variar en cada
pais. Incluso, las preferencias por la longitud y transparencia del grano, grado de molienda y aroma pueden diferir en distintas regiones
geogréficas de un mismo pais. En el mercado internacional se comercializan varios tipos de arroz entre los que se destacan: grano
elaborado, grano descascarado (salvado), arroz pre-cocido (parboiled), arroz aromatico. Segin la relacion grano largo/ancho
encontramos: largo, corto, doble, medio. También se los puede clasificar segin su contenido de amilosa en arroz glutinoso o céreo, y
no glutinosos. Con respecto a la calidad molinera y culinaria del grano de arroz, es de especial importancia emplear varios criterios en
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su evaluacion, tales como la presencia de centro blanco, longitud del grano, rendimiento en molino, porcentaje de arroz entero,
temperatura de gelatinizacién, y contenido de amilosa (2, 3).

En el mercado la calidad se determina por la apariencia fisica, como por ejemplo el tamafio, forma, quebrado, y transparencia de los
granos. Por lo tanto, la calidad del grano se puede definir considerando tres aspectos relevantes: calidad industrial, comercial y culinaria
(4,5)

Ademas de las formas tradicionales de consumo, propias de cada pais y cultura, este cereal es utilizado como insumo en la elaboracién
de productos tales como fideos, arroz inflado, sopa instantanea, papillas para bebé, snacks, alfajores, y productos especiales para
personas con intolerancia al gluten; también se emplea en la elaboracién de cerveza, vino, aceite y vinagre. De esta manera, las
caracteristicas de la calidad del grano dependeran de su utilizacién como ingrediente en cada alimento (6).

El presente trabajo pretende evaluar los parametros fisicoquimicos, funcionales y texturales del grano de arroz de cinco variedades
producidas en la region arrocera de Argentina, las cuales a su vez, permitiran caracterizar las mismas para ser seleccionadas y utilizadas
diferencialmente para la produccion de alimentos.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Variedades de arroz

Se estudiaron cinco variedades de granos de arroz: Nutriar (L.P), Yerua (L.P), Guri INTA CL, Puita INTA CL, y Koshihikari INTA.
Las variedades Nutriar y Yerua provenientes del Plan de Mejoramiento Genético de la Facultad de Agronomia de la Plata, mientras que
las variedades Puita, Guri, Koshihikari INTA fueron provistas por el Grupo de Mejoramiento Genético de la Estacién Experimental de
Concepcion del Uruguay, Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria.

Métodos

Dimensiones del grano de arroz

Para identificar el tipo de grano y clasificar las variedades de arroz se tuvieron en cuenta los parametros que se detallan en la Tabla 1
tales como: las dimensiones de sus ejes principales: longitudinal, transversal y la relacién entre ambos (7).

Tabla 1. Dimensiones del grano de arroz crudo en funcidn de sus ejes principales

Tipo de grano Largo Ancho Relacion L/A
Largo Fino >6 <2 >3
Largo Ancho * > 6 >3

Mediano 5>6 25-3 2-3
Corto <5 >25 1-2

*Solo en Argentina.

Determinacion del contenido de amilosa

El contenido de amilosa se determind utilizando el método colorimétrico descripto por Juliano y Hicks (8) utilizando como indicador
solucién yodo/yoduro de potasio, midiendo espectrofotométricamente a una longitud de onda de 620 nm.

Temperatura de gelatinizacion

La temperatura de gelatinizacién se evalué mediante la prueba de dispersion alcalina propuesta por Zapatero (9). Brevemente, se
seleccionaron de 20 granos pulidos de cada variedad, los cuales fueron colocados en cajas de Petri y cubiertos con 10 mL de una solucién
alcalina débil (1.7% KOH). Los granos fueron colocados en una incubadora a 30 °C durante 23 h. Los resultados se expresaron en una
escala de siete puntos, reportando el valor promedio + desvio estandar de tres mediciones independientes. En la Tabla 2 se presenta la
escala del grado de dispersion, los rangos de temperaturas de gelatinizacion y la clasificacion empleada.

Tabla 2. Escala de interpretacion para evaluar la relacién entre el grado de dispersion y la temperatura de gelatinizacion.

Temperatura gelatinizacion

Grado de dispersion Clasificacion

Q)
1,2y3 74 -80 alta
4-5 69 - 73 intermedia
6-7 63 — 68 baja

Fuente: CIAT, 1989

Tiempo de coccién

El tiempo de coccidon minimo en exceso de agua se determiné por el método de Ranghino (11, 12). Para lo cual 100 ml de agua destilada
se llevaron a ebullicion y luego se agregaron 5 g de arroz crudo que se dejaron durante 10 minutos a ebullicion suave agitando
contantemente con varilla de vidrio. A intervalos de 1 minuto, se retiraron 10 granos de arroz e inmediatamente se prensaron entre dos
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placas de vidrio limpias. El tiempo de coccion se registré tomando como referencia la ausencia de un centro blanco en el 90% de los
granos.
Andlisis del Perfil de Textura
Se llevé a cabo utilizando una maquina universal de textura (Instron, modelo 3345, USA) provista de una punta de compresion de 45
mm. Las mediciones se efectuaron siguiendo la metodologia de Miao (13, 14). Los granos de arroz fueron comprimidos en dos ciclos
secuenciales hasta un 90% de deformacién a una velocidad de 0,3 mm/seg. Los parametros de dureza, cohesividad, elasticidad,
gomosidad y masticabilidad se calcularon a partir de las curvas de fuerza (N) versus distancia del cabezal (mm). El analisis se realiz6
en al menos 10 réplicas por cada variedad de arroz cocido, reportando el valor promedio + desvio estandar.
- Dureza: es la maxima fuerza requerida para deformar la muestra durante el primer ciclo de compresion (N).
- Cohesividad: se refiere a la relacion entre el area positiva del segundo ciclo de compresion (Area 2) y el ler ciclo de compresion
(Area l).
- Elasticidad: se expresa como el cociente entre la distancia a la méxima fuerza del Area 2 y la distancia a la maxima fuerza del Area
1 (adimensional).
- Gomosidad: se refiere al producto entre la dureza y la cohesividad (N).
- Masticabilidad: se refiere al producto entre la dureza, cohesividad y elasticidad (N).

RESULTADOS Y DISCUSION

El empleo de arroz y sus derivados se presenta como una alternativa interesante para el desarrollo de nuevos alimentos con alta calidad
sensorial, nutricional y funcional que satisfaga las demandas de los consumidores actuales que buscan una alimentacion saludable de
facil y rapida preparacion.

La funcionalidad del arroz depende del peso molecular promedio de la amilosa y la amilopectina, asi como de la organizacion molecular
de estos glucanos dentro del granulo de almidén de arroz (8, 15, 16). Ademas, conocer la temperatura de gelatinizacién junto a las
propiedades texturales permitiran establecer el uso adecuado de las distintas variedades de arroz en la elaboracion de platos especiales
y de alimentos considerando la alta demanda de almidones por parte de la industria alimenticia como espesantes y/o estabilizantes.

A continuacion en la Tabla 3 se detalla el tipo, contenido de amilosa, temperatura de gelatinizacion y tiempo de coccién de las diferentes
variedades de arroz.

Tabla 3. Pardmetros de calidad del grano de arroz correspondientes para cada variedad de arroz.

Variedad Tipo Amilosa TG Tiempo de coccioén
Yerua Largo Ancho  18,8°+0,7 (B) 4,9+0,2(l) 16,69 +0,4
Guri Largo fino 27,505 (A) 6,9+0,1(B) 13,9°+0,5
Puita Largo fino 27,6°+0,4(A) 7,0+£0,1(B) 14,7¢+1,1
Nutriar Largo Fino 15,00+0,4 (B) 65+0,5(B) 16,87+0,9
Koshihikari Corto 18° +1 (B) 6,7 +0,4 (B) 13,8° 0,7

Amilosa: valores expresados en porcentaje de grano de arroz, base humedad (valor promedio 13% humedad). TG: temperatura de gelatinizacion,
valores expresados en escalada de 1-7 puntos. Tiempo de coccion: expresado en minutos.

A: alto; B: bajo; I: intermedio.

Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0,05) entre variedades de arroz para un mismo parametro de textura.

Del total de cinco variedades analizadas en el presente estudio, tres de ellas corresponden al tipo de grano largo fino (Guri, Puita, y
Nutriar). Este tipo de arroz ha sido el més difundido en la zona arrocera Argentina desde la década del 70" hasta la actualidad, debido a
su excelente calidad industrial y a la elevada demanda por parte del mercado internacional (17). Por otro, lado la variedad Yerua con el
tipo de grano comercial largo ancho han alcanzado muy buenos rendimientos industriales. Mientras que, la variedad Koshihikari se
correspondio al tipo corto.

El andlisis del contenido de amilosa junto con la temperatura de gelatinizacién son relevantes para determinar la calidad culinaria, las
cuales son propias de cada variedad de arroz.

Con respecto al contenido de amilosa, la misma determina las caracteristicas de consistencia y pegajosidad del arroz durante y después
de la coccion (18), y se clasifica en: glutinosas o cerosas (1-2%), y en no cerosas (8-32%). Esta Ultima clasificacion, a su vez se subdivide
en bajo (8-20%), intermedio (20-27%) y alto (27-32%) contenido de amilosa (2)

Segun los resultados obtenidos, se puede observar en la Tabla 3 que las variedades de arroz Yerua, Nutriar y Koshihikari presentaron
bajo contenido en amilosa. Dentro de estas variedades la Nutriar fue la variedad que menor (p<0,05) contenido de amilosa presento
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respecto de Yerua y Koshihikari. Mientras que, las variedades Guri y Puité se caracterizaron por presentar alto (p<0,05) contenido en
amilosa.

En cuanto a la temperatura de la gelatinizacion (TG) cabe mencionar que cada variedad tiene su propia TG y refleja la dureza de los
granulos de almidon y endosperma. A partir de los resultados obtenidos, se puede observar que las variedades Guri, Puita, Nutriar y
Koshihikari presentaron valores entre 6,5-7,0 en una escala de 7 puntos, siendo clasificadas con temperaturas de gelatinizacion del
almidoén entre 63 y 68 °C. La variedad Yerua present6 un valor de 4,9 en la escala de 7 puntos, por lo tanto, el rango de temperaturas de
gelatinizacion se clasificé entre valores de 69 y 73 °C (Tabla 3).

La textura de las cinco variedades de grano de arroz cocida se caracterizé mediante un ensayo de Analisis del Perfil de Textura con el
objetivo de simular las condiciones de masticacion en la boca a través de la compresion de grano en dos ciclos secuenciales. En la Tabla
4 se detallan los valores promedios de los parametros del ensayo.

Tabla 4. Parametros del Perfil de Textura de las diferentes variedades de arroz.

Variedad D%nga Cohesividad Elasticidad Gonz&s)idad MaSti((:igi”dad
Yerua 1,75 +0,1 0,58¢ +0,02 0,66¢ £0,02 0,987 +0,08 0,65% +0,05
Guri 1,12+0,2 0,61¢ +0,03 0,67¢ £0,04 0,66" +0,08 0,4'+0,1
Puita 2,00+0,1 0,58¢ +0,02 0,67¢+0,01 0,78" 0,05 0,54 +0,04
Nutriar 1,9% +0,3 0,55% + 0,02 0,62¢ £0,02 1,07+0,1 0,7k +0,1
Koshihikari 1,39% +0,04 0,59¢ + 0,02 0,7¢£0,1 1,29+0,1 0,87 +0,1

Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0,05) entre variedades de arroz para un mismo parametro de textura.

La dureza es un pardmetro mecénico de la textura que representa la fuerza maxima requerida para comprimir entre los molares un
alimento s6lido (19). La dureza de las muestras analizadas presento valores entre 1,1-2,0 N. Guri y Koshhikari fueron las variedades de
menor valor (p<0,05), mientras que, Puit4 fue la variedad que mayor valor (p<0,05)

Los parametros de cohesividad y elasticidad que estan asociados a la extensién antes de la ruptura y la capacidad de recuperar la forma
o longitud original un alimento, no presentaron diferencias significativas (p>0,05) entre las variedades de arroz analizadas en el presente
estudio.

A continuacion se presenta el orden de los valores promedios obtenidos del analisis de gomosidad entre las diferentes variedades: Guri
y Puitd <Yerta y Nutriar< Koshihikari. Cabe mencionar que este parametro hace referencia a la fuerza necesaria para desintegrar un
alimento semisélido a un estado tal que facilite su deglucién (ISO 5492, 2012), por lo tanto las variedades Guri y Puita serian las de
menor fuerza requieren para deglutir.

La variedad Puita presentd valores de masticabilidad significativamente (p<0,05) superiores al resto de las variedades, por lo tanto, se
podria inferir que esta variedad requiere mayor esfuerzo para masticar el grano de arroz. Mientras que, la variedad Guri presenté el
menor (p<0,05) valor de masticabilidad, y por ende el menor esfuerzo para masticar el arroz. Cabe destacar, que el pardmetro de dureza
correlacion6 de forma significativa y positiva con la masticabilidad (Momento producto de Pearson =1; p<0,05) en todas las variedades
de arroz estudiadas en el presente trabajo.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos sobre la caracterizacion fisicoquimica, funcional y textural de las diferentes variedades de arroz se
detectaron diferencias que nos permiten inferir sus potenciales aplicaciones como ingredientes en la formulacién de alimentos y/o el
desarrollo de nuevos productos alimenticios.

Considerando que, en la actualidad la industria alimentaria ofrece mayor cantidad de productos de facil preparacion, el desarrollo de
alimentos de alto valor nutritivo y/o beneficiosos para el organismo es una de las principales tendencias, dado que busca ofrecer
productos innovadores que satisfagan las crecientes necesidades del consumidor; cada vez mas consciente de la relacién entre
determinados componentes alimentarios y la salud.
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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum L.) es el tercer cultivo alimentario mas importantes a nivel mundial. En el Noroeste de nuestro pais se
cultivan tradicionalmente papas andinas, que ademas de constituir un insumo bésico para la alimentacién, poseen potencial para el
desarrollo territorial a través del agregado de valor.

Desde hace mas de 7 aflos y con el fin de revalorizar su diversidad, nuestro grupo de investigacion trabaja en la caracterizacion de mas
de 100 genotipos de papa nativa en aspectos relacionados a la calidad nutricional e industrial. Los resultados obtenidos han confirmado
que esta coleccion presenta una amplia variabilidad fenotipica para las caracteristicas estudiadas.

Se ha podido identificar un conjunto de genotipos de papa andina nativa cuyos tubérculos poseen alta calidad nutricional e industrial.
Al momento, contamos con 4 de ellos que han sido evaluados durante al menos 3 campafias en ensayos en campo y que presentan
contenido de azicares reductores aceptables para la industria tanto antes como luego del almacenamiento en frio (4°C). Asimismo,
hemos identificado 5 genotipos, evaluados hasta el momento durante una campafa en campo, que presentan un alto contenido de acido
clorogénico. Por ultimo, hemos encontrado, luego de 3 afios de andlisis, genotipos andinos promisorios, que son tolerantes al
pardeamiento enzimatico frente al corte o a los golpes.

Actualmente nos encontramos trabajando en la tercera campafia de multiplicacion de estos mas de 100 genotipos de papa andina en la
EEA-Abra Pampa, situada en la region de la Puna Jujefia, lo que nos permitira contar con informacion concluyente acerca de estos
caracteres.

Este proyecto de investigacion constituye el inicio de la identificacion de variedades andinas con valor agregado que puedan despertar
el interés y la participacion de productores locales y contribuir asi al desarrollo territorial a través del aprovechamiento de la riqueza
ancestral de la papa andina nativa.

Palabras clave: papas nativas, acido clorogénico, pardeamiento enzimatico, endulzamiento inducido por frio

ABSTRACT

Potato (Solanum tuberosum L.) is among the most important food crop worlwide. In Northwestern Argentina Andean potatoes are
traditionally grown, constituting not only a main supply for human diet but also a key element for the potential development of added-
value products in the territory.

With the aim of unveiling its diversity, our research group has been working in the characterization of more than 100 Andean potato
genotypes in aspects related to nutritional and industrial quality for the past 7 years. Results obtained confirm that the collection analyzed
presents a wide phenotypic diversity for the characters studied.

A group of tubers with high nutritional and industrial quality has been identified. At the moment, there are 4 Andean potato genotypes,
which have been evaluated over 3 field trials, which show acceptable reducing sugar content not only before but also after being cold
stored. Also, we have identified 5 genotypes, evaluated over 1 field trial, presenting a high chlorogenic acid content. Moreover, there
are a group of andean genotypes that proved to be tolerant to enzymatic browning over 3 field trials.

At the present, we are working in the third field trial for analysis of this collection of Andean genotypes in EEA-Abra Pampa, in the dry
“Puna” area of Jujuy, which will provide conclusive data on these aspects.

This research constitutes the beggining of the identification of Andean varieties with added value that could stimulate interest among
local producers and contribute to the development of small stake holders through the utilization of the ancestral wealth of native Andean
potato.

Keywords: Andean potato, chorogenic acid, browing, cold sweetening.
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INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los cultivos mas antiguos que se conocen. Es el tercer cultivo alimentario del mundo y la
dicotiledonea mas importante en la alimentacion humana (1). La papa cultivada abarca dos grandes grupos i) Tuberosum y ii) Andigena,
que han sido clasificados como grupos de la misma especie (2) o como subespecies (3). Cualquiera sea la clasificacion taxondmica
pertinente, estos grupos constituyen lo que se denomina "papas modernas" (mejoradas en Europa en los ultimos 400 afios) y "papas
nativas" (domesticadas en el altiplano de América del Sur en los tltimos 7.000 afios), respectivamente. En el Noroeste de nuestro pais
crece naturalmente, y desde hace mas de 7000 afios se cultivan papas andinas, insumo bdsico tanto para la alimentaciéon como asi también
para el desarrollo de mercados locales que permitan su comercializacion.

Estas papas presentan mayor diversidad que las papas modernas, las que habitualmente consumimos, ya que son producto de la
domesticacion y seleccion generacion tras generacion por parte de los agricultores. Ademas de ello, presentan caracteristicas
nutricionales superiores que las hacen interesantes como alimento funcional y como base de una industria con agregado de valor e
impacto potencial en el territorio.

En la ultima década comenzaron a aplicarse politicas activas orientadas a generar valor agregado y competitividad al sector de la
produccién de alimentos en nuestro pais. Asimismo, la produccion de papa para uso industrial en Argentina ha ido aumentando en los
ultimos afios asociada a la instalacion de plantas elaboradoras de papa prefrita destinadas a abastecer el mercado interno y externo. Para
acompafiar este proceso se hace indispensable la investigacion y desarrollo de tecnologias que generen productos de papa con alta
calidad industrial, que pueda ser almacenada a baja temperatura para su conservacion, que resista el pardeamiento enzimatico, asi como
también, que presente propiedades nutracetiticas, como alto contenido de compuestos antioxidantes.

Uno de los principales problemas durante la produccion de papa industrial es la acumulacion de azticares reductores en los tubérculos
por el efecto de la baja temperatura. El almacenamiento de los tubérculos a bajas temperaturas es necesario para disminuir la pérdida de
agua, el envejecimiento, el brotado y la actividad de patdgenos. Esto representa un problema para las papas destinadas al procesamiento,
debido a que la mayoria de los cultivares acumulan azucares reductores a temperaturas inferiores a 10 °C y esto provoca que las papas
chips derivadas de estos tubérculos adquieran un color oscuro y sean mas amargas (4). Este fendmeno es conocido como endulzamiento
inducido por frio. Otro efecto no deseable es el color café que se forma al cortar y/o maltratar los tubérculos. Este proceso es denominado
pardeamiento enzimatico ya que las reacciones iniciales que intervienen en este fendémeno estan catalizadas por enzimas polifenol
oxidasas. Se ha reportado que los genotipos nativos presentan bajo pardeamiento con respecto a las variedades comerciales (5), sin
embargo, esta caracteristica no ha sido estudiada en profundidad en las papas nativas argentinas. Otro de los aspectos nutricionales de
interés es el contenido de acido clorogénico, un antioxidante natural. Los antioxidantes exhiben un amplio rango de actividades
bioldgicas, incluidos efectos antibidticos, antivirales, antiinflamatorios, antialérgicos, antitromboticos y vasodilatadores. El acido
clorogénico ha sido asociado a la prevencion del cancer o enfermedades cerebrovasculares (6, 7).

La gran diversidad genética presente en las papas nativas hace que estas sean un material de estudio interesante para la busqueda de
variedades con caracteristicas deseables, que generen agregado de valor y puedan potencialmente asi, promover el desarrollo del
territorio.

El objetivo del presente trabajo es caracterizar una coleccién de papa nativa del noroeste de nuestro pais en cuanto a aspectos
relacionados a la calidad nutricional e industrial, particularmente pardeamiento enzimatico, contenido de acido clorogénico, y
comportamiento frente al endulzamiento inducido por frio.

MATERIALES Y METODOS

Las introducciones de Solanum tuberosum Grupo Andigena utilizadas fueron provistas por el Banco de Germoplasma de Papa y
Forrajeras de la EEA INTA Balcarce (BAL), el cual ha realizado numerosas colectas en las provincias de Jujuy y Salta desde la década
del ’70 (8-12) y desde entonces mantiene y resguarda mas de 400 introducciones de papa andina. Cada introduccion esta representada
por un unico genotipo identificado por el codigo de acceso al Banco. Por otro lado, el nombre de la variedad corresponde a la designacion
establecida por los productores locales, la cual se relaciona con las caracteristicas fenotipicas del tubérculo (Anexo Tabla 1).

Desde hace mas de 7 afios, nuestro grupo de investigacion trabaja en la caracterizacion de este germoplasma andino con el fin de
revalorizar su diversidad genética. Se han seleccionado 48 introducciones almacenadas, representando variabilidad en aspectos
morfoldgicos del tubérculo, tales como forma, color de piel y color de pulpa y distribucion de ojos13. Este material vegetal, mantenido
in vitro, fue multiplicado en invernadero a contraestacion. Se realizaron tres ensayos en campo con dos repeticiones en bloques
aleatorizados desde noviembre hasta Abril durante 3 afios consecutivos (2010-2011, 2011-2012 y 2012-2013). Los dos primeros en un
campo experimental de 500 m2 ubicado en la Escuela Agrotécnica N° 3 de Humahuaca (23° 12’ 5" S, 65° 21’ 0" O, 2939 msnm) y el
tercero en un campo experimental de 600 m2 ubicado en el departamento de Yavi (22° 6’4" S, 65° 35’ 44" O, 3377 msnm), todos ellos
en la provincia de Jujuy.

A partir del afio 2014 se incorporaron 66 genotipos nuevos a la linea de trabajo, con el objetivo de abarcar una mayor diversidad genética
y fenotipica. El total de estos 114 genotipos fueron multiplicados durante dos ensayos consecutivos en campo en la Estacion
Experimental de INTA Abra Pampa, Jujuy (23°45'S 65°30'0, 3600 msnm) (2015-2016 y 2016-2017). Actualmente se inicio la tercera
campaiia en la EEA-Abra Pampa de INTA, con el fin de contar con 3 afios consecutivos de ensayos utilizando los 114 genotipos.
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Este panel quedd conformado entonces por 99 introducciones de papa nativa provistas por el BAL, 3 genotipos provistos por la
Universidad nacional de Jujuy, 7 genotipos de Imilla Negra donados por la Cooperativa CAUQUEVA, 4 variedades de papa moderna
(S. tuberosum group Tuberosum) y el genotipo de referencia secuenciado DM1-3 516 R44, los cuales estan siendo evaluados en aspectos
que hacen a la calidad nutricional e industrial, particularmente:

Contenido de Acido Clorogénico: Cinco gramos de papa fresca se homogeniza en 15 ml de metanol durante 60 segundos en ultraturrax,
luego se filtran en papel, se pasan por cartuchos C18 y por filtro de acetato de celulosa de 0,22 pm. Luego se colecta en vial y se
cuantifica el 4cido clorogénico en Cromatografo Liquido de Alta Resolucion (HPLC) marca SHIMADZU modelo Prominence, software
Lc solution.

Determinacion de Pardeamiento enzimatico: por colorimetria (Colorimetro Minolta Chroma Meter CR310).

Evaluacion del color de chips: mediante Carta de colores desarrollada por el Instituto de Almacenamiento y Procesamiento de
Productos Agricolas de Wageningen (Holanda), de nueve puntos: desde amarillo muy claro (9) a marréon muy oscuro (1) y por
colorimetria (Espectrofotometro Konica Minolta CM-600), tanto antes del almacenamiento en frio como luego del almacenamiento a 4
°C durante 2 meses.

Contenido de Azicares reductores (AR): Extraccionl4 y cuantificacion por HPLC, tanto antes del almacenamiento en frio como luego
del almacenamiento a 4 °C durante 2 meses

Para los analisis de endulzamiento inducido por frio se seleccionaron 10 tubérculos sanos de cada introduccion y se almacenaron en una
camara a 4 °C en oscuridad y condiciones de humedad constantes. Las determinaciones se realizaron antes del almacenamiento y luego
de dos meses de almacenamiento en frio.

Para la produccion de papas fritas en hojuelas (chips) se utilizaron 12 rodajas frescas de 1.5-2 mm de espesor (cuatro de cada tubérculo)
y se fritaron a 180 °C durante 3 min o hasta la finalizacion del burbujeo del aceite. Las papas chips obtenidas se escurrieron y se colocaron
sobre una superficie blanca para la evaluacion del color.

RESULTADOS Y DISCUSION

Endulzamiento inducido por frio

Para analizar la respuesta al endulzamiento inducido por frio se analiz6 el contenido de azucares reductores y el color de las papas chips
antes del almacenamiento y luego de dos meses de almacenamiento en frio de los tubérculos provenientes de 3 ensayos en campo. Las
48 variedades nativas de papa mostraron una gran variabilidad en cuanto al contenido de aztcares reductores tanto antes como luego
del almacenamiento en frio (Fig. 1). Los tubérculos analizados antes del almacenamiento presentaron en conjunto un contenido de
azucares reductores promedio de 2.08 + 1.23 mg/g de peso fresco, mientras que luego del almacenamiento a 4 °C este valor se incrementod
significativamente a 6.64 + 3.49 mg/g de peso fresco en promedio. En este panel se registraron concentraciones de azucares reductores
desde 1.09 hasta 16.65 mg/g de peso fresco luego del almacenamiento segun la introduccion analizada.

Si bien los valores criticos de contenido de azlicares reductores en el producto frito aceptados por la industria varian segiin los estandares
de cada compailia, se establece que valores mayores a 2.5 mg/g de peso fresco no son industrialmente aceptables (15, 16, 17). Teniendo
en cuenta este valor pudimos clasificar la respuesta al endulzamiento inducido por frio en 3 categorias. Las introducciones CL 641, CCS
1350, CL 650, CCS 1384 y CCS 1199 mostraron una respuesta de tipo I, en la que el contenido de azicares reductores tanto antes como
luego del almacenamiento en frio fue menor al limite de 2.5 mg/g de peso fresco. Es por esto que pueden considerarse como resistentes
al endulzamiento inducido por frio. La mayor parte del panel estudiado, 26 introducciones, mostraron una respuesta de tipo II, con un
contenido de azlicares reductores aceptable antes del almacenamiento en frio pero inaceptable luego del mismo. Finalmente, 17
introducciones tuvieron una respuesta de tipo III, con un contenido de azicares reductores mayor a 2.5 mg/g de peso fresco tanto antes
como luego del almacenamiento en frio.
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Figura 1. Contenido de azicares reductores (mg/g de peso fresco) y respuesta al endulzamiento inducido por frio (R1, R2 y R3) de
tubérculos antes del almacenamiento (barras claras) y tubérculos luego del almacenamiento en frio (barras oscuras). Las barras
corresponden a valores promedio y las lineas a desviaciones estandar. La linea punteada en 2.5 mg/g de peso fresco indica el valor
maximo de contenido de azlicares reductores aceptado por la industria'®.

Otra de las caracteristicas utiles para evaluar la calidad de chips de papa es el color. Este panel de 48 introducciones fue evaluado
utilizando una Carta de Colores (Fig. 2.) Los tubérculos antes del almacenamiento mostraron colores claros, con un promedio de puntaje
de 7. Al ser almacenados en frio, la calidad de las papas chips disminuy6 y este puntaje bajé a un valor promedio de 3.8 (Fig. 2). En este
caso también se observo una gran diversidad de puntajes segiin la introduccion analizada. CCS 1330, CCS 1199, CCS 1384 y LC 348
producen chips de buena calidad con puntajes de hasta 8§ incluso luego del almacenamiento a 4 °C (Fig. 3). La evaluacion de color en
introducciones con pulpa coloreada, como CL 658 y CCS 1385, es dificultosa mediante la carta de colores ya que la misma esta
desarrollada para variedades con pulpa blanca/amarilla. En estos casos, se efectud por colorimetria en los ensayos posteriores a campo
(campaiias Abra Pampa 2015-2016,2016-2017 y 2017-2018 (en curso) (datos no mostrados). Debido a esto es que dichas introducciones
no se muestran en la Figura 2.

Siete introducciones presentaron puntajes de 7-8 luego del almacenamiento en frio (Fig. 2). Cuatro de las cinco introducciones que
presentaron una respuesta de tipo I, estan entre ellas. Las 4 introducciones con mejor color de chip, resultaron ser CCS 1330, CCS 1199,
CCS 1384 y LC 348 con puntajes de 8 luego del almacenamiento. Es interesante observar que dos de ellas, CCS 1330 y LC348 mostraron
respuestas de tipo II con un contenido promedio de azucares reductores de 2.63 y 3.48 mg/g de peso fresco luego del almacenamiento
(Fig. 1). Estos resultados evidencian que la asignacion de color mediante técnicas visuales como la carta de colores, es subjetiva. Es por
esto, que es recomendable contar con otros métodos mas precisos, como el colorimétrico.
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Figura 2. Color de chip (promedio) de tubérculos antes del almacenamiento (barras claras) y luego del almacenamiento en frio
(barras oscuras). Los tubérculos fueron almacenados a 4 °C durante dos meses. El color fue determinado visualmente con la Carta de
Colores desarrollada por el Instituto de Almacenamiento y Procesamiento de Produccion Agricola (Wageningen- Paises Bajos), siendo
9 el puntaje para los colores méas claros y 1 para los mas oscuros'®

Accession Freshly tuber FWMWAMWG4'C
CCS 1330
CCS 1198
CCS 1384
LC 348

Figura 3. Chips de tubérculos antes del almacenamiento y luego del almacenamiento a 4 °C, resistentes al endulzamiento inducido
por frio, evaluados por carta de colores'®

Incorporacion de nuevos genotipos
A partir de la campafia 2015-2016, se incorporaron 64 genotipos nuevos a la linea de trabajo, con el objetivo de abarcar una mayor
diversidad genética y fenotipica.
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Hoy contamos con la caracterizacion de tubérculos de 114 genotipos en cuanto a su comportamiento frente al endulzamiento inducido
por frio. Al presente, tenemos resultados de color de chips (contrastando la respuesta antes del almacenamiento a 4 °C como luego del
mismo) correspondientes a dos ensayos consecutivos en campo (Abra Pampa 2015-2016 y Abra Pampa 2016-2017) (Fig. 4). Los
resultados mostrados en el grafico corresponden a la evaluacion de color por Carta de colores. Es pertinente mencionar que contamos
con la evaluacion por colorimetria para los 114 genotipos en las dos campafias mencionadas (resultados no mostrados).

Asimismo, analizamos el contenido de azucares reductores por cuantificacion por HPLC de la campafia Abra Pampa 2015-2016 y nos
encontramos cuantificando los azucares de la campafia siguiente (Fig. 5).

Antes del aimacenamiento a 4 °C

muego del aimacenamiento a 4 °C

Purtaje de color (1-3)

=]
L8
Introducciones

Figura 4. Color de chips (contrastando la respuesta antes del almacenamiento a 4 °C como luego del mismo) correspondientes a dos
Ensayos consecutivos en campo (Abra Pampa 2015-2016 y Abra Pampa 2016-2017). Las barras claras corresponden al color de
tubérculos antes del almacenamiento y las oscuras al color de tubérculos almacenados en frio. Las lineas negras indican el desvio
estandar.

HLuego del almacenamiento a4 °C

Antes del almacenamiento a 4 8C

reductores {mg/g PF)

Contenido de azicarce

Introducciones

Figura 5. Contenido de azucares reductores cuantificados por HPLC correspondientes a la Campafia Abra Pampa 2015-2016. Las
barras claras corresponden al contenido de azuicares reductores en tubérculos antes del almacenamiento y las oscuras al contenido de
azucares reductores en tubérculos luego del almacenamiento en frio. Las lineas negras indican el desvio estandar. La linea negra en 2.5

mg/g de peso fresco indica el valor maximo de contenido de azucares reductores aceptado por la industria.

Los resultados obtenidos en la evaluacion del panel de 144 introducciones evaluadas durante estas dos campafias en campo, permitieron
la identificacion de 6 genotipos de papa nativa que presentaron colores de chips en el rango 7-9 tanto antes del almacenamiento en frio
como luego del mismo y un contenido de azicares reductores luego del almacenamiento que vario entre 0.29 y 0.68 mg/g de peso fresco

(Fig. 6).
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Figura 6. Introducciones de papa nativa que presentaron colores de chips en el rango 7-9 tanto antes del almacenamiento en frio como

luego del mismo y un contenido de azucares reductores luego del almacenamiento que vari6 entre 0.29 y 0.68 mg/g de peso fresco. La

fila superior corresponde a tubérculos frescos, la del medio a chips de papa antes del almacenamiento y la inferior a chips producidos
con tubérculos almacenados durante 2 meses a 4°C.

Pardeamiento enzimatico

Luego de cosechados los tubérculos se realizo la medicion del color utilizando un colorimetro, con el cual determinamos el parametro
DW, que es un indicativo del pardeamiento oxidativo. Esta medicion se realizé a tiempo 0 y a los 15, 30 y 60 minutos luego de cortados
los tubérculos. En la figura 7 se grafico la variacion de DW entre el tiempo 60 y el tiempo 0. Se observo un comportamiento amplio en
la coleccion estudiada respecto a éste fendmeno. Cabe aclarar que como se fueron incorporando introducciones a lo largo de las
diferentes campaiias, algunas presentan 1 o 2 valores de deltaDW. Es destacable resaltar que las papas que poseen pulpa coloreada (por
ejemplo 17, 42, 106 entre otras) poseen valores de delta DW negativos, ya que este valor representa la distancia al blanco. La diversidad
observada en el panel estudiado en cuanto al grado de pardeamiento enzimatico se corresponde con la amplia variabilidad genética
presente en las papas nativas y resalta la importancia de la conservacion del germoplasma andino. Los resultados obtenidos podrian
sentar las bases para la seleccion de variedades candidatas de interés industrial.
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Figura 7. Grado de pardeamiento enzimatico en papas nativas calculado segin DW (distancia al blanco) = [(100 — L*)2 +a*2 +
b*210.5. Se calculo DW a tiempo 60 y a tiempo 0 y se graficd la diferencia.

Contenido de Acido clorogénico

Se observé una gran variabilidad en el contenido de dcido clorogénico entre los 109 genotipos analizados. El promedio entre las dos
campaiias fue de 12,57 ppm y el rango entre 0,81 y 107,51 ppm. Los primeros 99 genotipos poseen un contenido de ACG cercano al
promedio (hasta el doble), luego 5 genotipos intermedios que llegan hasta el triple de ACG y en el extremo derecho de la tabla se
destacan las variedades 42, 17, 106, 64 y 123 que poseen valores promedio entre 107 y 51 ppm. La particularidad de estos genotipos es
que poseen la pulpa altamente pigmentada: el genotipo 42 de color violeta fuerte, la 17 y 106 ptrpura y la 106 y la 64 amarilla con una
mancha rosa en el centro (Figura 8).
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Figura 8. Contenido de Acido clorogénico en ppm en variedades andinas. Los datos corresponden al ensayo realizado en Abra Pampa
durante la campaiia 2016-2017. Las lineas indican el desvio estandar para los genotipos que tuvieron repeticion en los dos ensayos.

CONCLUSIONES

El uso de germoplasma nativo ha sido propuesto como exploratorio para la busqueda de introducciones con buena calidad nutricional e
industrial. El panel evaluado en la presente investigacion mostr6 una amplia diversidad en cuanto al contenido de acido clorogénico, al
pardeamiento enzimatico y a la respuesta frente al endulzamiento inducido por frio. Se encontraron 5 introducciones andinas con un
contenido de 4cido clorogénico alto, 4 con colores de chip y contenido de azlicares reductores aceptables para la industria tanto antes
como luego del almacenamiento en frio y un grupo de variedades andinas tolerantes al pardeamiento enzimatico. Actualmente
continuamos con la caracterizacion de un grupo adicional de genotipos del panel que son promisorios a ser resistentes al endulzamiento
inducido por frio. Contamos con datos de color de chips, evaluados por carta de colores y colorimetria correspondientes a dos campanas,
y estamos analizando el contenido de azucares reductores que corresponde a la segunda campaia. La tercera campana en curso permitira
completar estos resultados.

Todas estas caracteristicas generan un agregado de valor en este material ancestral que lo vuelve susceptible de ser explotado por
productores locales y potencialmente insertado en los mercados.
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RESUMEN

En Argentina, el cultivo comercial de nuez pecén [Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch] crece exponencialmente. Dado su alto
contenido de lipidos, la obtencion de aceite es una alternativa de industrializacion. El aceite de nuez pecan es rico en compuestos
bioactivos, ya que constituyen una fuente importante de acidos grasos insaturados (UFA) beneficiosos para la salud, ademas de un bajo
contenido en acidos grasos saturados (SFA). El objetivo de esta investigacién fue obtener el perfil de acidos grasos de aceites de nuez
pecan cultivadas en la provincia de Entre Rios (Argentina). Para ello se elabor6 aceite de las variedades Shoshoni, Success, INTA Delta
I, Starking, Stuart, Desirable, Kernodle, Mahan y Cheyenne. Los resultados obtenidos revelaron una baja proporcion de SFA, alcanzando
un rango de 8 - 10% respecto del total de acidos grasos y una alta proporcion, 90 - 92%, de UFA. De los UFA, el acido oleico fue el que
se encontrd en mayor proporcion, siendo su variacion entre 49,44 y 67,71%. El 4cido linoleico presente en los aceites estuvo
comprendido entre 22,56 y 38,94 % del total de acidos grasos, mientras que el acido linolénico varié entre 0,91 y 1,73 %. Esta alta
proporcion de acidos grasos insaturados, entre los que se encuentran acidos grasos omega 3 y omega 6, confiere a los aceites de nuez
pecén cultivadas en Argentina propiedades funcionales.

Palabras clave: aceite, nuez pecén, perfil lipidico, Argentina.

ABSTRACT

In Argentina the cultivation of pecan tree [Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch] is increasing exponentially. Given its high lipid
content, the pecan oil production is an industrialization alternative. Pecan oil is rich in bioactive compounds that are an important source
of unsaturated fatty acids (UFA) and beneficial to health. In addition pecan oil has a low content of saturated fatty acids (SFA). The
objective of this research was to obtain the fatty acid profile of pecan nut oils cultivated in the province of Entre Rios (Argentina). Pecan
oil produced from the Shoshoni, Success, INTA Delta I, Starking, Stuart, Desirable, Kernodle, Mahan and Cheyenne cultivars was
investigated. The results obtained revealed a low SFA proportion, reaching a range of 8 - 10% of total fatty acids and a high UFA
proportion, 90 - 92%. Of the UFA, the oleic acid was the one that was found in greater proportion, being its variation between 49.44
and 67.71%. The linoleic acid present in the oils was between 22.56 and 38.94% of the total fatty acids, while the linolenic acid varied
between 0.91 and 1.73%. This high proportion of unsaturated fatty acids, among which are omega 3 and omega 6 fatty acids, gives the
pecan oils grown in Argentina functional properties.

Keywords: oil, pecan nut, lipid profiles, Argentina.

INTRODUCCION

La nuez pecan [Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch] pertenece a la familia de las Junglandaceae y es un cultivo originario de
Estados Unidos y el norte de México (1). Actualmente el cultivo se puede encontrar en otros paises de América como Argentina, Chile
y Brasil y en Australia, Israel y en el sur de Africa (2, 3).

El contenido de lipidos de la nuez pecén varia de 65 a 75%. (4, 5, 6, 7). Su composicion depende de la variedad, del grado de madurez,
de la localizacidn del cultivo, del afio de produccion y de la composicion del suelo (8, 9, 10). En los ultimos afios se ha valorado el
desarrollo de aceites comestibles ricos en compuestos bioactivos, entre los que se encuentran los aceites obtenidos a partir de nueces de
pacan (4), que constituyen una fuente importante de acidos grasos insaturados (UFA) beneficiosos para la salud, ademas de un bajo
contenido en &cidos grasos saturados (SFA) (11).

Entre los UFA presentes en el aceite de nuez de pacan se encuentran principalmente &cidos grasos monoinsaturados (MUFA) y una
buena cantidad de grasas poliinsaturadas (PUFA). Estudios recientes han demostrado que el consumo de MUFA puede disminuir el
colesterol LDL, proteger contra enfermedades coronarias, regular la presion arterial y tener efectos beneficiosos sobre los factores de la
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coagulacion, inflamacion y activacion endotelial (12, 13). Asimismo, se ha demostrado que el consumo de PUFA ha reducido el riesgo
de contraer enfermedades cardiovasculares, inflamatorias (14) hipertension arterial y resistencia a insulina (15, 16), como asi también
propiedades antitromboticas, antiateroscleréticas (17); y efectos protectores contra la diabetes renal (18).

El analisis de acidos grasos es cada vez mas importante, ya que mas personas lo demandan por sus atributos nutricionales vinculados
en la salud (19). Fernandes y col. (2017) (7) cuantificaron el perfil de &cidos grados de nuez pacén de Brasil, encontrando que el acido
graso predominante fue el &cido oleico (49,6-62,1 g/100 g aceite), seguido de acido linoleico (27,2-37,71 g/100 g aceite), &cido palmitico
(6,4-7,6 1 9/100 g aceite), acido estearico (2,2-2,81 g/100 g aceite), &cido linolénico (1,4-1,91 g/100 g aceite) y en menor proporcién
los &cidos miristico y palmitoleico. Wakeling et al. (2001) (20) determinaron la composicién de acidos grasos en variedades de pecan
cultivadas en Australia, encontrando también que el &cido graso predominante fue el acido oleico (53,38-57,28g/100 g aceite), seguido
de acido linoleico (31,50-34,24 g/100 g aceite), acido palmitico, acido esteérico y acido linolénico. Villarreal-Lozoya y col. (2007) (21)
encontraron igual ordenamiento en la composicion de acidos grasos de variedades cultivadas en Estados Unidos. Sin embargo, Rivera-
Ranger y col. (2018) (4) obtuvieron que el acido predominante fue linolénico (60,36-66,81%) para diferentes variedades de nuez pacén
cultivadas en México, seguido de los acidos oleico, palmitico, linolénico, miristico y trazas de laurico, palmitoleico, estearico y
eicosanoico.

Referido a la obtencion de aceite de nuez pacan, éste es un aceite comestible obtenido por prensado de la nuez pacan, pudiendo emplearse
prensas hidraulicas o de tornillo. Su sabor es neutro y esta considerado como un producto gourmet (22).

Actualmente en Argentina la produccion de aceite de nuez pacan es en baja escala. Sin embargo, en los Gltimos afios, el cultivo comercial
del pecan ha crecido exponencialmente, lo que permitira a mediano plazo ubicar a la Argentina como uno de los tres principales
productores mundiales de este fruto seco y como el principal exportador mundial de productos en base a pecan con alto valor agregado
(23).

A la fecha no se han encontrado publicaciones que hagan referencia al perfil de &cidos grasos de aceites obtenidos a partir de variedades
de nuez pacan cultivadas en Argentina, por lo que resulta de interés su estudio con el fin de evaluar sus propiedades funcionales; lo que
proporcionaria nuevas oportunidades de comercializacion e ingresos para las industrias elaboradoras.

El objetivo de este estudio fue obtener el perfil de &cidos grasos de aceites de distintas variedades de nuez pacan cultivadas en la
Provincia de Entre Rios, Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de nuez pecan

Se trabaj6 con nueces de pecan de las variedades INTA Delta I, Shoshoni, Success, Starking, Stuart, Desirable, Kernodle, Mahan y
Cheyenne. La variedad INTA Delta | se recolectd de campo de la Estacién Experimental Agropecuaria de INTA Concordia (Entre Rios)
y las restantes variedades fueron adquiridas en comercio de la localidad de San José (Entre Rios) en la campafia 2016 durante la estacion
de otofio (de abril a junio).

Una vez adquiridas las nueces estas se limpiaron, clasificaron y secaron hasta un contenido de humedad de 4% y se conservaron a 5°C
por un periodo inferior a 2 meses.

A continuacion, las nueces fueron craqueadas mecanicamente con una cascadora marca Lamaza y peladas en forma manual. Después
de la eliminacidn de los granos podridos y necroticos, las mitades sanas de nuez pecan se almacenaron a -30 °C en freezer marca Gafa
hasta el momento de elaborar el aceite.

Extraccion de aceite

Para la elaboracion del aceite, las nueces congeladas se molieron en trituradora industrial Marca Freire, modelo 32, a continuacién se
envolvio en tela filtrante en lotes de 2kg, se ajust6 la temperatura a 40°C en estufa (Instrumentalia modelo DHG-9240) y se extrajo el
aceite en prensa hidraulica abierta marca Morano a la que se le adapté un sistema de platos en la Estacién Experimental Agropecuaria
del INTA Concordia, a una presion de 200kgf/m?. El aceite obtenido se dej6 decantar 20 dias a 5 °C para separar las impurezas. Los
aceites se transvasaron y se guardaron a -30 °C en freezer marca Gafa hasta el momento en que se realizaron los ensayos en laboratorio.
Preparacion de metil éster de acidos grasos

La determinacion del perfil de &cidos grasos del aceite de pecan se realizo mediante la sintesis directa de metil ester de acidos grasos
(FAME) acorde a lo publicado por O"Fallon y col. (2007) (19). A continuacion se describe la metodologia: se colocé 40 uL de aceite
en un tubo apto para centrifugar, 1 mL de estandar interno &cido undecanoico (C11:0) de 0,5 mg/mL; 0,7 mL de KOH 10N y 5,3 mL
de CH3OH. Una vez mezclado el tubo se incub6 a 55+0,1 °C en bafio de agua durante 90 minutos con vigorosa agitacién durante 5
segundos cada 20 minutos con la ayuda de un agitador vortex (VELP Scientifica modelo ZX3) para permear, disolver e hidrolizar la
muestra. A continuacién se enfri6 en un bafio de agua fria hasta aproximadamente 20 °C y se agregaron 0,6 mL de solucién de H2SO4
24N, forméandose un precipitado de K;SO4. Seguidamente el tubo se incubd y enfrié nuevamente en las condiciones antes sefialadas.
Posteriormente, se afiadieron al tubo 3 mL de hexano, y se mezclé en equipo vdrtex durante 5 minutos. Por Gltimo, se centrifugé en
centrifuga MRC, modelo CENHBN-600ML-2 a 2000 rpm durante 5 minutos. La capa de hexano se colocé en un vial de cromatografia
gaseosa (CG) para su posterior inyeccion en cromatégrafo gaseoso. Por cada aceite de cada variedad de nuez pecan se realizaron 3
repeticiones del procedimiento.

Perfil de acidos grasos
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Se determiné mediante CG con un equipo, marca Perkin Elmer, modelo CLARUS 680, equipado con automuestreador Combi PAL. Se
utiliz6 columna capilar HP-88 de 100 m de largo x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espesor de pelicula. EI programa de
temperatura de la columna fue el siguiente: temperatura inicial de 70°C, la que se mantuvo durante 2,5 minutos, posteriormente se
aumento a 165°C a una velocidad de 10 °C/ minuto y, finalmente a una velocidad de 3 °C/ minuto se elevd a 240 °C, permaneciendo 10
minutos. Se utilizé nitrdgeno como gas portador a una velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto. Tanto el inyector como el detector se
mantuvieron a una temperatura de 250 °C. La identificacion de los componentes se realizé comparando los tiempos de retencion de los
componentes en las muestras con la de aquellos de estdndar puro (FAME 37, Supelco Inc. Bellefonte, PA, Estados Unidos). La
cuantificacién de los componentes se realiz6 mediante el método de estandar interno, empleando &cido undecanoico. El contenido de
cada uno de los acidos grasos identificados se expresé como valor porcentual en relacidn al contenido total de los mismos (24).
Andlisis estadistico

Las medias del valor porcentual de cada acido graso de las diferentes variedades de aceites fueron comparadas mediante Analisis de
Varianza y Test de Rango Multiple segun Tukey (p<0,05) con software MiniTab version 16.

RESULTADOS Y DISCUSION

La composicion de acidos grasos en los aceites de nuez pecan dependio de la variedad estudiada. La Tabla 1 muestra que la composicion
de &cidos grasos insaturados (UFA) vari6 entre 90 y 92% del total de &cidos grasos presentes en los aceites, siendo los aceites de
Kernodle, Desirable y Shoshoni los que presentaron mayor proporcion de estos acidos.

De los UFA el &cido oleico fue el que se encontré en mayor proporcion, siendo su variacién entre 49,44 y 67,71%; para las variedades
Starking y Desirable, respectivamente. Estos resultados coinciden con la literatura que sefiala que el acido oleico es el &cido graso mas
comunmente encontrado en la naturaleza y el acido omega 9 mas abundante en los alimentos; por lo que resulta de interés desde el punto
de vista de las industrias nutricionales y alimenticias, ademas de sus propiedades beneficiosas en la reduccién de la oxidacion del
colesterol LDL y de ser un precursor de la produccién de la mayoria de los otros acidos grasos poliinsaturados y hormonas (7, 25).
Dependiendo de la variedad de nuez pecan, el acido linoleico presente en los aceites estuvo comprendido entre 22,56 y 38,94 % del total
de &cidos grasos, mientras que el &cido linolénico varié entre 0,91y 1,73 %. Estos &cidos grasos omega 6 y omega 3, respectivamente,
son catalogados como esenciales ya que no pueden ser sintetizados por el organismo [26], por lo que deben ser aportados por la dieta
(27). Los aceites de Starking, Cheyenne e INTA Delta | fueron los que tuvieron mayor proporcién de estos 4cidos grasos esenciales. De
acuerdo con la FAO (2010) (28) el requerimiento minimo diario es del 1% del total de &cidos grasos de la dieta para omega 6 y 0,2%
para omega 3, por lo que todos los aceites de nuez pecan caracterizados cumplen con el requerimiento sefialado por la FAQO.

Al agrupar datos de todas las variedades, se encontré una correlacién inversa entre acido oleico y linoleico (R? = 0,956 &cido linoleico
=-2,1563 &cido oleico + 70,197), indicando una posible interconversion entre estos acidos grasos en una determinada variedad de nuez
pecan (9, 21).

Tabla 1: Composicion de acidos grasos monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA) correspondiente a aceites de distintas
variedades de nuez pécan cultivadas en la provincia de Entre Rios, Argentina. Los resultados se encuentran expresados en porcentaje
(%) referido al total de &cidos grasos presentes en el aceite.

. Ac. Ac. Aci_do Acido Oleico  Ac. Linoleico Ac. Linolénico Ac. Ertdico
Variedad Paégfg'f)'co Hepzacdleﬁal;‘o'co (Cci'ge:'foT) (C18:1C)  (Cl8:2n-6)  (C18:3n-3)  (C20:1)
Shoshoni  0,07+001cd  0,05+0,00abc  0,03:000a 62,64%0,10c  27.27+0,07f  1,20t000e  0,27+0.01 a
Desirable 0,08+0,01bc  0,06+0,00ab  0,01+00la 67,71+004a  2256+0,02h 0,09+001g  0,26+0,01a
Kernodle 0,07+000d  006+0,0lab  002+00la 62,26+041c  2840+032e 1,12+001f  027+0,01a

Success 0,10:00la  006+000a  002+0,00a 6501+011b 2507+006g 0910,00h  0,26+0,00a
Mahan 007+000cd  005:001bc  0,03+0,0la 59,63t002e 29.37+005d  1,2940,02d  0,20+0,00 bc
Starking 0,08:000bc  0,040,00c  0,02:00la 4944+001h  3894:002a 173t00la  0,18+0,0lc
Stuart  0,08+000bcd  0,05:0,00abc  0,02+0,0la 60,99+006d  28,61+003e  122+00le  027+00la
Cheyenne 0,08+0,00bc  005:000bc  002:00la 525240049 3677t00Lb  133000c  0,28+0,0la
[I)':Jfl 0,0940,00b  006+0,0labc  002+¢001a 5454+009f  33,00+008c  1,47+000b  0,2140,00 b

Valores medios + desviacion estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de diferentes

variedades para un mismo acido graso (p < 0,05).
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La proporcién de SFA en los diferentes aceites de nuez pecan fue baja, alcanzando un rango de 8 y 10% respecto del total de &cidos
grasos. Los acidos grasos saturados predominantes fueron palmitico y estearico; los aceites de Starking e INTA Delta | tuvieron mayor
cantidad de estos acidos.

Tabla 2: Composicion de acidos grasos saturados (SFA) correspondiente a aceites de distintas variedades de nuez pécan cultivadas en
la provincia de Entre Rios, Argentina. Los resultados se encuentran expresados en porcentaje (%) referido al total de acidos grasos
presentes en el aceite.

< _ Ac. P - Ac. P -

Variedad ,(Oé:.ml_i’oa;lmltlco Margarico ?&(::igzt)eanco Araquidénico ,(Bgéz_lg)ehemco
) (C17:0) ' (C20:0) )

Shoshoni 5,79+0,07 d 0,05+0,00a 2,47+0,02e 0,13+0,01c 0,03+0,00 ab
Desirable 5,40+0,02 f 0,06+0,00a 2,72+0,02cd 0,14%0,01 abc 0,02+0,00 b
Kernodle 5,65+0,10de  0,06+0,01a 1,96+0,03h  0,10+0,00d 0,03+0,00 ab
Success 5,52+0,12ef  0,06£0,00a 2,82+0,04b  0,15+0,00 a 0,02+0,00 b
Mahan 6,11+£0,10 c 0,06£0,00a  3,02+0,02a 0,14+0,00 a 0,03+0,01 ab
Starking 6,68+0,01 a 0,06+0,01a 2,65+0,01d 0,14+0,00 abc 0,03+0,00 a
Stuart 6,33£0,04 bc  0,06+0,00a 2,22+0,04g 0,124+0,01c 0,03+0,00 ab
Cheyenne 6,42+0,03 b 0,06+0,00a 2,34+0,02f 0,13+0,00 bc  0,03%0,00 ab
INTADeltal 6,69+0,13 a 0,07£0,01a  2,78+0,01 bc 0,14+0,00 ab 0,03+0,00 ab

Valores medios + desviacion estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de diferentes variedades
para un mismo acido graso (p < 0,05).

A los aceites de perfil lipidico como los caracterizados en la presente investigacion, que poseen con alto contenido de UFA y el bajo
contenido en SFA se les atribuye propiedades saludables, tales como menor riesgo y prevencion de contraer enfermedades coronarias,
mejora del perfil lipidico sanguineo asociado a la reduccién de los niveles de lipoproteina de baja densidad (LDL) e incremento de los
niveles de lipoproteina de alta densidad (HDL), mejora de la presion arterial y papel protector en las enfermedades neurodegenerativas
27).

CONCLUSIONES

Los resultados de la investigacion posibilitaron la obtencion del perfil de acidos grasos de aceites de nuez pecan de las variedades
Shoshoni, Success, Cheyenne, Stuart, Desirable, Kernodle, Mahan, Starking e INTA Delta I; cultivadas en Entre Rios, Argentina. Los
aceites mostraron diferente perfil de acidos grasos, dependiendo de la variedad de la materia prima empleada; lo que podria ser utilizado
para la fabricacion de aceites orientados a mercados especificos, como una herramienta de marketing.

En todos los aceites se observé una alta proporcién de acidos grasos monoinsaturados, particularmente de acido oleico (omega 9), cuyo
rango de variacion fue entre 49,44 y 67,71 %; ademas, el acido linoleico (omega 6) estuvo comprendido entre 22,56 y 38,94 %, y el
acido linolénico (omega 3) vari6 entre 0,91 y 1,73 %. El contenido de acidos grasos cumple con los requerimientos sefialados por la
FAOQ, por lo que podria atribuirse a estos aceites de nuez pecan propiedades beneficiosas para la salud.
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RESUMEN

La nuez pecan (Carya illinoinensis) se comercializa entera (con cascara) o pelada, en forma de mariposa. Dado que, durante la obtencion
de nuez sin céscara, se produce generalmente la ruptura de la mariposa, se origina en consecuencia un subproducto con menor valor de
comercializacion. Sin embargo, la mariposa rota podria ser aprovechada como insumo para la formulacion de alimentos de buena calidad
nutricional. El objetivo del presente trabajo fue encontrar una alternativa comercial para este subproducto, mediante el desarrollo de una
barra de cereal que contenga nueces partidas de pecan. Las mismas, provistas por la estacion experimental INTA-Delta, fueron utilizadas
como componente mayoritario de los ingredientes solidos en la formulacidn. Para tal fin, se disefié un equipo para producir barras de
cereal para pequefios emprendedores. Se desarroll6 una formulacion basica de barra (simil barra de cereal) utilizando como componentes
mayoritarios nuez pecan, trigo inflado azucarado y arroz inflado azucarado. El proceso para la elaboracion de la barra de nuez pecan
consistié en la preparacion del aglutinante (a partir de azicar blanca, acetite de girasol, jarabe de maltosa y agua) en una paila de acero
inoxidable de fondo esferoide, con quemador a gas, hasta alcanzar los 115 °C. A continuacion de la incorporacion de los ingredientes
sélidos, la mezcla se trasvaso a una bandeja rectangular y, luego de la solidificacion de la mezcla, se cortaron las barras de cereal
(aproximadamente con un peso de 15g c/u). Para la caracterizacion quimica de las mismas se midieron los siguientes parametros:
contenido de humedad, cenizas, proteinas, lipidos totales, perfil de acidos grasos por GC-FID. Se determin6 ademas el contenido de
tocoferoles por HPLC-RF en fase reversa con deteccion de fluorescencia. Se analizé el contenido de fenoles totales por el método de
Folin-Ciocalteu, taninos condensados por el método de la Vainillina y capacidad antioxidante por el método del DPPH. A partir de las
determinaciones nutricionales, se calcul6 el valor energético de la barra de cereal. De acuerdo con las determinaciones, el producto
obtenido representa unos 71,85 kcal por unidad, con un aporte de proteinas de 6,1%, 32,9% de grasas totales y 57,1% de hidratos de
carbono. El perfil de &cidos grasos se caracteriz6 por un bajo contenido de acidos grasos saturados (10%), mientras que el contenido de
&cidos grasos insaturados fue elevado (90%), predominando el &cido oleico (66%). Respecto de las vitaminas y compuestos
antioxidantes, las barras presentaron un contenido de 0,26 mg de tocoferoles, aportado principalmente por y-tocoferol; 20,4 mg de
catequina equivalente por g muestra en la cuantificacion de polifenoles totales y una actividad antioxidante total de 18,8 mg de trolox
equivalente por gramo. Los resultados obtenidos indican que este producto constituye una fuente importante de acidos grasos saludables,
asi como de vitaminas antioxidantes, destacando sus cualidades nutricionales, ademas de ofrecer una alternativa de comercializacion a
la produccion de un cultivo regional de creciente importancia, agregando valor al producto base.

Palabras clave: nuez pecan, barra, cereales, Carya illinoinensis, vida util.

ABSTRACT

The pecan nut (Carya illinoinensis) is sold whole (with shell) or peeled, in the form of a butterfly. During the production of shelled
walnuts, and because of the ruptures underwent by the butterflies, a by-product with a lower commercialization value is usually obtained.
However, the broken butterfly can be used for the formulation of foods with good nutritional quality. The objective of the present work
was to find a commercial alternative for this by-product, through the development of a cereal bar containing split pecan nuts. The nuts
were provided by the INTA-Delta Experimental Station, were used as a major component of the solid ingredients in the formulation..
For this purpose, pilot equipment was designed to produce cereal bars for small entrepreneurs. A basic bar formulation (cereal bar simile)
was developed using as a major component pecan nut, sweetened puffed wheat and sweetened puffed rice. The process for the
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preparation of the pecan nut bar consisted in the preparation of the binder (from white sugar, sunflower oil, maltose syrup and water) in
a stainless steel pan with spherical bottom with gas burner until reaching the 115 °C. After the solid ingredients were incorporated, the
mixture was transferred into a rectangular tray, and after the solidification, the cereal bars were cut (approximately weighing 15 g each).
For the chemical characterization, different parameters were determined: moisture content, ash and proteins, total lipids, fatty acid profile
by GC-FID. The content of tocopherols was also determined by reverse phase HPLC-RF with fluorescence detection. The content of
total phenols was analyzed by the Folin-Ciocalteu method, tannins condensed by the Vanillin method and antioxidant capacity by the
DPPH method. From the nutritional determinations, the energy value of the cereal bar was calculated. The product obtained represents
71.85 kcal per unit, with a protein content of 6.1%, 32.9% of total fats and 57.1% of carbohydrates. The fatty acid profile was
characterized by a low content of saturated fatty acids (10%), while the content of unsaturated fatty acids was high (90%), with oleic
acid predominating (66%). Regarding the vitamins and antioxidant compounds, the bars contains 0.26 mg of tocopherols, mainly in the
form of y-tocopherol; 20.4 mg of equivalent catechin per g sample in the quantification of total polyphenols and a total antioxidant
activity of 18.8 mg of equivalent trolox per gram. The results indicate that this product represents an important source of healthy fatty
acids, as well as of antioxidant vitamins, highlighting their nutritional qualities, but also offering an alternative for the successful
marketing of the production of a growing regional crop, adding value to the base product.

Keywords: pecan nut, bar, cereals, Carya illinoinensis, shelf life.

INTRODUCCION

La nuez pecan es el fruto de un arbol de gran porte, también denominado Pecan (Carya illinoinensis). Es el Gnico nogal de origen
americano Yy su historia se remonta al siglo XVII en la cuenca de los rios Mississippi-Missouri en la zona centro-sur de los Estados
Unidos. Su nombre “pecan” o “pecana” deriva del vocablo indigena algonquin “Pakan”, que alude al fruto como “nuez que requiere una
piedra para romperse”. A nivel mundial, la Argentina ocupa el tercer lugar en superficie con 6.000 hectareas implantadas con pecén, de
las cuales sélo el 25% son plantaciones en plena produccion, en tanto el 75% restante esta formado por arboles que recién comienzan a
producir o aln se encuentran en una etapa juvenil. Por su parte, Estados Unidos y México representan méas del 90% de la superficie y
produccion global (1). El Pecan lleg6 a nuestro pais en el siglo X1X, a través de semillas introducidas por Domingo Faustino Sarmiento.
Si bien el Pecan se halla distribuido en distintas provincias del pais, su habitat ideal corresponde a la zona del Delta del Parana, en la
region Pampeana donde a mediados del siglo XX se experimentd con este cultivo con el apoyo del INTA. Las principales areas de
plantacidn se localizan en Entre Rios, Buenos Aires, Delta del Parang, y Misiones, existiendo también plantaciones menores en otras
provincias. El cultivo de nuez pecan ha tenido un sostenido crecimiento en nuestro pais en los Gltimos afios, lo que nos ha llevado a ser
el tercer pais con mayor nimero de has implantadas, si bien alrededor del 70-80% tienen arboles con pocos afios de edad. Los volimenes
que se exportan son de nuez sin pelar, mientras que los volumenes para consumo local, tienen en el pais un nivel de industrializacion
poco desarrollado, con escasas excepciones (2). Entre los productos ofrecidos localmente, el de mayor volumen es la nuez pelada o
mariposa (aprox. 50% sobre la nuez entera), en cuyo procesamiento se obtiene también una gran cantidad de mariposas partidas. La
nuez partida o rota, constituye un producto de menor valor, representando la mayoria de las veces, como minimo, un 40% del total del
peso de la mariposa o fruto descascarado. Sin embargo, dado que la huez pecan posee cualidades nutricionales destacables, por ser una
importante fuente de grasas poliinsaturadas, fibras y proteinas, las mariposas rotas pueden ser destinadas a la elaboracién de un alimento
de alto valor nutricional, lo que implicaria un importante aporte a la cultura alimenticia nacional, agregando valor al producto base. Es
asi que en el marco del PNAIyAV 1130043 se desarroll6 un producto de consumo masivo, como es la barra de cereal, que permitiera
un aprovechamiento més integral.

Los objetivos del presente trabajo fueron 1) desarrollar un producto de consumo masivo, como es la barra de cereal, a partir de nuez
pecan partida, que permitiera su aprovechamiento, con la intencién de agregar valor a la nuez pecan y 2) realizar la caracterizacion
guimica de la barra de cereal con nuez pecan.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos fueron realizados en los afios 2015-2016. Las muestras de nuez pecan (enteras) fueron provistas por el INTA Delta.
Disefio y Fabricacion del Equipo

Los participantes de INTI, junto con una empresa privada, redisefiaron y adaptaron un equipo (similar a uno comercial utilizado en
Taiwan, Republica de China), para producir barras de cereal para pequefios emprendedores. El equipo consistio de una paila a gas de
poder calorifico regulable, en acero inoxidable (AlSI 316) la cual permite alternativamente utilizarla con energia eléctrica (220 V) o gas
natural. Accesorios: bandejas de acero inoxidable (AISI 316) con muescas de dos tamafios para producir barras chicas o tipo industrial
y/o barras grandes o tipo artesanales; dos guias para corte (AISI 316); rodillo de acero inoxidable (AISI 316), con relleno de viruta de
acero para facilitar el calibrado de la mezcla de ingredientes sobre las bandejas.

Formulacién

Para el desarrollo de la barra de nuez pecan, la formulacion cualitativa consistio en: nuez pecan partida comprendidas entre 13y 4,75
mm (barra industrial); arroz inflado azucarado; trigo inflado azucarado; azUcar; jarabe de alta maltosa; aceite de girasol alto oleico y
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agua. En la formulacién se incluy6 también trigo y arroz, por ser cereales de bajo contenido graso, para no incrementar valor cal6rico
del producto.

Proceso de elaboracion de las barras

El proceso de elaboracion de la barra de nuez pecan consistié en la preparacion del aglutinante (a partir de jarabe de alta maltosa, azucar
blanca, aceite de girasol de alto oleico y agua) en la paila, con monitoreo de la temperatura, hasta alcanzar los 115 °C. Posteriormente,
se incorporaron los ingredientes secos (nuez pecan partida, arroz inflado y trigo inflado). Se realizé la mezcla en forma manual durante
algunos segundos y luego, la mezcla se colocé en la bandeja rectangular de acero inoxidable y se procedié con el calibrado final con el
rodillo de acero inoxidable. Los cortes se realizaron con cuchillo utilizando la guia encastrada en las muescas longitudinales y
transversales de la bandeja de acero inoxidable, hasta obtener las barras de cereal. En promedio, las mismas, pesaban 15 g c/u.
Andlisis realizados

Una vez obtenidas las barras de cereal con nuez pecan, se realizaron los analisis quimicos: humedad, proteinas, grasa total, cenizas (3).
Perfil de &cidos grasos: extraccion de los lipidos modificado, metilacion acida de los &cidos grasos y cuantificacion por cromatografia
gaseosa con detector FID (4). Tocoferoles (5). Capacidad antioxidante (6). Polifenoles totales (7) y taninos condensados (8).

RESULTADOS Y DISCUSION
La Fig.1 muestra la paila, las bandejas de acero y el rodillo utilizados para la elaboracion de las barras de cereal con nuez pecan.

Figura 1: Paila, bandejas y guias para corte (acero inoxidable), y rodillo

La Fig. 2, muestra los pasos seguidos hasta la obtencion de las barras individuales.
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Figura 2. Pasos para la obtencion de las barras de nuez pecan. a) Preparacion del jarabe. b) Incorporacidn de los ingredientes sélidos y
mezclado. c) Calibrado manual. d) Calibrado con rodillo. €) Producto fraccionado (barras)

La linea de produccion desarrollada permitié obtener 75 barras cada 45 minutos, aproximadamente, requiriendo ocupar a tres operarios,

aungue el proceso puede ser ajustado a dos operarios.
La formulacion bésica desarrollada, permiti6 obtener una barra de tamafio tradicional con la siguiente composicion (Tabla 1):

Tabla 1. Composicion quimica de la barra de nuez pecan

Muestra Por 100 g Por unidad (15 g)
Humedad 3,00 ¢ 04449
Cenizas 1,219 0,189
Proteinas 6,19 091g¢g
Grasa total 329¢ 494 ¢
y- tocoferol 1,43 mg 0,21 mg
a-tocoferol 0,27 mg 0,04 mg
Tocoferoles totales 1,70 mg 0,26 mg

Asimismo, también se determind el perfil de acidos grasos (Fig. 3). Como puede observarse en la figura, la cantidad de &cidos grasos
saturados de cadena larga (C16:0 acido palmitico, C18:0 acido estearico) fue muy baja (7,28% y 2,93%, respectivamente). En cambio,
fue significativo el aporte de acidos grasos monoinsaturados, en la forma de acido oleico (65,70%; C18:1 n9) y de &cido linoleico
(23,18%, 18:2 n6).

65,70

2318

- ’ 0,95

16:00 18:00 18:1n9 18:2n6 18:3n3

Figura 3. Perfil de acidos grasos de la barra de nuez pecan, expresado en % de grasa total

Tabla 2. Contenido de polifenoles totales, taninos condensados y actividad antioxidante total de la barra de nuez pecan con cereal

tradicional
Barra de Nuez Pecan con Cereal Tradicional
Polifenoles totales
(mg acido galico/100g) 2037 +72
Taninos condensados
. . 5+1
(mg catequina equivalente/g)
Actividad antioxidante total 749 + 56
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En la Tabla 2, se presentan los valores obtenidos, en cuanto a las cantidades de polifenoles totales, taninos condensados y actividad
antioxidante total, segun los analisis realizados sobre las muestras. Esto representa una cantidad muy importante de este tipo de
compuestos, que para fines comparativos, seria equivalente al que aportarian 2 manzanas rojas, 70 uvas rojas, 3,5 kiwis, 7 duraznos, o
5 ciruelas (9).

Como es sabido, los compuestos fendlicos actian como antioxidantes, desactivando los radicales libres, minimizando el dafio y
protegiendo el organismo en la incidencia de enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, algunos tipos de cancer y otras enfermedades
degenerativas (10). Ademas, los frutos secos son una importante fuente de taninos condensados, responsables de las cualidades
sensoriales, incluyendo el color y el sabor astringente (11). Por su parte, los taninos tienen actividad antioxidante mutagénica y
antimicobiana. Disminuyen los lipidos en sangre, la tension arterial y modulan la respuesta inmunoldgica dependiendo de la cantidad y
tipo de taninos consumidos.

En relacién a la formulacion basica, los datos obtenidos de la composicién centesimal fueron evaluados desde el punto de vista
nutricional. Si bien la barra representa un aporte interesante en muchos aspectos, seria deseable poder aumentar el nivel de fibra y
disminuir el valor calérico y la cantidad de azucar utilizada. En funcidn de esto, se propone a futuro continuar con un disefio mejorado,
realizando pruebas que permitan reemplazar, en la formulacion bésica, parte del jarabe de maltosa y el azlcar por polidextrosa, al igual
que reemplazar parte del cereal inflado por avena, de modo de elevar el nivel de fibra dietaria.

Un analisis preliminar, evaluando la vida util las barras de nuez pecan envasada en un film trilaminar (exterior poliéster, 12 micrones;
aluminio, 7-9 micrones: barrera gases y de polietileno de alta densidad: PEAD, 60 micrones), a través de indicadores de calidad higiénico
sanitaria, de calidad sensorial y de calidad nutricional, sugiere que las barras permanecen estables por al menos dos meses. Este resultado
puede considerarse como altamente promisorio, considerando que este tiempo es adecuado, desde el punto de vista comercial, y que el
paquete tecnolégico representado por la identificacién de los ingredientes, el disefio del proceso, y el film de envasado, resultaron
exitosos, considerando la tendencia al enranciamiento que presenta esta fruta, de alto valor nutricional.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que este producto representa no solamente una importante fuente de acidos grasos saludables, sino
también de vitaminas antioxidantes, por lo cual sus cualidades nutricionales son destacables, ademas de ofrecer una alternativa de
comercializacion a la produccion de un cultivo regional de creciente importancia, agregando valor al producto base.
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RESUMEN

Actualmente, la tendencia de consumo de vinos tintos se orienta preferentemente hacia productos con gran estructura, intensidad
colorante y volumen en boca. Por esta razén, resulta esencial para la industria comprender exhaustivamente el proceso de
maceracion/fermentacion que conduzca a la obtencién de este tipo de productos. Paralelamente, la calidad del vino dependera, entre
otros factores, del rendimiento del vifiedo y del balance vegetativo/reproductivo. Teniendo en cuenta esta problematica, el objetivo de
este estudio fue evaluar el impacto de un tratamiento viticola (nimero de brotes por planta) sobre los componentes vegetativos y de
rendimiento, y la composicién quimica de bayas Malbec; y el efecto de su combinacién con un tratamiento enolédgico (tiempos de
maceracion) sobre la composicion quimica de los vinos de esta variedad, en dos temporadas (2013 y 2015). Para ello, se instal6 el ensayo
en un vifiedo comercial ubicado en la localidad de Ugarteche (Mendoza). Se aplicaron 3 tratamientos de campo consistentes en diferente
namero de brotes por planta (R1, 38; R2, 22; y R3, 16 brotes/planta, respectivamente), mediante un disefio de bloques al azar con 4
réplicas. Las uvas de cada réplica fueron cosechadas con 23-24°Brix y vinificadas con diferente tiempo de contacto con los hollejos
(M1, 7; M2, 14; y M3, 21 dias, respectivamente), siguiendo un protocolo estandar. Se evalud la composicién fendlica global de los vinos
por espectrofometria UV-Visible y el perfil de compuestos individuales por HPLC-DAD/ESI-MS. Los resultados obtenidos mostraron
un mayor impacto del nimero de brotes sobre la composicion fendlica en comparacion con el tiempo de maceracion, sin apreciarse
interacciones entre los mismos. Se observé un incremento significativo del potencial fendlico en vinos provenientes de R3,
independientemente del tiempo de contacto con hollejos, presentando la mayor intensidad colorante y niveles superiores de
piranoantocianinas, aductos antocianinas-flavanoles, acidos fenolicos y flavonoles. Por su parte, el tiempo de maceracion afectd el
contenido de piranoantocianinas y compuestos no-antocianicos (flavonoides y no-flavonoides), observandose una disminucion de los
mismos entre M1 y M3. Complementariamente, los vinos de M2 mostraron una mayor concentracion de antocianinas monoméricas,
pigmentos poliméricos y fenoles totales. En conclusion, si bien la incidencia del tratamiento de campo sobre la composicidn quimica de
los vinos fue notablemente superior al tratamiento enolégico, La combinacion de los tratamientos R3 y M2 podria permitir la obtencién
de vinos con gran potencial de afiejamiento, por sus atributos visuales (estabilidad del color) y en boca.

Palabras clave: carga del vifiedo, tiempo de maceracién, compuestos fenolicos, Malbec, vinos

ABSTRACT

Currently, the trend of red wine consumption is preferentially oriented toward products with great structure, color intensity and
mouthfeel. For this reason, it is essential the understanding of the maceration/fermentation process which leads to the obtaining this type
of products. Similarly, the wine quality will depend, among other factors, of the vineyard yield and vegetative/reproductive balance.
Considering this problem, the aim of this study was to evaluate the impact of a viticultural practice (number of shoots per plant) on
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vegetative and yield components, and chemical composition of Malbec berries; and the effect of its combination with oenological
management (maceration length) on chemical composition of the wines, in two seasons (2013 and 2015). The experiment was performed
in a commercial vineyard located in Ugarteche (Mendoza, Argentina). Field treatments corresponded to three different shoot numbers
per plant (R1, 38; R2, 22; and R3, 16 shoots/plant, respectively), by a complete randomized block with four replicates. The grapes of
each replicate were harvested at 23 to 24°Brix and elaborated with different maceration lengths (M1, 7; M2, 14; and M3, 21-day skin
contact, respectively). Global phenolic composition of wines was studied by spectrophotometric techniques, and individual phenolics
were evaluated by HPLC-DAD/ESI-MS. Our results showed that shoot number imparted a greater effect on most chemical compounds
compared with maceration length. No interaction was observed between field and maceration treatments. A significant increase of the
phenolic potential was observed in wines from R3 plants regardless of the skin contact treatment. R3 wines had the highest color
intensity, and the highest levels of pyranoanthocyanins, anthocyanins-flavanols adducts, phenolics acids and flavonols. Conversely,
maceration length affected pyranoanthocyanins and non-anthocyanin content (flavonoids and non-flavonoids), with a decrease of them
between M1 and M3. M2 wines showed a higher concentration of monomeric anthocyanins, polymeric pigments and total phenols. In
conclusion, the effect of field treatment on wine phenolic composition overrides that of skin contact time. Thus, extended skin contact
may not overcome the effects of differences in berry composition caused by variations in shoot number/vine. The combination of R3
with M2 treatments allowed obtaining wines with aging potential, due to their visual attributes and mouthfeel.

Keywords: crop load, maceration time, phenolic compounds, Malbec, wines

INTRODUCCION

En vista de las necesidades y demandas del mercado actual, resulta cada vez mas necesaria la produccion de vinos de la mayor calidad
posible. La calidad del vino puede ser definida por criterios diferentes, estando sujeta a los pardmetros de evaluacion empleados, y
siempre disefiados para cumplir con los requisitos de los consumidores. Entre los parametros objetivos, se encuentran los compuestos
quimicos provenientes de las uvas que inciden en las caracteristicas sensoriales y en el valor nutricional de los vinos correspondientes.
Estos compuestos son biosintetizados en la planta de vid a través del metabolismo primario (azucares, proteinas, lipidos) y secundario
(compuestos fendlicos y sustancias odorantes), y su concentracion en las uvas esta condicionada por factores genéticos relacionados a
la variedad, factores edafoclimaticos y manejos culturales aplicados sobre el vifiedo (1, 2, 3y 4).

En las ultimas décadas, el reconocimiento del importante papel de la viticultura en la produccién de vinos de alta calidad ha conducido
a un interés considerable en las practicas culturales tendientes a optimizar la calidad de la materia prima. Tradicionalmente, muchas
practicas de manejo de cultivo tendian a regular el rendimiento para aumentar la calidad. Sin embargo, algunas evidencias han
demostrado que el rendimiento per se no es un determinante de la calidad, sino que son las practicas aplicadas para controlar el equilibrio
de las plantas quienes influyen sobre la composicidn quimica de las uvas (5). Es por ello que actualmente se busca aplicar estrategias de
manejo que permitan aumentar la productividad manteniendo o aumentando la calidad de producto final (6). En consecuencia, gran
parte de las practicas de manejo viticola tienen como funcién controlar el equilibrio entre el crecimiento vegetativo y productivo de la
vid. La obtencién de cultivos balanceados es un objetivo primordial para la sostenibilidad de los mismos (6), el microclima de la canopia
y la composicion de las uvas y vinos (7). Numerosos estudios han propuesto rangos de valores para los indices de equilibrio (relacion
hoja/fruta, carga del vifiedo), que se utilizan con mucha frecuencia independientemente de las condiciones ambientales, las practicas de
manejo o la variedad de uva (7). Algunas evidencias sugieren que los valores éptimos de estos indices pueden variar dependiendo del
estado hidrico de la planta y del nivel de riego (8).

Entre los factores de manejo que influyen en el crecimiento vegetativo, en la produccién y en la composicion quimica de las bayas, se
encuentran el sistema de conduccién (9, 10, 11), el tipo de poda (12), el raleo de racimos (13, 14), las operaciones en verde (15, 16), la
fertilizacion (17) y el manejo del riego (18, 19). La combinacion de estos factores afecta el grado de madurez de las uvas (hollejo,
semilla y pulpa), el momento oportuno de cosecha y el potencial de calidad enoldgica para producir vinos con las caracteristicas
buscadas. La madurez quimica, desde el punto de vista de la composicion fendlica, odorante y polisacaridica, entre otros, considera la
abundancia, diversidad y complejidad de los distintos compuestos, y su factibilidad de extraccidn desde las distintas partes de la baya,
durante el proceso de vinificacion.

Actualmente, la tendencia de consumo de vinos tintos se orienta preferentemente hacia productos con gran estructura, intensidad
colorante y volumen en boca. Estas caracteristicas estrictamente sensoriales y, por lo tanto, subjetivas estan fuertemente relacionadas
con los compuestos fenélicos encontrados en la uva y en el vino. Por esta razén, los endlogos evallan constantemente diversas variantes
tecnoldgicas tendientes a satisfacer las exigencias de los consumidores.

Adicionalmente a los factores mencionados, la extraccion de los compuestos volatiles y no-volatiles de las partes solidas de la baya y
su transferencia al vino depende de las condiciones de contacto con el liquido (maceracion). Existen numerosas técnicas enoldgicas
reportadas para mejorar la extraccion de compuestos fenélicos, como la aplicacion de enzimas pectoliticas (20, 21), la maceracién
prefermentativa en frio (22), la termovinificacion (23), la flash-expansion (24), el pigeage, y el délestage (25), entre otras. Sin embargo,
el principal factor es probablemente el tiempo de contacto del jugo con los hollejos y semillas (26, 27). El tiempo de maceracion
adecuado depende de la abundancia, diversidad y complejidad de los distintos compuestos fendlicos presentes en la uva, y de su
factibilidad de extraccién desde las distintas partes de la baya. Diversos autores han reportado la incidencia de esta variable sobre la
composicién fendlica y odorante, y las caracteristicas sensoriales de los vinos. Gil et al. (28) concluyeron que un aumento del tiempo
de contacto para vinos Tempranillo y Cabernet Sauvignon produjeron un incremento de pH, proantocianidinas y polisacaridos,
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acompafiado de una disminucion del color y del nivel de antocianos totales. A través del analisis sensorial, los vinos provenientes de
maceraciones extendidas se percibieron como mas astringentes y amargos, y con un mayor volumen en boca. Gonzalez-Neves et al. (29)
confirmaron una disminucion de los antocianos totales en vinos Tannat, provenientes de un tratamiento de 15 dias de maceracion en
comparacion con 7 dias. Callejon et al. (30) demostro que la duracion del tiempo del contacto sélido/liquido tuvo un efecto significativo
sobre la composicion volatil de vinos Cabernet Sauvignon. La presencia de los orujos aumento la concentracion de compuestos volatiles
en los vinos (alcoholes y ésteres fermentativos), pero generd un retraso en la extraccion y/o formacién de otros. Por su parte, los
resultados obtenidos por Casassa et al. (27), para vinos Merlot macerados durante 30 dias, fueron concordantes con el efecto observado
por otros autores, obteniéndose un aumento del contenido de taninos y de la percepcién de astringencia, y una disminucion del nivel de
antocianos totales durante las maceraciones extendidas. Asimismo, estos autores observaron que el contenido de taninos de estos vinos
fue aportado principalmente por las semillas, mientras que, en las maceraciones cortas, existio un equilibrio entre compuestos extraidos
de semillas y hollejos. Adicionalmente, el aumento del periodo de extraccion permiti6 la formacion de una cantidad mayor de pigmentos
poliméricos, esenciales para la estabilidad del color del vino en el tiempo. En estudios posteriores, Casassa et al. (31) encontraron que
las maceraciones extendidas para vinos Cabernet Sauvignon condujeron a una disminucién de los aromas frutales.

En el marco de la vitivinicultura argentina, la variedad Malbec (Vitis vinifera L.) es el cepaje tinto mas cultivado, con mas de 40000 ha,
e indudablemente el cultivar emblemético del pais. El mismo se encuentra ampliamente distribuido en diferentes ecosistemas,
destacandose la Provincia de Mendoza con mas de 85% del total (32). Existen antecedentes respecto a la evolucion de compuestos
fendlicos durante la maduracion de bayas en plantas sometidas a raleo de racimos (33), la influencia del origen geografico sobre la
composicion de los vinos (34), el efecto de la técnica de sangrado (35), y el impacto del valor comercial de los vinos en su compaosicién
quimica y caracteristicas sensoriales (36), entre otros. Sin embargo, existe muy poca informacion sobre el impacto de diferentes niveles
de carga del vifiedo en el microclima de la canopia, el crecimiento vegetativo, el rendimiento y la composicion de las bayas; asi como
de la influencia combinada de factores viticolas y enoldgicos sobre la composicidn quimica de uvas y vinos de esta variedad.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y disefio experimental

El ensayo fue realizado durante las temporadas 2013 y 2015 en un vifiedo comercial del cv. Malbec ubicado en la localidad de Ugarteche
(Mendoza, Argentina). Cabe destacar que durante las temporadas 2014 y 2016 las inclemencias climéaticas impactaron sensiblemente en
el vifiedo, invalidando la evaluacion del ensayo. Las plantas estaban conducidas en espaldero alto, podadas en corddn bilateral y con
orientacion norte-sur. En el momento de la brotacion se instalaron tres tratamientos con diferente nimero de brotes por planta: 38
brotes/pl (R1), 22 brotes/pl (R2) y 16 brotes/pl (R3). Se aplicé un disefio de bloques completos al azar con 4 repeticiones. El bloqueo se
realiz6 de acuerdo al peso de madera de poda obtenido durante el invierno anterior. Cada repeticion o unidad experimental consistio en
un claro con 5 plantas homogéneas. Los tratamientos se instalaron durante el mes de octubre, cuando los brotes tenian aproximadamente
10 cm de longitud. Al momento de la cosecha, la uva proveniente de cada unidad experimental se dividio en 3 lotes iguales a los cuales
se les aplico distintos tiempos de maceracion en bodega: 7 dias (M1), 14 dias (M2) y 21 dias (M3). Los tratamientos finales resultaron
de la combinacidn de los dos factores (nimero de brotes x tiempo de maceracién), obteniéndose un total de 36 vinos diferentes en la
temporada 2013. Luego a partir de los resultados obtenidos, durante la temporada 2015 se eliminé el tratamiento M1, obteniéndose un
total de 24 vinos.

Cosecha y vinificacién

Las uvas de cada unidad experimental fueron cosechadas en madurez tecnoldgica (23-24 °Brix). Al momento de cosecha, se
determinaron los componentes del rendimiento (ndmero de racimos por planta, el peso de racimo y produccion por planta). Luego, la
uva cosechada en cada unidad experimental se dividi6 en tres partes iguales, las cuales fueron vinificadas con diferente tiempo de
contacto con los hollejos, aplicando un protocolo estandar. Se procedio al descobajado, molienda y encubado de las uvas en recipientes
plasticos de 8 L. Se realizo el sulfitado de las uvas (100 mg K;S;0s/kg) y se adiciond lisozima (25 mg/hL) para inhibir levaduras y
bacterias lacticas nativas. Se inocularon levaduras seleccionadas (200 mg/kg), y la fermentacién alcohélica/maceracion se condujo a 25
+ 1 °C. Se efectuaron dos bazuqueos diarios hasta una densidad de 1,020. Completado el tiempo de maceracion en cada caso, los vinos
fueron descubados y al finalizar la fermentacién alcohélica se sulfitaron (100 mg K2S;0s/L) y mantuvieron a 3-4 °C durante 2-3 semanas
para su estabilizacién tartarica. Finalmente, los vinos terminados se embotellaron y almacenaron en posicion horizontal (13-15 °C, 40-
50% de humedad relativa, oscuridad) hasta el momento de analisis.

Determinaciones analiticas generales

Al momento de cosecha, se seleccionaron aleatoriamente 100 bayas de cada unidad experimental a partir de las cuales se obtuvo un
mosto que fue utilizado en la determinacién de solidos solubles, pH y acidez titulable, siguiendo los procedimientos descritos por
Zoeckleinetal. (37). Por su parte, en los vinos terminados se determiné acidez titulable, acidez volatil, pH, alcohol, y anhidrido sulfuroso
libre y total (37). Posteriormente, durante el invierno siguiente a cada temporada se realiz6 la medicion del peso de poda, que permitio
la determinacién del indice de Ravaz en cada unidad experimental. Todos los analisis fueron realizados por triplicado.

Determinacion de pardmetros fenolicos generales

La determinacion de los parametros fendlicos generales en uvas y vinos fue realizada por espectrofotometria UV-Visible. Para ello, las
muestras se centrifugaron previamente (15 min, 2038g) y se sometieron al analisis de fenoles totales (mg/L), taninos totales (mg/L),
antocianos totales (mg/L), pigmentos poliméricos pequefios (SPP) y pigmentos poliméricos grandes (LPP), siguiendo la metodologia
propuesta por Harbertson et al. (38). Complementariamente, se determinaron las coordenadas CIELAB en los vinos [claridad (L*),
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saturacion (C*) y tonalidad/Hue (h*)], empleando el software MSCV® (39) y las recomendaciones de la Commission Internationale de
L’Eclairage (40). Todos los analisis fueron realizados por triplicado.

Determinacion de compuestos fenélicos individuales

La caracterizacion y cuantificacion de antocianinas individuales en los vinos se realiz6 por HPLC-DAD/ESI-MS siguiendo la
metodologia descripta por Lago-Vanzela et al. (41). La deteccion fue realizada en todo el espectro UV-Visible comprendido entre 210
y 600 nm, y la cuantificacién mediante la determinacion del area de los picos a 520 nm, empleando una curva de calibracién realizada
con malvidina-3-glucdsido como estandar externo. La identificacién y confirmacion de los pigmentos antocianicos se realiz6 por ESI-
MS/MS en modo de ionizacién positivo (41).

La fraccion de compuestos libres de antocianos (acidos fenolicos, flavonoles y dihidroflavonoles) fue aislada a partir de las muestras de
vino siguiendo el procedimiento descripto por Castillo-Mufioz et al. (42), empleando cartuchos de SPE (Oasis MCX, Waters Corp.,
Mildford, MA, USA; 6 mL de capacidad rellenos con 500 mg de absorbente). La caracterizacion y cuantificacion se realizé por HPLC-
DAD/ESI-MS siguiendo la metodologia descripta por Lago-Vanzela et al. (41). La deteccion fue realizada en todo el espectro UV-
Visible comprendido entre 210 y 600 nm, y la cuantificacién mediante la determinacion del area de los picos a 360 nm (flavonoles) y
320 nm (&cidos fendlicos), empleando curvas de calibracion realizadas con estandares externos. La identificacion y confirmacion se
realiz6 por ESI-MS/MS en modo de ionizacion negativo (41).

Finalmente, la caracterizacion de flavanoles (monémeros, dimeros tipo-B, proantocianidinas poliméricas) y estilbenos fue realizada
mediante su aislamiento a partir de las muestras de vino, empleando SPE con cartuchos C18 (Sep-Pak Plus C18, Waters Corp., Mildford,
MA, USA; 820 mg de absorbente) (43). La determinacion estructural de las proantocianidinas y del grado medio de polimerizacion
(mDP) se realizé siguiendo el método de despolimerizacién en medio &cido con pirogalol. La identificacién de flavanoles y estilbenos
se realiz6 por modo scan EMS vy la cuantificacion por modo MRM, con el empleo adicional de estdndares comerciales (43). Todos los
analisis fueron realizados por duplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Componentes del rendimiento

En ambas temporadas evaluadas, los componentes del rendimiento fueron afectados significativamente por el nimero de brotes por
planta (Figura 1). Las plantas con menor nimero de brotes (R3) presentaron el menor nimero de racimos, lo cual se tradujo en un
rendimiento significativamente menor con respecto a los tratamientos restantes. EI mayor tamafio de racimos observado en R3 no alcanzé
a compensar la pérdida asociada al menor nimero de racimos por planta. En 2013, las plantas de R1 y R2 mostraron rendimientos
similares a pesar de la diferencia significativa observada en el nimero y peso de racimos. En este caso, el tratamiento R2 presentd un
incremento en el peso de los racimos de mas del 60%, lo cual fue suficiente para compensar el menor nimero de racimos por planta
observado. Con respecto al indice de Ravaz, se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. A excepcion de R3, el resto
de los tratamientos podrian considerarse dentro del rango éptimo (5-10) para este parametro (7). En ambas temporadas, R3 presento6
valores mayores a 11, superando el limite considerado adecuado para una buena madurez, lo que podria indicar un exceso de crecimiento
vegetativo.

Pardmetros analiticos generales de uvas y vinos

El andlisis de las uvas al momento de cosecha (2013 y 2015) mostré diferencias significativas en el nivel de sdlidos solubles (°Brix)
entre los distintos tratamientos de campo, sin apreciarse cambios en la acidez total y el pH (Figura 2). En todos los casos, los tratamientos
con menor nimero de brotes por planta (R2 y R3) presentaron la mayor concentracion de sélidos solubles, debido probablemente a un
incremento en la relacion hoja/fruto (datos no mostrados), generando un avance en la maduracién de las bayas (14, 33, 44). Estas
diferencias se trasladaron a los vinos, observandose mayores niveles de alcohol en aquellos provenientes de R2 y R3 (Figura 3). Por el
contrario, el tiempo de maceracion no modifico estos pardmetros, presentdndose valores similares de alcohol, pH y acidez total.
Asimismo, no se encontrd ninguna interaccion entre ambos factores para estos parametros evaluados.

Composicién fendlica de uvas y vinos

El analisis de los parametros fendlicos globales en las uvas (2013 y 2015) mostré un efecto significativo del tratamiento viticola,
observandose niveles superiores de taninos y antocianos en R3 con respecto a los tratamientos restantes (Figura 2). Al no observarse
diferencias significativas en la relacién hoja/fruta entre los tratamientos evaluados, los resultados obtenidos sugieren que la distribucion
del area foliar dentro de la canopia (o distribucion de la luz) y el tipo de area foliar (area foliar de brotes principales y brotes laterales)
deberia tenerse en cuenta al interpretar estos indices de equilibrio. Esta tendencia se trasladd a los vinos correspondientes (Figura 4),
observandose incluso un mayor impacto del nimero de brotes (tratamiento viticola) sobre su composicién fenélica en comparacién con
el tiempo de maceracion (tratamiento enolégico). El tiempo de maceracién s6lo aument6 levemente el contenido de taninos en los vinos
2013, sin afectar el resto de los parametros evaluados, coincidiendo con lo reportado por otros autores (26, 27). Esto podria deberse a
un mecanismo de desorcion de estos compuestos mediado por el etanol en etapas post-fermentativas (M2 y M3), que conduciria a la
disrupcidn de las interacciones no-covalentes de las proantocianidinas con material de la pared celular de los hollejos (45).

Al estudiar la composicion de pigmentos en los vinos se pudieron corroborar algunos datos presentados anteriormente. Sélo se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre vinos provenientes de diferentes tratamientos de campo. A menor nimero
de brotes por planta aumento la proporcion de pigmentos poliméricos grandes (LPP) y pequefios (SPP), coincidentes con una mayor
concentracion de antocianinas en estos vinos (Figura 5). Segun diversos autores (46), los LPP estan constituidos principalmente por
uniones antociano-tanino, mientras que los SPP se forman por reaccion entre las antocianinas y ciertos compuestos de bajo peso

I"TA Ministerio de Agroindustria
s | INstituto Nacional de

Tecnologia Agropecuaria Presidencia de la Nacién



PROYECTO ESPECIFICO
Estrategias para la diferenciacion de alimentos y el desarrollo de nuevos productos alimentarios.

PROYECTO INTEGRADOR Optimizacion de calidad integral y otras estrategias de agregado de valor.

molecular como flavanoles mondmeros o dimeros, acido pirGvico o acetaldehido. Por lo tanto, el aumento en el nivel de flavanoles
observado a menor nimero de brotes por planta podria contribuir a la formacion de estos pigmentos en los vinos de R2 y R3. Con
respecto al tiempo de maceracion, no se observaron cambios estadisticamente significativos en los vinos al momento de analisis,
situacion que podria modificarse durante el afiejamiento en botella.

Una tendencia semejante se observd en los parametros de color (Figura 5). Los vinos de R2 y R3 (2013 y 2015) mostraron la mayor
intensidad colorante, un incremento de los valores h* y C*, y una disminucién de L*, en comparacion con los tratamientos restantes.
Por el contrario, la extension en el tiempo de maceracion (M3) generd un incremento de L* y una disminucion de C* y h*, resultando
en una diferencia de color total en comparacion con los vinos M1 (datos no mostrados). Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por otros autores (28).

Para todos los parametros evaluados se observd un efecto significativo del factor “afio”, caracterizando a la temporada 2015 con un
potencial fenélico menor respecto al 2013.

De modo complementario, se realizé la determinacion de compuestos fendlicos individuales en los vinos temporada 2013. Las
antocianinas analizadas por HPLC-DAD/ESI-MS mostraron un patron similar al obtenido por espectrofotometria. En general, se observé
un incremento de antocianinas (principalmente acetiladas y cumariladas) en los vinos al disminuir el nimero de brotes por planta (Figura
6). El tratamiento R3 genero niveles superiores de piranoantocianinas y aductos antocianinas-flavanoles, lo cual coincide con la mayor
intensidad colorante y valores de SPP en estos vinos. Complementariamente, el tiempo de maceracion también afectd el contenido de
estos compuestos. A los 14 dias de contacto del jugo con los hollejos (M2) se obtuvo la mayor concentracion de antocianinas, para luego
disminuir hacia M3 (28), lo cual podria atribuirse a fendmenos de oxidacién, precipitacion, y/o adsorcion sobre las paredes celulares de
las levaduras y sélidos presentes en la maceracion, inclusion en cristales de bitartrato de potasio y/o modificaciones estructurales.

Con respecto a los compuestos fendlicos no-antocianicos, el tratamiento viticola generé diferencias estadisticamente significativas en
los vinos, confirmando los resultados mostrados anteriormente. Los vinos provenientes de R3, independientemente del tiempo de
contacto con los hollejos, presentaron niveles superiores de no-flavonoides (22%) y flavonoides (flavonoles, 211%; dihidroflavonoles,
17%), respecto a R1 (Figura 7). Estudios anteriores han demostrado que un incremento en la concentracion de azlcares en la baya y en
el hollejo esté relacionado con una mayor sintesis de compuestos fenolicos (47, 48). En el presente trabajo se observé que las plantas de
los tratamientos R2 y R3 alcanzaron una mayor concentracion de solidos solubles (una semana antes que R3) lo cual podria explicar el
mayor contenido en fenoles observado. Por otro lado, la menor densidad foliar observada en estos tratamientos (R2 y R3) pudo haber
generado un microclima en la zona de racimos més favorable a la madurez y a la sintesis de compuestos fendlicos. Al analizar la
incidencia del tiempo de maceracion, se observé una mayor extraccion y contenido de todos los compuestos analizados a los 7 dias
(M1), seguido por una disminucién progresiva hasta finalizar el ensayo (Figura 7). Estos resultados coinciden con estudios realizados
por otros autores en vinos de diferentes variedades sometidos a maceraciones prolongadas (49); donde la pérdida de algunos compuestos
como los flavonoles podria explicarse por reacciones de hidrdlisis de sus formas glicosidadas con la correspondiente liberacion de la
fraccion aglicona, susceptible de oxidacion y precipitacion en un medio rico en etanol.

Finalmente, al evaluar algunos aspectos estructurales de las proantocianidinas, no se observaron diferencias respecto al mDP entre los
vinos analizados (Figura 8). Sin embargo, al aumentar el tiempo de maceracion (M3) se observé una disminucion significativa del
porcentaje de prodelfinidinas (20%) y un incremento del porcentaje de galoilacion (40%) en comparacion con M1. Esto indica
diferencias claras en la cinética de extraccion de las proantocianidinas de hollejos y semillas durante la vinificacién. En los primeros
dias de maceracion se liberan principalmente las proantocianidinas de hollejos, incluyendo prodelfinidinas, y al avanzar este proceso
aumenta su extraccion desde las semillas, favorecida por el contenido etandlico del medio. Es bien conocido que las proantocianidinas
de semillas poseen un alto contenido de galato de (-)-epicatequina en comparacion con los hollejos, y por lo tanto un mayor porcentaje
de galoilacion de estos compuestos (50).

CONCLUSIONES

Si bien la incidencia del tratamiento viticola sobre la composicion quimica de los vinos fue notablemente superior al tratamiento
enologico, la combinacion de los tratamientos R3 y M2 podria permitir la obtencién de vinos con gran potencial de afiejamiento, al
favorecer la estabilizacion del color mediante reacciones de copigmentacion, condensacion y polimerizacion. Sin embargo, a pesar de
las diferencias de rendimiento entre R2 y R3 (30% mas en R2), las diferencias observadas en la composicidn quimica de uvas y vinos
son pequefas. Esto sugiere que el nivel de rendimiento y combinacion de factores adecuado depende en gran medida de los objetivos
de producciény del estilo de vino buscado. Este estudio se complementa con la determinacién de polisacaridos (GC-MS) y la evaluacion
sensorial de los vinos a través de un panel entrenado de jueces, cuyos resultados seran publicados en breve. A partir de todos los
resultados, se exploraran las relaciones entre la composicion quimica de los vinos, los pardametros fisicos y quimicos de las bayas, y los
parametros viticolas de rendimiento, mediante técnicas de andlisis multivariado.
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Figura 1. Componentes de rendimiento de vifiedo Malbec con distintos N° brotes/planta (temporadas 2013 y 2015).
Letras diferentes para cada variable y afio indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey HSD, p<0,05).
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Figura 2. Parametros analiticos generales de uvas Malbec, provenientes de plantas con distinto equilibrio vegetativo/productivo (2013
y 2015).
Letras diferentes para cada variable y afio indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey HSD, p<0,05).
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Figura 3. Pardmetros analiticos generales de vinos Malbec, provenientes de ensayos viticolas y enolégicos (2013 y 2015).
Letras diferentes para cada variable y afio indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey HSD, p<0,05).
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Figura 4. Parametros fendlicos globales de vinos Malbec, provenientes de ensayos viticolas y enoldgicos (2013 y 2015).
Letras diferentes para cada variable y afio indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey HSD, p<0,05).
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Figura 5. Parametros de color de vinos Malbec, provenientes de ensayos viticolas y enolégicos (2013 y 2015).
Letras diferentes para cada variable y afio indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey HSD, p<0,05).

I"TA ) 5 Ministerio de Agroindustria
Instituto Nacional de

Teanologia Agropecuaria Presidencia de la Nacién



PROYECTO ESPECIFICO

Estrategias para la diferenciacion de alimentos y el desarrollo de nuevos productos alimentarios.

PROYECTO INTEGRADOR Optimizaciéon de calidad integral y otras estrategias de agregado de valor.

Glucosiladas [l Acetiladas Cumariladas

320 7 5

280 i T
g 240
£ 20
5
g 160
&
g 120 a
H
S g0

40

o
Piranoantocianinas | | Aductos A-F Vitisinas tipo A .| Vitisinas tipo B
p P

ab ab

Concentracién (mg/L)

«IﬂNmNMF‘Nlﬂ
$¥F=zEEEzz22
EEE

© © = @® & <

x £ x < @ X &£ X &

Figura 6. Derivados antocianicos de vinos Malbec, provenientes de ensayos viticolas y enologicos (2013).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey HSD, p<0,05).
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Figura 7. Compuestos no-antocianicos (flavonoides y no-flavonoides) de vinos Malbec, provenientes de ensayos viticolas y

enoldgicos (2013).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey HSD, p<0,05).
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Figura 8. Aspectos estructurales de las proantocianidinas de vinos Malbec, provenientes de ensayos viticolas y enologicos (2013).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey HSD, p<0,05).
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RESUMEN

El proceso de produccion de copos de maiz por laminacién comprende las etapas de coccion al vapor, atemperado, laminado y tostado.
Durante la coccion y ademas en el tostado, ocurre la reaccion de Maillard, favorecida por las elevadas temperaturas y el bajo contenido
de agua en este Ultimo paso. Ademas, se produce la pérdida de compuestos de interés, como los carotenoides. Los diferentes ingredientes
que constituyen la formulacién de los copos de maiz influyen sobre el color y el flavor del producto final y, por lo tanto, sobre la
aceptacion por parte de los consumidores. Sin embargo, en el proceso también se forman ciertos compuestos indeseables. Por lo tanto,
es importante evaluar el papel de la formulacion y del tiempo de tostado en el desarrollo de color y la formacion de marcadores quimicos.
Los copos de maiz se equilibraron a ay 0,8 y tostaron a 230°C. Luego de la extraccién de pigmentos fluorescentes con pronasa, se
realizaron andlisis de fluorescencia, absorbancia a 420 nm, coordenadas de color y contenido de furfurales. Por otro lado, se evalué la
estabilidad de los carotenoides en las distintas etapas del proceso de elaboracién. Respecto a la formulacion, la sacarosa mostré un efecto
sinérgico con la sal y la malta para acelerar la reaccion de Maillard. La formulacion afecté significativamente la cantidad de HMF y
furfural formados. Los parametros cromaticos L* y a* fueron variables adecuadas para evaluar reaccién de pardeamiento. Durante el
proceso de coccion se perdié un 60% de luteina y un 40% de zeaxantina. Luego del tostado, la etapa final, el porcentaje de pérdida de
ambos compuestos fue del 80%. Estos resultados permiten profundizar en el conocimiento de las reacciones que ocurren durante el
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procesamiento de los cereales, para poder definir las condiciones que disminuyan la generacion de compuestos indeseables y la mayor
retencion de las sustancias de interés.

Palabras clave: maiz, furfurales, fluorescencia, color, carotenoides

ABSTRACT

Corn flakes production includes four stages: steam cooking, drying, lamination and toasting. During steam cooking and toasting stages,
Maillard reaction takes place, enhanced by the high temperature and the low water content. Moreover, some components of interest are
lost, such as carotenoids. The different ingredients that constitute the corn flake formulation influence color and flavor of the final
product and, therefore, on consumer acceptance. However, during processing, certain undesirable compounds are also formed. Thus, it
is important to evaluate the importance of the ingredients and toasting time on the color development and the formation of chemical
markers. Corn flakes were equilibrated at a,, 0.8 and toasted at 230°C. After fluorescent pigments extraction with pronase, fluorescence,
absorbance at 420 nm, color coordinates and furfurals content analysis were performed. On the other hand, the stability of carotenoids
during the different stages of elaboration was analyzed. Regarding the formulation, sucrose showed a synergistic effect with salt and
malt, enhancing the Maillard reaction. Formulation significantly affected the amount of HMF and furfurals formed. Chromatic
parameters L* and a* were proper variables evaluated in relation with the browning reaction. During cooking, 60% of lutein and 40%
of zeaxanthin were lost. After toasting, the final stage, the percentage of loss was 80% for both compounds. These results allow further
understanding of the reactions that take place during cereal processing, in order to define the best conditions to decrease the formation
of undesirable compounds and the highest retention of substances of interest.

Keywords: corn, furfurals, fluorescence, color, carotenoids

INTRODUCCION

Los cereales se encuentran entre los principales alimentos elegidos para el desayuno en todas partes del mundo. Existen diferentes
presentaciones, incluyendo productos cocidos, extrudados, barras de cereales, mezcla de cereales, copos de maiz, entre otros (1, 2). Los
copos de maiz disponibles en el mercado se producen a traves de dos métodos diferentes: extrusion y laminacion. En este trabajo nos
enfocaremos en el proceso tradicional que involucra laminacién. Este comienza con el mezclado de los grits de maiz con agua, azUcar,
sal y extracto de malta para luego cocinarlos utilizando vapor saturado. Al finalizar la coccidn se enfrian y laminan y luego se tuestan
en un flujo de aire a elevada temperatura (~230 °C) durante unos pocos segundos para obtener el producto final. Durante este proceso,
el almidén es gelatinizado y ocurre el pardeamiento no enzimatico (3). Ademas, pueden ocurrir modificaciones en el perfil de
carotenoides del maiz, que son componentes que cumplen un papel importante en la salud humana. Los principales carotenoides del
maiz son luteina, zeaxantina, B-criptoxantina y p-caroteno, cuyas proporciones dependen de la variedad de maiz (4). La descomposicién
térmica es la causa mas importante de pérdida de nutrientes y compuestos bioactivos. A elevadas temperaturas los azlcares se
descomponen a furfurales (5). Los pasos intermedios de la reaccién de Maillard incluyen la formacién de compuestos fluorescentes y
luego la aparicion de pigmentos pardos. Algunos de estos pigmentos pueden actuar como agentes de entrecruzamiento entre cadenas de
proteinas, disminuyendo el valor nutricional o afectando las propiedades organolépticas del alimento (6). Mas aun, algunos posibles
compuestos resultantes, tales como la acrilamida, son considerados potencialmente mutagénicos (2). Los productos fluorescentes de
Maillard han sido estudiados en sistemas modelo como potenciales indicadores del dafio de aminoacidos esenciales (3). Los furfurales
se consideran indicadores del tratamiento térmico y marcadores de coccion (7, 5). El 5-hidroximetilfurfural (HMF) es un producto de la
descomposicion de hexosas, principalmente cuando el pH es bajo (8), mientras el furfural (F) y el 5-metilfurfural (5MF) derivan
principalmente de pentosas (9).

El objetivo del presente estudio fue analizar el efecto de la incorporacion de ingredientes y del tiempo de tostado sobre el desarrollo de
la reaccion de Maillard y evaluar la estabilidad de los carotenoides en las distintas etapas del proceso de produccién de copos de maiz.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las muestras

Se trabajé con grits de maiz obtenidos de una empresa local. Se utilizé el mismo lote de material durante todo el estudio. Se determind
la composicion centesimal de los grits, en base seca, mediante métodos estandarizados (AOAC), cuyos resultados fueron: carbohidratos
87% + 1, proteinas 8% + 0,3, lipidos 0,9% = 0,05, humedad 13% + 0,1 y cenizas 0,2% + 0,02.

El material se traté simulando las condiciones de procesamiento a nivel industrial. La primera etapa fue la coccién con vapor a presion
durante 2,5 horas empleando seis formulaciones diferentes con sal, extracto de malta y sacarosa (Tabla 1) que se seleccionaron para
analizar el efecto de los ingredientes por separado y en conjunto. La formulacién A representd una tipica formulacién comercial (10) y
la formulacion B es la que utiliza una industria local. Con el objetivo de evaluar los ingredientes individualmente, en las formulaciones
con un Unico ingrediente se mantuvieron las proporciones utilizadas en la formula A. En todos los casos se utilizaron 15 gramos de grits
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crudos a los cuales se les incorporaron las proporciones mostradas en la Tabla 1. Luego de la coccion los grits se enfriaron durante 1
hora a temperatura ambiente y se hicieron pasar por una laminadora de mano giratoria semi-industrial (RD, modelo S-300-M, Argentina).
Previo a la etapa de tostado, los grits laminados se equilibraron en una atmésfera de ay 0,8, que corresponde a un contenido de agua
cercano a 20% (en base seca). Este valor es cercano al que contienen estos productos a nivel industrial previo al tostado (11) y el valor
de aw coincide con la region donde el pardeamiento no enzimatico ocurre a mayor velocidad (12). Las muestras se tostaron en un horno
convectivo a 230 °C, con circulacidn forzada de aire. Se evaluaron 3 tiempos de tostado: 1,5, 2 y 2,5 minutos.

Tabla 1. Composicion de las formulaciones: masa de cada ingrediente mezclada con 15 g de grits para la coccion a vapor
Sacarosa Formulacién  Formulacién

Nombre del sistema  Control (C) Sal (S) Malta (M) (Sac) comercial A comercial B
Agua (g) 9 9 9 9 9 6
NaCl (g) 0,33 0,33 0,1
Malta (g) 0,33 0,33 0,001
Sacarosa (g) 1,23 1,23 1,23

Medicion de fluorescencia y pigmentos pardos

El total de compuestos fluorescentes y pigmentos pardos que se extrajeron en medio acuoso se cuantificaron tras una hidrélisis con
pronasa E (4 UE/mg muestra), de acuerdo con Delgado-Andrade y col. (13). Se midi6 la intensidad de emision a 504 nm, con excitacion
a 340 nm. Se utiliz6 un espectrofluorémetro Ocean Optics modelo USB 2000 (Ocean Optics Inc., Florida, Estados Unidos). Se
cuantificaron los compuestos fluorescentes en base a una curva de calibracién con cuatro concentraciones de sulfato de quinina entre
0,05-1 pg/mL, y el resultado se expresé en equivalentes de quinina en base seca (ugQ/mg) (14). La formacién de pigmentos pardos se
evaludé midiendo la absorbancia a 420 nm en un espectrofotdmetro UV/Vis Jasco modelo V630 (Jasco Corporation, Japon). Los valores
de absorbancia fueron corregidos por dilucién y normalizados a 125 mg de muestra seca (Absazo). Se utilizé una expresién logaritmica
para linealizar la relacion con el tiempo.

Contenido de furfurales y furosina

Los distintos furfurales (HMF, furfural y 5-MF) fueron cuantificados mediante RP-HPLC en muestras hidrolizadas. Se utilizé un equipo
Alliance HPLC equipado con detector de arreglo de diodos Waters 2995 (Waters, Milford, Estados Unidos). Las muestras fueron
separadas en una columna Cig Waters X-Bridge utilizando acetonitrilo al 5% a 0,1 mL/min y la absorbancia se monitore6 a 284 nm (5).
Los tiempos de retencién fueron 7,4 min para HMF, 8,8 min para furfural y 15,3 min para 5-MF. Se construyeron curvas de calibracion
para cada analito en el rango 0,1-2,5 ppm. El limite de cuantificacion fue de 0,05 ppm para todos los componentes.

La determinacion de furosina realizd mediante HPLC siguiendo el método descripto por Delgado-Andrade y col. (15). Brevemente, las
muestras fueron hidrolizadas en HCL 7,95 M a 110°C en atmosfera de nitrdgeno y luego tratadas con un cartucho Sep-pak Cis
(Millipore) para eliminar interferencias. Se utilizé una columna Extrasyl-ODS2 y se construyo curva de calibracién en el rango entre
2,6 y 39 mg/L.

Medicion de color

Se utiliz6 un sistema de vision computarizada, que consiste en una caja gris de luminancia 50 en escala Munsell. Con iluminacion
superior D65 (16). Las imagenes se tomaron con una camara digital EOS 40D (Canon, Inc., Estados Unidos) localizada a un angulo de
45° en relacion al plano de la muestra y a una distancia de 60 cm. Las imagenes se obtuvieron con una resolucion 3888 x 2592 pixeles
que se analizaron utilizando el software Adobe PhotoShop CS4 y los parametros de color se expresaron en espacio CIELAB (L*, a*y
b*) (CIE, 1976), segln el procedimiento descripto por Yam y Papadakis (17). Las muestras se colocaron en capsulas de plastico con 1,5
cm de altura, a la cual el sistema se comporta como opaco. Se tomaron 3 fotos de cada muestra, rotando 90° entre cada una y se
informaron los resultados promedio.

Extraccion, identificacién y cuantificacion de carotenoides

El analisis de los carotenoides se realizd con el objetivo de evaluar la estabilidad de los mismos durante las diferentes etapas del proceso
de obtencidn de los copos de maiz. Por lo tanto, se trabajé con una Unica formulacién (formulacion B) y un tiempo de tostado de 1,5
minutos. Se analizaron muestras provenientes de las 5 etapas del proceso de produccion: grits crudos, grits cocidos, grits secos, grits
laminados y, finalmente, copos de maiz tostados. Para la extraccion se sigui6 el método propuesto por Rodriguez-Amaya y Kimura (18).
Brevemente, 3 mg de muestra rehidratada se extrajeron con acetona hasta remocidn total color y se filtrd por 0,45 um. Se realizd un
lavado con agua y secado con sulfato de sodio anhidro y se evaporo el solvente. Se redisolvié en 2 mL de acetona:metanol (50:50) y los
viales se sellaron bajo nitrégeno. Los resultados se expresaron en base seca. Los pigmentos se separaron en un HPLC Waters Alliance
modelo 2576 con una columna de fase reversa C18 y un detector de arreglo de diodos monitoreando los espectros entre 420 a 460 nm.
La velocidad de flujo fue de 1 mL/min y la temperatura de la columna fue 25°C. Se eluyd utilizando un gradiente convexo desde 93%
de metanol y 7% de agua que, tras 30 minutos, alcanz6 el 100% de metanol hasta los 60 min. Se realizaron curvas de calibracion para
luteina, zeaxantina, B-criptoxantina y 3-caroteno (Extrasynthese, Lyon Nord, Francia) en los siguientes rangos de concentraciones: entre
0,03y 5 pg/mL (R?=0,989), 0,06 y 3 pg/mL (R2=10,999), 0,2y 2 ug/mL (R?=0,984) y 0,4 y 4 pg/mL (R? = 0,987), respectivamente.
Los limites de deteccion y cuantificacion fueron 0,05 y 0,15 ppm, respectivamente.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para establecer las diferencias significativas se utiliz6 un ANOVA con test de Tukey post hoc. El software utilizado para tal fin fue el
Infostat, version 2012 (Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). Para el analisis grafico se utilizo el software
GraphPad Prism versién 5.00 para Windows (San Diego, California, Estados Unidos). Todas las extracciones y los ensayos se realizaron
por duplicado y se informaron los resultados promedio de ambos valores.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fluorescencia y pigmentos pardos

Los resultados obtenidos del desarrollo de pigmentos pardos In (Absaz) y fluorescencia (pgQ/mg) para las muestras tratadas con pronasa
a los diferentes tiempos de tostado se muestran en la Figura 1a y b, respectivamente. El analisis estadistico mostro interaccion
significativa entre el tiempo de tostado y la formulacion. Si bien a 1,5 minutos los valores de In (Abssz) no mostraron diferencias
estadisticas entre las muestras, a 2 y 2,5 minutos los valores para las formulaciones A y B fueron significativamente mayores comparados
con el resto de las muestras, con excepcion de la formulacién con malta a 2,5 minutos.

Previo al tostado las seis muestras laminadas no presentaron fluorescencia cuantificable. Con el tiempo de tostado a 1,5 minutos se
observo un incremento inicial que se magnificé a mayores tiempos para las formulaciones control (C) y con sal (S). Las formulaciones
con malta, sacarosa y las comerciales mostraron un rapido incremento inicial que luego tendieron a alcanzar un plateau. Este
comportamiento es esperado por la funcién que cumplen como intermediaros de reaccion (19) y ha sido descripto por Patton y Chism
(20) quienes establecieron que la fluorescencia tiene un periodo de induccién seguido por un incremento en la concentracién hasta
alcanzar un maximo. En este estudio no se encontraron periodos lag para los diferentes sistemas, en concordancia con Morales y col.
(19). Esto puede deberse a la elevada temperatura del proceso. La interaccion entre el tiempo y la formulacién no fue significativa. En
particular para el caso del tiempo, se hallaron diferencias significativas (p<0,05) entre las muestras tratadas a 1,5 minutos y a 2,5 minutos,
donde los valores fueron mayores. Ademas, se encontraron diferencias significativas entre las formulaciones: las muestras control (C)
y con sal (S) tuvieron los valores méas bajos y estadisticamente diferentes respecto a los valores promedio para el resto de los sistemas
evaluados con un p<0,05.

a -
o 10
Sy
£ o
o (=)
o 2
N
~ S 5
12 (8]
o o
< )
(8]
£ »
o
2
° 0
=}
o
0 1 2 3 0 1 2 3
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 1. (a) In (Abss) y (b) fluorescencia (ngQ/mg) para los diferentes tiempos de tostado (1,5, 2 y 2,5 min). Los simbolos son los
valores promedio para cada formulacion: (—ms—) control, (—o—) sal, (——V¥—+—) malta, (— —0— —) sacarosa, (—e—) A y (———-) B. Las
barras de error corresponden a las desviaciones estandar. Las lineas representan el mejor ajuste matematico

Desarrollo de furfurales y produccién de furosina

La Tabla 2 muestra los valores de las concentraciones de HMF obtenidas para todas las muestras a los diferentes tiempos de tostado. El
contenido de HMF previo al tostado fue de 10 ppm para todas las formulaciones. El proceso de tostado produjo un incremento
significativo en el contenido de HMF para las formulaciones Ay B a 1,5 y 2 minutos. A 2,5 minutos sélo la formulacion A mostr6 un
aumento significativo de HMF. Se encontré que la interaccién entre el tiempo de tostado y la formulacion fue significativa. En cereales
para desayuno extrudados a base de maiz, los valores de HMF oscilaron alrededor de 45 ppm en base seca, seglin Rufian-Henares y col.
(2). Estos valores son comparables con los hallados en este estudio, para las formulaciones que solo contenian sal, malta o sacarosa y
hasta 1,5 minutos de tostado. Con el agregado de sacarosa a la formulacion se observé una tendencia al incremento en los valores de
HMF en comparacion con los sistemas C, S y M que no pudo confirmarse estadisticamente. Es importante destacar que una diferencia
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de 30 segundos en el primer intervalo de tostado produce un gran aumento en los niveles de HMF, indicando que este periodo es critico
y debe ser particularmente controlado. Las concentraciones de HMF aumentaron hasta 2500 ppm en las formulaciones A y B luego de
2,5 minutos de tostado. Estos valores son similares a los hallados por Ait-Ameur y col. (5), durante el horneado de modelos de galletitas.
Se sabe que el contenido de aw es un pardmetro fundamental en la produccién de HMF (21). Al ser un producto de deshidratacion, el
agua acttia como un inhibidor (5). Si bien el valor inicial de awde los laminados fue bastante alto (0,8), éste decrecen rapidamente hasta
0,4-0,5 durante el tostado fundamentalmente durante los primeros 1,5 minutos (Tabla 2). Se han propuesto dos mecanismos para la
formacion de HMF a partir de sacarosa, uno por la via de la reaccién de Maillard a partir de glucosa o fructosa y aminoacidos luego de
varios pasos (22) y el otro por degradacion de sacarosa a glucosa y un cation fructofuranosil reactivo, que puede convertirse directamente
a HMF (23). Con respecto a furfural, s6lo las muestras con azUcar agregada presentaron valores por encima del limite de cuantificacién
a los 1,5 minutos. Para los 2 y 2,5 minutos no se encontraron diferencias significativas entre las formulaciones C, S, M y Sac (valores
entre 0,65-27 ppm). Al igual que con HMF, las formulaciones Ay B presentaron concentraciones de furfural significativamente mayores
que el resto de los sistemas, en un rango comprendido entre 99 y 131 ppm, confirmando de esta manera el efecto sinérgico entre los
ingredientes en la formacion de furfurales. Las concentraciones de 5MF fueron muy pequefias (entre 1,5 y 3 ppm) para todos los sistemas,
sin correlacion ni diferencias significativas con el tiempo de tostado ni la formulacion. La furosina, no mostré cambios significativos
con el tiempo de tostado ni se hallaron diferencias con respecto a las formulaciones. El sistema control presenté una concentracion de
8,5 pg/100 g vy el agregado de otros ingredientes no promovio la formacién ulterior de este compuesto. Sorprendentemente las
formulaciones comerciales mostraron los valores més bajos de furosina (6,1 y 2,3 pg/100 g, respectivamente) y valores de HMF por
encima de 150 ppm. Estos resultados demuestran que la furosina es un buen marcador inicial de la reaccion de Maillard pero no sufre
grandes cambios durante el tostado, por lo tanto no es buen indice para esta etapa.

Tabla 2. Concentraciones de furfurales y furosina para las seis formulaciones evaluadas a los tres tiempos de tostado

Tiempo d_e Sistema Humedad HMF (ppm) Furfural 5-MF Furosina
tostado (min) (%) (Ppm) (ppm) (Mg/100g)
control 9,69+0,4 14°+3 <0,022 2,0£0,3 8,5% + 4,95
sal 8,49 +0 4 8,7°+ 0,3 <0,022 1,8+0,1 7,55% + 1,63
15 malta 7,7°% 40,2 208+ 2 <0,022 2,6+0,2 6,9% + 0,42
sacarosa 6,6%¢+0,5 53,9%+0,9 7,1%0,1 2,47+0,01 11° + 1,98
A 8,0c%f+0,1 396 3+ 13 2731 1,8+0,3 6,05% + 3,61
B 7,3bcde+( 6 1542+ 16 10218 1,98+0,09 2,252+ 0,49
control 8,66 +0,4 11%+4 0,7%+0,6 3,240,2 45%+1,13
sal 9,419+0,6 2233 1,78+0,3 2,8+0,5 3,55% + 0,92
2 malta 8,39 +0 2 268+7 2,83%+1,17 2,5+0,1 1,55%+ 0,35
sacarosa 6,9°%9+0,6 1372422 1625 2,1+0,4 3,850+ 0,21
A 6,52 +0,2 1797°+71 99°+7 1,5£0,4 3,22+ 0,28
B 7,004 40 4 2336°+72 1310421 2,4+0,2 2,12+ 0,42
control 8,4%f9+0 3 15%+1 1,28+0,3 2,55+0,04 2,62+£0,28
sal 7,8%€ 40,1 423423 4242 2,4+0,4 3,28+ 0,57
2,5 malta 7,5%€ 40,3 7285 10%+7 2,0+0,3 2,352+ 0,07
sacarosa 5,9%+0,6 114219 142+1 2,31£0,2 2,82+£0,28
A 5,5%+0,6 2639°+186 125°+58 1,7+£0,6 6,05% + 0,64
B 7,45 +0 2 2398°+460 131°+5 1,9+0,7 4,35% + 2 05
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Las diferentes letras hacen referencia a las diferencias estadisticamente significativas entre la misma variable, para un a = 0,05. Los
valores de 5MF no mostraron diferencias significativas entre ellos

Modificaciones del contenido de carotenoides

Se identificaron 4 picos correspondientes a luteina, zeaxantina, B-criptoxantina y [3-caroteno, Se obtuvo una buena resolucién para todos
los casos, con tiempos de retencion de 17,5, 19, 28,9 y 38,8 minutos, respectivamente, La Figura 2a muestra el contenido de estos
carotenoides en las muestras provenientes de las diferentes etapas del proceso de produccién de copos de maiz, En los grits crudos se
identificaron los 4 compuestos, donde la luteina y zeaxantina mostraron los valores mas altos (0,96 y 0,78 ppm, respectivamente) en
comparacion al resto de las etapas, La coccion al vapor produjo un gran descenso de los carotenoides, con pérdida total de B-criptoxantina
y B-caroteno, Por lo tanto, los Unicos compuestos que pudieron cuantificarse en las etapas siguientes a la coccion fueron luteina y
zeaxantina, Durante las etapas de secado y laminado, las concentraciones de luteina y zeaxantina se mantuvieron constantes, en niveles
de 0,33 y 0,45 ppm, respectivamente, Es interesante destacar que, en la etapa de secado, a pesar de emplear temperaturas elevadas
(120°C), no se hallaron grandes pérdidas, Esto puede deberse a la geometria esférica de los grits y a la elevada humedad resultante del
proceso de coccién, que pudieron ayudar a proteger a los carotenoides que estan por debajo de la superficie del grit, Ademas, algunos
compuestos antioxidantes que se forman como resultado de la reaccion de Maillard durante la coccion y el secado (3) pudieron haber
protegido a estos compuestos de la degradacién oxidativa durante el secado y laminado, y de alli la obtencién de concentraciones
constantes, Se ha demostrado que estos productos de la reaccién de Maillard con capacidades antioxidantes estan relacionados al
desarrollo de fluorescencia (24), que fue discutida previamente, Finalmente, durante la etapa de tostado, que ocurre a 230°C se produce
una degradacion adicional de carotenoides, Al final de este proceso de produccion, los copos de maiz mostraron concentraciones de
0,17 ppm de luteina y 0,2 ppm de zeaxantina,

Individualmente, durante la etapa de coccidn la luteina fue méas susceptible a isomerizacion y descomposicion que la zeaxantina, tal
como se muestra en los porcentajes de pérdida (Figura 2b): 60% para luteina y 40% para zeaxantina, Luego de etapa de tostado el total
de perdida fue de 80% para ambos compuestos, Las mayores perdidas correspondieron a las etapas de coccion y tostado, de acuerdo a
lo esperado, debido a la combinacion de elevadas temperaturas y tiempo de proceso, En la Gltima etapa, el porcentaje de pérdida de
ambos compuestos es el mismo, mostrando que en el producto final ambos pigmentos sufren pérdidas similares.
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Figura 2. () Contenido individual de carotenoides y (b) porcentaje individual de pérdida de luteina y zeaxantina a través de los 5
pasos de produccion de copos de maiz, Las concentraciones de B-criptoxantina y f-caroteno fueron menores a los limites de
cuantificacién, Las barras de error representan las desviaciones estandar, Las letras muestran diferencias estadisticamente
significativas

Cambios de color

Las variables cromaticas L* (luminosidad) y a* (rojo) presentaron diferencias significativas (p<0,01) entre las diferentes formulaciones
y tiempos de tostado, Los cambios en la coordenada cromatica b* (amarillo) fueron menos pronunciados y no mostraron correlacion
con el contenido de carotenoides, Esto se debe a que el desarrollo de pardeo modifico las variables de color drasticamente, enmascarando
los cambios debidos a pérdida de pigmentos propios, En la Figura 3a el oscurecimiento de las muestras se representé a través de las
diferencias en la luminosidad antes y después del proceso de tostado (Lo*-L*) vs, el tiempo de tostado, Las formulaciones Sac, Ay B
mostraron oscurecimiento significativo luego de 1,5 minutos mientras que los sistemas S y M lo hicieron tras 2,5 minutos, Las muestras
comerciales, que contenian todos los ingredientes, mostraron el mayor oscurecimiento a 2,5 minutos, La Figura 3b muestra que los
valores de a* aumentaron significativamente con el tiempo de tostado y dependieron fuertemente de la formulacién, mostrando una
tendencia muy similar a la hallada para (Lo*-L*), Las coordenadas de color CIELAB (Lo*-L* y a*) aumentaron linealmente con el
tiempo de tostado, indicando una cinética de reaccién de orden cero, En general, fue posible observar visualmente que, para las
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formulaciones conteniendo todos los ingredientes, los tiempos de tostado mayores a 1,5 minutos promovieron el pardeamiento,
generando un color muy oscuro que puede ser inaceptable para el consumidor, Esto, ademas, puede relacionarse con el mayor contenido
de HMF detectado en estos sistemas, Una correlacion significativa (negativa) entre L* y HMF fue previamente reportada por Kowalski
y col. (25).

Lo*-L*

Tiempo de tostado (min) Tiempo de tostado (min)

Figura 3. (a) (Lo*-L*) y (b) a*, en funcién del tiempo a los diferentes tiempos de tostado: 1,5, 2 y 2,5 minutos, Los simbolos para
cada formulacion son: (—m—) control, (—o—) sal, (—— V¥ ——) malta, (— —0— —) sacarosa, (—e—) A y (- 4|-— -) B, Las lineas representan
las curvas del modelo de mejor ajuste y las barras de error corresponden a las desviaciones estandar

CONCLUSIONES

Los ingredientes combinados (sacarosa+sal+malta) tuvieron un efecto sinérgico, generando un aumento de los indices de reaccion
estudiados, La adicion de pequefias cantidades de sal, malta o sacarosa por separado no aceleraron el proceso de pardeamiento, siendo
el efecto sinérgico de su combinacién mas importante que las diferencias en las cantidades incorporadas,

La furosina fue un indice adecuado para el seguimiento de la reaccion de Maillard durante la coccidn, pero no asi durante el tostado.

El 80% del total de luteina y zeaxantina, dos de los carotenoides méas importantes del maiz que se encuentran involucrados en la
proteccion del tejido ocular, se perdié durante el proceso de produccion de copos de maiz por laminacion, principalmente en las etapas
de coccidn y tostado. La pérdida de pigmentos carotenoides fue muy importante indicando que no basta con utilizar materia prima con
alto contenido inicial sino que el tipo y disefio del proceso y la proteccién de estos compuestos es determinante para su conservacion.
Las coordenadas de color L* y a*, que representan la luminosidad y el rojo, aumentaron linealmente durante el tostado, en concordancia
con los indices de fluorescencia y absorbancia a 420 nm y con el oscurecimiento visual de las muestras, Sin embargo, la coordenada b*,
que es un indice de amarillo no correlacioné con la pérdida de carotenoides.

Los resultados obtenidos permiten profundizar en el conocimiento de la influencia de la formulacién utilizada durante la coccion vy el
efecto del tiempo de tostado sobre la formacion de intermediarios de la reaccion de Maillard como asi también a seleccionar los mejores
indices para el seguimiento de las reacciones, A su vez, esto puede ayudar a seleccionar las condiciones que mitiguen la pérdida de
nutrientes y la generacién de compuestos indeseables,
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue caracterizar extractos acuosos de especies vegetales silvestres en base a su capacidad antioxidante,
inhibicion del pardeamiento enzimético y citotoxicidad para evaluar su utilizacién como aditivos en matrices alimentarias. Ademas se
comparé el calentamiento convencional con el asistido por microondas para realizar los extractos. Se eligieron 16 especies vegetales
que tienen o tuvieron alguna utilizacion como alimento. EI material recolectado se clasificé botanicamente, se secd y se molid. Se
realizaron extractos acuosos que luego se filtraron y se midieron polifenoles torales por Folin-Ciocalteu, capacidad captadora de
radicales libres por DPPH, capacidad de inhibicion de la polifenoloxidasa de manzana y toxicidad utilizando el test de Artemia Salina.
El proceso de extraccién asistido por microondas fue mas eficiente en la extraccién de polifenoles y sencillo de aplicar usando equipo
estandar y de bajo costo. El estudio preliminar de toxicidad mostré valores muy bajos para la mayoria de las especies. Solidago chilensis,
Lantana camara y Eryngium horridum mostraron alto contenido de polifenoles y alta actividad captadora de radicales libres. Urtica
urens mostrd efecto inhibitorio sobre la PPO de manzana junto a una LC50 muy alta. Las especies estudiadas resultaron prometedoras
para la busqueda de compuestos antioxidantes como aditivos alimentarios, el uso de especies comestibles es un buen punto de partida
para la seleccidn. Se requieren estudios mas profundos sobre la composicion de estos extractos para identificar los metabolitos
responsables de las caracteristicas observadas.

Palabras clave: Extractos, pardeamiento, polifenoloxidasa, citotoxicidad, antioxidantes

ABSTRACT

The objective of this work was to characterize aqueous extracts obtained from wild vegetable species evaluating polyphenol content,
antioxidant capacity, inhibition of polyphenol oxidase and cytotoxicity. Normal heating versus microwave assisted heating was also
compared. The intended use of the extracts is as food additives. Sixteen wild species were selected taking into account is former use as
food by some populations. All plants were dried, classified systematically and milled. Aqueous extracts were filtered; total polyphenols
were measured using Folin-Ciocalteu method, free radical scavenging capacity was measured using DPPH, inhibition of apple
polyphenol oxidase was measured and cytoxicity was assessed by brine shrimp assay. Microwave assisted extractions was more efficient
in polyphenol recovery besides it is simple and uses a standard home device. Mos of the species studied showed low cytotoxic levels.
Solidago chilensis, Lantana camara y Eryngium horridum showed high polyphenol content and free radical scavenging activity. Urtica
urens inhibited apple PPO and had very low toxicity. The species used in this work are interesting as source of antioxidant compounds
to use in food additives, the fact they were used as food was a good starting point due to its low toxicity. Future work is required to get
deeper insights in the compounds responsible of the biological activity observed.

Keywords: extracts, browning, polyphenoloxidase, citoxicity, antioxidants

INTRODUCCION

Actualmente, muchas especies vegetales silvestres son utilizadas como alimentos (ensaladas, aderezos, sopas, cocciones, salsas y
pickles) debido a su valor cultural y nutricional (1,2). Estas caracteristicas las hacen interesantes como material de partida para la
busqueda de aditivos alimentarios. Estos tienen un nicho de aplicacion importante en los alimentos minimamente procesados debido a
que los consumidores prefieren los aditivos naturales (3). En comparacion con las especies cultivadas, las silvestres poseen la capacidad
de generar mayor cantidad de metabolitos secundarios, lo cual las hace muy interesantes como fuente de nuevos compuestos (4). Los
compuestos fendlicos naturales (fenoles, acidos fendlicos, flavonoides, taninos y lignanos) tienen una amplia gama de propiedades
fisioldgicas y representan los metabolitos secundarios con mayor capacidad antioxidante en alimentos. Estos actlan a través de diferentes
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maneras, pueden depurar radicales libres y también son capaces de inhibir la peroxidacion lipidica (5,6). Ademas, podrian actuar como
quelantes de iones metalicos que inducen la oxidacion (7). Estos iones se encuentran presentes en el sitio activo de la polifenoloxidasa
de ocurrencia natural, la cual interviene en las reacciones de oxidacion como el pardeamiento enzimatico (8).

Las especies vegetales seleccionadas en este trabajo han sido utilizadas desde antafio en medicina popular o como alimentos por
diferentes culturas. Esta apreciacién podria utilizarse para definir un criterio de atoxicidad. Sin embargo, dada la complejidad quimica
de los extractos se hace necesario ampliar el estudio de sus posibles efectos tdxicos. En este contexto el ensayo de toxicidad en Artemia
salina ha sido ampliamente utilizado por diferentes grupos de investigacion para detectar actividad citotoxica de extractos naturales con
potencial interés como aditivo alimentario (9).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar extractos acuosos de especies vegetales silvestres en base a su capacidad antioxidante,
inhibicion del pardeamiento enzimatico y citotoxicidad para evaluar su utilizacion como aditivos en matrices alimentarias y comparar
dos métodos de extraccion, calentamiento tradicional a ebullicion y asistido por microondas.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Los reactivos 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, catecol y butilhidroxitolueno (BHT) fueron adquiridos en Sigma- Bs. As. -Argentina, el &cido
ascorbico, etanol y el carbonato de sodio fueron adquiridos en Cicarrelli-Rosario-Argentina, el reactivo de Folin-Ciocalteu y el acido
galico fueron adquiridos en Biopack- Bs. As. — Argentina. La sal de mar (red Sea), los huevos de Artemia salina y levadura fueron
adquiridas en Pergamino, Pcia. de Bs. As. Todas las drogas utilizadas fueron de calidad analitica.

Material vegetal

Se recolectaron 16 especies vegetales en Pergamino, provincia de Buenos Aires, Argentina. Para cada especie vegetal se recolectaron
dos ejemplares. Ademas se confeccion6 un voucher specimen, el cual fue depositado en el herbario de la Facultad de Ciencias Agrarias
perteneciente a la Universidad Nacional de Rosario, ubicado en la localidad de Zavalla provincia de Santa Fe. Las especies recolectadas
fueron: Solanum sisymbriifolium Lam. Var. Sisymbriifolium (SS), Sida rhombifolia L. (SR), Oxalis articulata (OA), Lantana camara
L. (LC), Commelina erecta L. var. erecta (CE), Matricaria recutita L. (MR), Xanthium spinosum L. (XS), Dipsacus fullonum L. (DF),
Carduus acanthoides L. (CA), Setaria parviflora (Poir.) Kerguelen var. parviflora (SP), Solidago chilensis (SC), Nicotiana longuiflora
(NL), Urtica urens (UU), Lolium multiflorum (LM), Eryngium horridum (EH) y Sphaeralcea bonariensis (Cav.) Griserb (SB).
Preparacioén de extractos

El total del material vegetal recolectado (planta entera) se seco en estufa a 60 °C con circulacion forzada y luego se molié en un molino
tipo Wiley con malla de 2 mm y se mezcl6 de manera homogénea. Se utilizaron 1,5 g de material vegetal seco y pulverizado y 30 mL
de H20O destilada. Los extractos se obtuvieron por calentamiento directo (EE) (10 minutos a 100 °C) y utilizando microondas (EM) (10
minutos 90W). Los extractos fueron filtrados y liofilizados. Para cada extracto se realizé una extraccion con metanol, las soluciones
resultantes fueron filtradas y concentradas a presion reducida. El rendimiento de los extractos se calculé como porcentaje en peso del
extracto seco obtenido respecto de la masa del material vegetal de partida.

Determinacion de polifenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind utilizando la técnica de Folin-Ciocalteu y acido galico como estandar. A 2,4 mL de solucién
acuosa de extracto (0,83 mg/mL) se agreg6 0,20 mL de reactivo de Folin. Luego de 5 minutos se agreg6 2,4 mL de carbonato de sodio
al 10%. La mezcla se mantuvo en la oscuridad durante 30 minutos y se registro la absorbancia a 760 nm usando un espectrofotometro
Lamda 25 (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA) (10). Para cada muestra se realizé un blanco sin el agregado de reactivo de Folin. El
contenido de fenoles totales fue calculado realizando una curva de calibracion con acido gélico como estandar. Los resultados se
expresaron como ppm de acido galico por g de extracto.

Determinacién de actividad captadora de radicales libres

La capacidad captadora de radicales libres fue determinada de acuerdo al método reportado por Ghasemzadeh y col. (11) con algunas
modificaciones. Brevemente, se utilizé una solucion formada por 985 pL de solucion de DPPH (3%) en etanol y 15 pL de extracto a
una concentracion de 70 pg/mL para todas las especies. Se incubd durante 30 minutos a 37 °C. Posteriormente se registrd la absorbancia
a 518 nm. La actividad antirradicalaria (AA%) fue determinada de acuerdo a la siguiente formula:

AA%= 100- ((Abs. Muestra- Abs. Blanco)/Abs Control * 100)

Donde Abs. Muestra contenia 985 uL de DPPH 3% y 15 pL de extracto, Abs. Blanco contenia 15 pL de extracto y 985 L de etanol y
Abs Control contenia 15 pL de etanol y 985 puL de DPPH (3%). Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado y los
resultados promediados.

Inhibicién de polifenoloxidasa
La enzima PPO se extrajo a partir de manzanas de variedad red delicious. Partes iguales en peso de manzana y buffer fosfato 50 mM
(pH 6,8) se homogeneizaron con una procesadora de alimentos durante 3 minutos en presencia de poli-PVP. El homogenizado se filtro
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repetitivamente utilizando un pafio de tela hasta obtener un liquido limpido. El liquido obtenido se centrifugd 20 minutos a 4 °C a una
velocidad de 12000 x g. El sobrenadante se utiliz6 para el ensayo.

Para cuantificar el efecto inhibitorio de los extractos analizados se utiliz6 el indice de actividad enzimatica relativa residual (REA) el
cual representa la actividad residual de la enzima, luego de adicionar los distintos inhibidores, con respecto a la enzima sin inhibir (12).
La mezcla de reaccion conteniendo 100 uL de sobrenadante y 1900 uL de buffer, se incub6 en presencia del posible inhibidor a 25 °C
durante 5 minutos. Luego se dispar6 la reaccion agregando 1 mL de catecol 0,2 M y se registr6 la absorbancia a 420 nm de forma
continua durante 2 minutos a la misma temperatura. Se resté el color del extracto utilizando una mezcla de reaccion en las mismas
concentraciones pero sin el agregado de PPO.

Ensayo de letalidad de Artemia salina.

Para obtener las larvas de Artemia salina se agregaron 100 mg de huevos por cada litro de solucion de sal de marina (3,8%) en agua
bidestilada previamente oxigenada, los huevos se incubaron 48 h bajo luz artificial.

En tubos de ensayo se adicionaron 10 larvas y se completé a 5 mL con solucién salina y a cada tubo de agregaron 40 uL de cada extracto
redisuelto en agua de tal manera que la concentracion final fue 600, 300, 150, 75, 33,5y 12,25 ug/mL. Posteriormente se agrego a cada
tubo una gota de levadura a 0,6 mg/mL. Como blanco se utilizé una solucién de sal de marina sin el agregado de extracto y como control
positivo una solucién de dicromato. Todos los ensayos se realizaron por quintuplicado. Los resultado obtenidos se procesaron en un
ordenador transformando los porcentajes de mortalidad en PROBIT, los cuales se utilizaron para efectuar una regresion lineal que
permitié calcular la LC50 de los extractos que se define como la concentracion que maté el 50% de las larvas (13).

ANALISIS ESTADISTICOS
Se realiz6 la prueba de t de Student para muestras apareadas para determinar las diferencias entre los métodos de extraccién. Se utilizd
el software InfoStat version 2012. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de extraccion

Se analizaron los rendimientos de extraccion de los EE y EM. En términos generales las EE mostraron porcentajes de extraccion mayores
que los EM. Los EE de las especies Carduus acanthoides, Dipsacus fullonum, Matricaria recutita, Xanthium spinosum, Lantana camara
y Solidago chilensis mostraron los mayores rendimientos con valores de 12,04%, 10,22%, 10,12%, 13,82%, 14,07% y 17,07
respectivamente, mientras que los EM de las especies Matricaria recutita, Xanthium spinosum, Dipsacus fullonum y Solidago chilensis
mostraron valores de 10,58%, 10,59%, 9,13% 14,87 respetivamente. Las especies Matricaria recutita y Solidago chilensis mostraron
importantes rendimientos en ambos procesos extractivos. Los extractos de Sida rhombifolia y Sphaeralcea bonariensis tanto a ebullicién
como en microondas gelificaron luego del proceso de calentamiento, ambas especies pertenecen a la familia MALVACEAE. Por lo
tanto, estas especies fueron desestimadas en las posteriores determinaciones.

Contenido de polifenoles y actividad antirradicalaria

En la Tabla 1 se muestra el contenido de polifenoles totales expresados como equivalentes de acido galico y la actividad antirradicalaria
medida por captacion de DPPH de los extractos acuosos realizados utilizando los dos tipos de calentamiento. El proceso utilizando
microondas presentdé un promedio mayor de polifenoles para las especies estudiadas (p<0.05). Los compuestos fendlicos son
considerados como los compuestos fitoquimicos de mayor actividad bioldgica (14). Giovanelli, G., & Buratti, S. (15), reportaron que
las especies silvestres contiene entre dos y tres veces mas polifenoles que las especies cultivadas. Lantana camara, Solidago chilensis
y Eryngium horridum presentaron el mayor contenido de polifenoles para ambos tipos de extracciones. Lantana camara es utilizada
como hierva medicinal en la medicina folklérica (16) y como alimento en otras regiones del planeta (17, 2). Se han reportado diferentes
polifenoles de esta especie los cuales contienen en su estructura base una flavona y antraquinona (16). La infusion de Solidago chilensis
posee usos medicinales (18) y se ha reportado actividad inhibidora de acetilcolinesterasa (19). Ademas sus principales metabolitos
segundarios son los aceites esenciales, diterpenoides y flavonoides, siendo la quercetrina el principal constituyente (20). Se ha reportado
que las especies del género Eryngium contienen saponinas, flavonoides, aceite esencial, glucosidos monoterpénicos y acidos fendlicos
(21). Mareeti¢ y col. (22) ha reportado el principal flavonoide es apigenina. Ademas, los extractos cloroférmicos de estas especies
mostraron actividad antimicrobiana (23).
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Tabla 1. Contenido de polifenoles totales para los extractos obtenidos por ebullicién (EE) y microondas (EM) expresada como
equivalente de acido galico en mg/g de extracto seco (mediazDE).

Especie polifenoles totales (EM) polifenoles totales (EE)
Oxalis articulata 22,3+0,7 18,3+0,6
Carduus acanthoides 40+1 36x1
Solanum sisimbriflorum 39+1 33,9+0,9
Setaria parviflora 22,6+0,6 16,9+0,5
Commelina erecta 34+1 27+0,8
Dispsacus fullonum 371 27+0,9
Matricaria recutita 33+1 14,4+0,5
Xantium spinosum 5312 30,1+0,9
Lantiana camara 120+4 70+2
Solidago chilensis 150+4 15542
Nicotiana longuiflora 96+3 98+1
Urtica urens 27,1x0,7 52+1
Lolium multiflorum 42+1 39+2
Eryngium horridum 133+4 12242
Sida rhombifolia s/d s/d
Sphaeralcea bonariensis s/d s/d

En la Tabla 2 se detallan los resultados de actividad antirradicalaria medida como porcentaje utilizando el ensayo de DPPH. Para esta
propiedad no se encontré diferencia significativa entre los dos métodos de extraccion. Las especies Lantana camara, Carduus
acanthoides, Solidago chilensis, Eryngium horridum y Commelina erecta se destacaron de las demas por su alto valor de actividad
antirradicalaria. Sin embargo los EE de la Lantana camara, Eryngium horridum y Solidago chilensis mostraron valores elevados de
AA% (78.04, 67,00 y 49.00 %) respectivamente y los EM de Solidago chilensis, Lantana camara, Eryngium horridum y mostraron
valores de AA% (98.00, 85,00 y 64.00 %) respectivamente. Por lo tanto no se puede mencionar cual proceso extractivo favorecio la

actividad antirradicalaria.
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Tabla 2. Actividad antirradicalaria para los extractos obtenidos por ebullicion (EE) y microondas (EM) expresada como % de
desaparicion de DPPH para una concentracion de extracto de 70 pg/mL (media+DE).

Especie AA% (EM) AA% (EE)

Oxalis Articulata 7,8+0,4 28+1
Carduus acanthoides 55+3 39+2
Solanum sisimbriflorum 4,6+0,2 19,840,9
Setaria parviflora 14,2+0,7 17,4+0,8
Commelina erecta 54+3 26+1
Dispsacus fullonum 27+1 33+2
Matricaria recutita 16,0+0,8 18,2+0,9
Xantium spinosum 21+1 37+2
Lantiana camara 85+4 7814
Solidago chilensis 98+5 49+2
Nicotiana longuiflora 29+1 28+2
Urtica urens 1,40+0,07 4+0,3
Lolium multiflorum 8,6+0,4 7+1
Eryngium horridum 64+3 67+2
Sida rhombifolia s/d s/d
Sphaeralcea bonariensis s/d s/d

Ademas, para las especie mas activas en cada proceso extractivo, se determinaron la concentracion necesaria para producir la captacion
del 50% del radical DPPH a la concentracion de trabajo (AA50%) (Tabla 3). Solidago chilensis (EM) y Lantana camara (EE) mostraron
una AA50% de 0,031y 0.030 mg/ml respectivamente. Como control positivo se utiliz6 BHT y &cido ascérbico siendo los valores de
AA50% 1,53 mg/ml y 0,053 mg/ml respectivamente. Se ha reportado alto contenido de actividad antioxidante en infusiones y extractos
hidroalcohdlicos de Solidago chilensis y este efecto ha sido atribuido a la su alto contenido de flavonoides principalmente quercetina
(24).

Tabla 3. Actividad antirradicalaria medida como la concentracion necesaria para captar el 50% del DPPH para los extractos de
Lantana camara y Solidago chilensis comparado con antioxidantes conocidos.

muestras AA50% (mg/ml)
Lantana camara (EE) 0,030+0,003
Solidago chilensis (EM) 0.031+0.002
acido ascorbico 0,053+0,004
BHT 1,53+0,06

El analisis de la relacion entre el contenido de fenoles y la capacidad antioxidante para todos los extractos se muestra en la Figura 1. Se
observé una relacién positiva a para EE (R?=0,6161) fundamentalmente promovido por el extracto de Lantana camara, el cual presentd
altos valores para polifenoles y para AA. Para EM el R? fue de 0,6778. Estas correlaciones pueden alejarse de la linealidad porque el
método de Folin-Ciocalteu es especifico para compuestos fendlicos, y la actividad antioxidante también puede ser exhibida por
compuestos no fenolicos (25-26). La relacion entre el contenido de fenoles y la capacidad captadora de radicales en ambos procesos de
extraccion sugiere que entre el 61,61% y 67,78 % de la actividad evaluada para las especies vegetales estudiadas resulta de la
contribucion de los compuestos fenélicos de ocurrencia natural.
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Figura 1. Relacion entre la actividad antirradilcalaria y el contenido de polifenoles para los extractos a ebullicién (EE) obtenidos
por calentamiento en microondas (EM)

Ensayo de inhibicién de PPO

Solo Urtica urens y Solidago chilensis mostraron un efecto inhibitorio de la PPO de manzana con valores de REA de 31% y 85%
respectivamente, a una concentracion de 3,1 mg/ml. El extracto acuoso de Urtica urens mostré una menor cantidad de polifenoles y
AA% comparado con Solidago chilensis. Desde este punto de vista podria pensarse que la capacidad inhibitoria de la PPO del extracto
de Urtica urens estd mediada por compuestos solubles en agua diferentes de los polifenoles, més aun teniendo en cuenta que para esta
especie las extracciones con metanol o etanol rinden mayores cantidades de polifenoles que las acuosas (27). Para ahondar en este tema
se necesitaria ampliar el estudio utilizando diferentes solventes de extraccion.

Ensayo de letalidad de Artemia salina.

El ensayo de letalidad de Artemia salina es considerado como una herramienta Gtil para la evaluacion preliminar de la toxicidad de
extractos vegetales dado que se correlaciona razonablemente bien con la propiedad citotoxica (28) y con los test en animales de
laboratorio como ratas o ratones (29). Se utilizé como control positivo una solucién de dicromato el cual mostré una LC50 de 16,6
ug/mL, resultado similar al reportado por Molinas-Salinas y Said-Fernandez (30) (12,6 pug/mL). A partir de los resultados obtenidos se
realiz6 una clasificacién segun el criterio establecido por Sanabria-Galindo (31) el cual utiliza categorias de toxicidad que van de nula
a alta Tabla 3.

Tabla 3. Valores de de LC50 en Artemia salina para los extractos acuosos estudiados

Especie LC50 (ug/ml) Toxicidad
Carduus acantohides 87 moderada
Allium cepa 120 moderada
Allium sativum 128 moderada
Nicotiana longiflora 209 moderada
Solidago chilensis 524 baja
Lolium multiflorum 758 baja
Urtica urens 3236 nula
Oxalis articulata 1011 nula
Erygium horridum ND nula

I"TA ) 5 Ministerio de Agroindustria
Instituto Nacional de

Teenologia Agropecuaria Presidencia de la Nacién



PROYECTO ESPECIFICO
Estrategias para la diferenciacion de alimentos y el desarrollo de nuevos productos alimentarios.

PROYECTO INTEGRADOR Optimizacion de calidad integral y otras estrategias de agregado de valor.

Debido a la dificultad de establecer un criterio de toxicidad con validez amplia se decidié realizar el mismo estudio con extractos de
especies comestibles de manera de comparar los valores de LC50 con extractos que se consideran seguros. Los valores de LC50
obtenidos para ajo (Allium cepa) y cebolla (Allium sativum) fueron de 120,2 y 128,8 pg/mL respectivamente. Gyawali R., (32) report6
resultados en el mismo orden de magnitud para Allium sativum (172.48 pug/mL). En esta comparacién solo Carduus acantohides presento
una toxicidad mayor que un extracto acuoso de ajo o cebolla.

Solidago chilensis y Erygium horridum mostraron la mayor cantidad de fenoles y presentaron baja y nula toxicidad. Otros estudios
también han encontrado que las plantas con altos contenidos de polifenoles presentan baja toxicidad en comparacién con otros
metabolitos segundarios (33).

CONCLUSIONES

El estudio de especies silvestres locales se presenta como una alternativa interesante para la blsqueda de nuevos compuestos con
actividad antioxidante.

El proceso de extraccion asistido por microondas demostr6 ser mas eficiente en la extraccion de polifenoles y no se observd diferencia
respecto de la actividad. La extraccion utilizando calentamiento por microondas es muy sencilla de aplicar. El equipo de extraccion
utilizado fue de tipo estandar y de bajo costo y los extractos obtenidos fueron més faciles de filtrar o que lo hace una técnica interesante
para obtener extractos naturales.

El estudio preliminar de toxicidad utilizando Artemia salina mostrd valores muy bajos para la mayoria de las especies indicando que el
uso de especies comestibles es un buen punto de partida para la seleccién.

Tres especies presentaron simultaneamente alto contenido de polifenoles y alta actividad captadora de radicales libres (Solidago
chilensis, Lantana camara y Eryngium horridum). Urtica urens mostré efecto inhibitorio sobre la PPO de manzana junto a una LCsp
muy alta lo que lo hace prometedor como aditivo antipardeamiento y alienta futuras investigaciones.

Si bien se encontrd que las especies que presentaron mayor contenido de polifenoles y mayor actividad antirradicalaria fueron las que
mostraron menores LC50, la alta inhibicion de la PPO de manzana por Urtica urens (clasificada como toxicidad nula) por un lado y la
muy baja citotoxicidad de Eryngium horridum (alta AA% y contenido de polifenoles), por otro indican que no siempre la toxicidad y la
bioactividad estdn acopladas. Se requieren estudios mas profundos sobre la composicion de estos extractos para identificar los
metabolitos responsables de las caracteristicas observadas.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la expresion de las HSPs en mandarinas Satsuma Okitsu con diferentes indices de color (IC)
a cosecha sometidos a tratamiento de desverdizado y posterior conservacién frigorifica, como posible indicador bioquimico de
alteraciones fisioldgicas. Se cosecharon dos lotes de frutos (Entre Rios) con indices de color de -12,8 y -9,6, ambos con grado de madurez
adecuados para su consumo en fresco. Estos lotes fueron sometidos a tratamiento de desverdizado (1-3 ppm etileno, 72h a 21°C), seguido
de descanso (21°C 72 hs, 95% HR) y posterior conservacion (30 dias a 5°C) y 7 dias a 20°C simulando la etapa de comercializacion. El
analisis se realiz6 a través de la expresion dos familias de HSPs: 1) la familia de HSP de bajo peso molecular (sHSPs), y 2) la familia
de HSP de 70 kDa (HSP70). Se extrajeron las proteinas del flavedo de los frutos utilizando fenol buffereado. Ochenta microgramos (80
1g) de proteinas totales fueron separadas mediante SDS-PAGE y posteriormente analizadas inmunolégicamente mediante la técnica de
Western blot. A nivel de Western blot, el anti- HSPC1 (sHSPs) inmunoreaccion6 con tres bandas proteicas con peso molecular de aprox.
22- 23, 18 y 16 kDa, en ambos lotes de frutas analizados (IC: -12,8 y -9,6). Para el lote con IC -9,6, se observaron diferencias de nivel
de expresion de las proteinas de 18 y 16 kDa entre el control y los 30 dias de conservacion frigorifica. Respecto al lote con IC -12,8, no
hubo cambios en la expresion de estas dos proteinas. Por otra parte, el anticuerpo anti-HSP70 s6lo inmunoreacciono en las muestras
pertenecientes al lote con menor indice de color (-12,8), dando una Unica banda de 70 kDa, tanto para la muestra control como para la
de 30 dias de conservacion frigorifica. A partir de estos resultados preliminares podriamos inferir que la expresion diferencial de las
HSPs podria ser herramienta para predecir posibles alteraciones fisiol6gicas que minimicen las pérdidas comerciales provocadas por
manchas que pudieran ocasionar el desverdizado y su posterior conservacion en frio.

Palabras clave: mandarina, HSPs, desverdizado, calidad

ABSTRACT

The aim of the present work was evaluate the expression of HSPs in Satsuma Okitsu mandarins in two batches of fruits with different
color indexes (Cl) at harvest, and subjected to degreening treatment and subsequent refrigeration conservation, as a possible biochemical
indicator of physiological alterations. Two batches of fruits (Entre Rios) were harvested with color indexes of -12.8 and -9.6, both with
adequate degree of maturity for the external market. These batches were subjected to degreening treatment (1-3 ppm ethylene, 72h at
21 °C), followed by rest (72hs at 21 °C, 95% RH) and subsequent storage (30 days at 5 °C) and 7 days at 21 °C simulating the marketing
stage. The analysis was carried out through the expression of two families of HSPs: 1) the family of HSPs of low molecular weight
(sHSPs) and 2) the family of HSP of 70 kDa (HSP70). Proteins (flavedo) were extracted from fruits using buffered phenol. Eighty
micrograms (80 ng) of total proteins were separated by SDS-PAGE and subsequently analyzed immunologically by the Western blot
technique. At the Western blot level, the anti-HSPC1 (sHSPs) immunoreacted with three protein bands with molecular weight of approx.
22-23, 18 and 16 kDa, in both batches of fruits analyzed (Cl: -12.8 and -9.6). For the batch with IC -9.6, differences in the expression
level of the 18 and 16 kDa proteins were observed between the control and the 30 days of refrigerated storage. Regarding the batch with
IC -12.8, there were no changes in the expression of these two proteins. On the other hand, the anti-HSP70 antibody only immunoreacted
in the samples belonging to the batch with the lowest color index (-12.8), giving a single band of 70 kDa, both control and for the 30-
day refrigerated conservation samples. From the results obtained we can conclude that the differential expression of the HSPs could be
used as a tool to define the management of the fruit, minimizing the commercial losses caused by degreening and cold storage.

Keywords: mandarin, HSPs, degreening, quality.

NTRODUCCION

A nivel nacional, los frutos citricos representan el grupo de mayor importancia en volumen de produccidn. Se producen 2,8 millones de
toneladas de frutas citricas, ocupando el décimo lugar en la produccién mundial (1). La citricultura en el NEA es una de las principales
actividades econédmicas de la region. En Entre Rios la superficie plantada es de casi 42.000 ha, estimandose que la superficie manejada
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por un productor es de 15-16 ha. Las especies mas plantadas son naranjas y mandarinas destinadas fundamentalmente al consumo en
fresco tanto en el mercado interno como de exportacion.

El manipuleo de citricos en el empaque y posterior almacenamiento puede llevar a alteraciones fisiologicas, no siempre de clara
identificacion, que afecten su calidad como fruta fresca. La calidad de los citricos es relevante para el consumidor al momento de decidir
la compra, donde aspectos como el color, la textura y el sabor, son los que influyen a la hora de su eleccion.

Luego de la cosecha y durante el acondicionamiento y almacenamiento, los frutos frescos son susceptibles de sufrir alteraciones
patoldgicas y fisioldgicas, con las consiguientes pérdidas en cantidad y calidad. A modo de ejemplo se mencionan los dafios asociados
al desverdizado de variedades citricas de maduracion temprana. Esta técnica permite comercializar fruta en momentos 6ptimos de
mercado, una fruta que si bien ha alcanzado su madurez interna pero cuya cascara presenta colores palidos, poco atractivos al consumidor
(2). El desverdizado es una técnica poscosecha mediante la cual se acelera la degradacion de los pigmentos de color verde (clorofila) de
la céascara de los frutos manifestandose la coloracion proporcionada por los pigmentos carotenoides (naranja) cuya sintesis puede ser, a
su vez, acelerada en el proceso (3, 4). En el proceso de desverdizado, se aplica etileno exégeno, sometiendo a los citricos a condiciones
de estrés que pueden llevar alteraciones fisioldgicas. Concentraciones de etileno tan bajas como 1 ppm tienen un efecto constatable en
el desverdizado, no aconsejandose sobrepasar las 10 ppm dado que mayores concentraciones no producen una mayor velocidad de
desverdizado. Por el contrario ocasionan una aceleracion de otros procesos metabolicos tales como la respiracion, la desecacion y caida
de célices, y los que conducen al ablandamiento de la piel (5).

La conservacion frigorifica es considerada el método mas efectivo para preservar la calidad en poscosecha de frutas, debido a que retarda
el envejecimiento, disminuye la respiracion, las podredumbres y los cambios metabdlicos indeseables. Es por ello que esta técnica es
cada vez mas utilizada para alargar el periodo de comercializacién de cada variedad y mantener la calidad durante el transporte a
mercados distantes (6). En el NEA, la temperatura utilizada para la conservacion de naranjas y mandarinas es de alrededor de 5°C (7).
Si bien existen recomendaciones practicas para reducir los dafios asociados a los procesos de desverdizado y conservacion frigorifica
(momento de cosecha, temperatura, humedad relativa, concentracién de gases, etc.), no se conocen los mecanismos moleculares y
bioquimicos asociados a estas alteraciones que presentan los frutos.

Existen numerosos datos experimentales que sugieren que las proteinas de estrés térmico (HSPs) juegan un papel crucial en la proteccién
de las plantas frente a diferentes situaciones de estrés. En los ultimos afios se han llevado a cabo investigaciones donde se las utiliza con
fines practicos. Dado que los cambios producidos a nivel bioguimico constituyen las primeras respuestas detectables frente a las
fluctuaciones ambientales, la deteccion y/o cuantificacion de las HSPs podrian ser utilizadas con fines de biomonitoreo de las diferentes
situaciones a la que las frutas estan expuestas (8).

El objetivo del presente trabajo es generar conocimientos sobre los procesos bioquimicos asociados a la aplicacién de los tratamientos
poscosecha en frutos citricos, lo cual permitird tomar decisiones en cuanto a alternativas de manejo poscosecha de la fruta, y acceder a
los mercados con productos finales de calidad 6ptima.

MATERIALES Y METODOS

Frutos

Se utilizaron frutos de mandarinas Satsuma (Citrus unshiu, cv. ‘Okitsu’) provenientes de quintas de productores del departamento de
Federacion, Entre Rios (2013). Las mandarinas fueron transportadas al laboratorio de postcosecha de la Estacion Experimental
Concordia del INTA, donde se seleccionaron y clasificaron frutos homogéneos y libres de dafios superficiales. Se definieron dos lotes
(1y 2) que se diferenciaron en el indice de color inicial: -12,8 y -9,6 (Minolta, Sistema Hunter-Lab). Ambos lotes presentaban grado de
madurez adecuados para su consumo en fresco (medido por el indice de madurez y porcentaje de jugo). Cada tratamiento consistio en
cuatro réplicas de 30 frutos cada uno, de los cuales en tres réplicas se utilizaron para el recuento de alteraciones, pérdida de peso y color,
mientras que la restante se destiné para determinar calidad interna. Al iniciar el ensayo se tomaron al azar 15 frutos por lote a los cuales
se les determind el indice de color y el peso. Cada lote de mandarinas fue sometido a tratamiento de desverdizado: fueron colocados en
un ambiente con 1-3 ppm de etileno, 21 + 0,5°C y 90 + 1% HR por un periodo de 72 horas. Seguidamente, se dejé descansar por un
periodo similar sin la aplicacidn de etileno y manteniendo las demés condiciones constantes. Luego, las mandarinas fueron procesadas
en una linea de empaque semicomercial. Las mandarinas fueron almacenadas 30 dias en cAmara de conservacion con una temperatura
de 5+ 0,5°C y 90 + 1% HR, y luego expuestas por 7 dias a 20 + 0,5°C, simulando las condiciones de comercializacion (Figura 1).
Andlisis de calidad

Se determind el color por medio del indice de Color IC= 1000a/Lb (9), con colorimetro triestimulo Minolta modelo CR-300. Para cada
fruto se realizaron dos determinaciones en su parte ecuatorial y en puntos equidistantes. La pérdida de peso fue determinada como
porcentaje con respecto al peso inicial, se utilizo para ello una balanza Sartorius, modelo LC 1200S. La calidad interna de los frutos se
evalud sobre tres muestras de cinco frutos por tratamiento. El porcentaje de jugo se determiné mediante extraccion manual del jugo de
tres repeticiones de cinco frutos por cada réplica, como el cociente del volumen (ml) y el peso (g) expresandolo en forma porcentual.
Los s6lidos solubles se determinaron en el jugo obtenido de cada réplica, se utiliz6 un refractometro digital Atago modelo PocketPAL-
1, y se expres6 como porcentaje de sélidos disueltos. La acidez se midi6 por titulacion volumétrica del jugo obtenido de tres réplicas de
cinco frutos. Se utilizé hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N, utilizando fenolftaleina como indicador y expresando el resultado como mg
de &cido citrico en 100ml de jugo. El indice de madurez se calculé como el cociente entre los s6lidos solubles y la acidez.
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Cosecha ———> Tomade muestra: C

-12.8 96
Desverdizado
(1-3 ppm etileno,72 hs, 21°C)

Descanso
(72 hs, 21°C, 95% HR)

Procesado

Transporte ———s Tomade muestra: 30
(30d, 5°C)

Manifestacion de daino —— tomade muestra: 30+ 7
(7 d, 20°C)

Figura 1. Esquema del tratamiento de desverdizado aplicado a ambos lotes de frutos de mandarina (IC de -12,8 y -9,6)

Extraccion de proteinas

Las proteinas fueron extraidas a partir del pericarpio (cascara coloreada) de los frutos, segln el método de Hurkman y Tanaka (10), con
algunas modificaciones. Previamente, el tejido vegetal fue pulverizado con nitrégeno liquido. Se tom6 1g de material vegetal al cual se
le adiciond 2 ml de buffer de extraccién para proteinas (BPE) y 5 ml de fenol saturado en 100mM de buffer Tris-HCI pH 8.0 conteniendo
EDTA 1mM. El preparado se homogeneiz6 con equipo Ultraturrax. El homogenato asi obtenido, se dejo reposar en heladera durante 15
min, y posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 2314 x g durante 30 min a 4°C, en una centrifuga Sorvall RC3C. Se extrajo
la fase fendlica, a la cual se le adicion6 un volumen equivalente de buffer Tris-HCI 0.1 M pH 8.0 conteniendo EDTA 1mM. Se agitd y
posteriormente la muestra se centrifug6 durante 30 min a 2314 x g y 4°C. Se separ6 la fase fendlica y se le adicion6 acetato de amonio
0.1 M en metanol, en relacién 1:5. Las muestras se mantuvieron en freezer a -20°C durante toda la noche. Posteriormente, las proteinas
fueron centrifugadas durante 30 min a 10000 x g en la centrifuga Sigma 3K30. Se descarté el sobrenadante y el precipitado se lavé con
acetato de amonio 0.1M en metanol, y posteriormente con acetona al 80%, centrifugdndose cada vez (2 veces) a 12000 x g durante 1
min. El precipitado una vez seco, se resuspendié en 100 ul en buffer de corrida para electroforesis (BCE).

BPE: Tris-HCI 100mM pH 8,0, EDTA 1mM pH 8,0, PMSF (fluoruro de fenimetanosulfonilo) 1mM; BCE: Tris- HCI 0.625 M pH=6.8;
10 % (v/v) glicerol; 2% (p/v) SDS: 2 % (v/v) 2-mercaptoetanol y 0.02 (p/v) de azul de bromofenol.

Determinacién de la concentracion de proteinas

La concentracion de las proteinas fue determinada por el método de Lowry (11) utilizando como patrén una solucion de seroalbimina
bovina (BSA) 0.2 mg/ml. La absorbancia de las muestras fue medida a una longitud de onda de 660 nm en un espectrofotometro
METROLAB 330.

Separacion e identificacién de las proteinas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE)

Las corridas electroforéticas fueron realizadas segln la técnica de Laemmli (12) en geles de 0,75 mm de espesor. Se sembrd80 pg de
proteinas en cada una de las calles de los geles. Las proteinas fueron separadas utilizando geles discontinuos; la concentracion de
poliacrilamida del gel separador fue del 12,5 %. Las corridas electroforéticas fueron realizadas con un equipo Mini Protean Il (BIO-
RAD®) a voltaje constante (130V) durante aproximadamente 1 h 30 min. Como estandar de peso molecular se utiliz6 para el SDS-
PAGE el estandar de bajo peso molecular (PM) de BIO-RAD®), en el cual las proteinas estuvieron comprendidos en el rango de 14.4 -
97.4 kDa, mientras que para el western blot, se utilizé el estandar Prestained Protein Ladder (Thermo) con proteinas comprendidas
entre10 a 170kDa. Posteriormente, las bandas proteicas fueron tefiidas con una solucidn al 0,2% (p/v) de Coomassie Brilliant Blue R-
250 en solucidn de acético/metanol/agua (v/v) (10/45/45).

Identificacion de proteinas por métodos inmunolégicos

Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas durante 50 min a 100 V y 350 mA, a una membrana de nitrocelulosa (tamafio
de poro: 45um) utilizando el buffer de transferencia (BT) y el modulo de transferencia del Mini Protean Il (BIO-RAD®). Una vez
finalizada la transferencia, la membrana fue lavada durante 15 min con una solucion Tris buffer salino (TBS) conteniendo Tween 20
(TBST), y posteriormente bloqueada durante 30 min a 20 °C con solucion de bloqueo (SB). A continuacidn, la membrana fue incubada
durante 90 min a TA con el anticuerpo primario: antisuero policlonal anti-HSP21, diluido 1:750 en TBST + leche en polvo descremada
2%; o con el anticuerpo monoclonal comercial anti-HSP70 (SIGMA®, catalogo # H5147, monoclonal anti-heat shock protein 70 clone
BRM-22) diluido 1:1500 en TBST + 2% leche en polvo descremada. Luego del lavado durante 15 min con solucion TBST, la membrana
fue incubada durante otros 90 min a TA con el anticuerpo secundario [anti- 1gG rat6n para el caso de anti-HSP70, o anti- IgG conejo
para el caso de anti-HSP21, obtenidos ambos en cabra y conjugados con fosfatasa alcalina (KPL) en una dilucién 1:10000]. Luego de
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tres lavados de 5 min cada uno con TBST, la membrana fue revelada con solucién reveladora (SR) hasta visualizacion de las bandas
(13). Las bandas obtenidas en los geles de poliacrilamida y en las membranas de nitrocelulosa fueron escaneadas con un Densitémetro
GS-800 ImagingCalibratedDensitometer (BIO RAD®), y las imagenes asi obtenidas fueron digitalizadas y procesadas posteriormente
mediante el programa de analisis QuantityOne 1-D (BIO-RAD®), para determinar los PM vy las cantidades relativas de las proteinas
presentes en las bandas de interés.

BT: 25 mM Tris-HCI pH 8.3, 192 mM glicina, 20% metanol y 0.4% SDS; TBS: 25 mM Tris-HCI pH 7.4, NaCl 0,8%, KCI 0.02%;
TBST: 0.05% (v/v) Tween 20 en TBS; SB: TBST conteniendo 2 % de leche en polvo descremada; SR: 0.4
mMnitrobluetetrazoliumchloride (NBT) + 0.4 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyil fosfato (BCIP) en buffer de desarrollo (BD); BD: 100
mM Tris pH 9.5; 0.5 mM MgCI2

RESULTADOS Y DISCUSION
En la tabla 1, se observan las variables de calidad iniciales, obtenidos para ambos lotes de frutas analizadas con diferente indice de
color.

Tabla 1. Calidad interna de mandarinas en la cosecha

Parametro Lote con fruta Lote con fruta
analizado mas verde menos verde
IC -12.80 -9.60
Peso (g) 100.3 140.9
% Jugo 415 42.0
°Brix 9.80 9.10
Acidez 0.98 0.73

IM 10.0 12.4

En cuanto a las variables fisiologicas analizadas, en general no se vieron grandes diferencias. Lo méas destacable fue que la fruta
proveniente del lote mas verde presentd mayores valores de acidez, y por ende un menor IM. Al cabo de 30 dias de conservacion, se
observd que la fruta con menor indice de color (-12.8), presentaba frutas con manchas (Tabla 2), mientras que esta alteracién no fue
observada en la fruta mas coloreada.

Tabla 2. Porcentaje de frutos con manchas

30 dias de conservacion

% de Fruta Lote con fruta mas Lote con fruta
manchada verde (-12.8) menos verde (-9.6)
2.2 0

La figura 2 muestra el andlisis electroforético de las muestras de mandarinas sometidos al tratamiento de desverdizado, para ambos lotes
con diferente IC. En lafruta méas verde (-12.8; izquierda de la imagen), se observa una banda proteica de alta densidad de 26-27 kDa y
otras cuatro bandas de menor intensidad de PM aproximados de 52 kDa, 40 kDa, 31 kDa y 27.5 kDa, tanto en la cosecha (c), como
durante la conservacion frigorifica (30 y 30+7). Para cada banda proteica, no se observé diferencia de intensidad durante todo el periodo
analizado. En la zona de bajo PM en esta figura también se observa una banda tenue de 21.7kDa solamente en las muestras proteicas
correspondiente al tratamiento de desverdizado (30 y 30+7), no siendo detectable en la cosecha (c). Respecto de las proteinas de alto
PM (70 kDa) no fue posible visualizar estas proteinas.

En el gel donde se sembrd las muestras correspondientes a la fruta llamada menos verdes (-9.6, derecha de la imagen) se observa
solamente en forma notoria la banda proteica de 26-27kDa de PM, en todos los periodos analizados (c, 30 y 30+7). En forma tenue se
observa una banda proteica de 40 kDa, también en todos los periodos analizados (c, 30 y 30+7). Por su parte, no fue posible detectar las
bandas de 52 kDa, 31 kDa y 27.5 kDa vistas en la fruta con menor indice de color. Tampoco se detectaron proteinas de alto PM (70
kDa).
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Figura 2. Analisis por SDS- PAGE de los extractos proteicos de mandarinas, sometidos al tratamiento de desverdizado. Los frutos
fueron analizados en la cosecha (c), a los 30 dias de conservacion frigorifica (30) y luego de la simulacién del periodo de
comercializacién (30+7), para ambos lotes con diferente IC

Con el proposito de corroborar los resultados obtenidos en cuanto a si las bandas proteicas corresponde o no a algin miembro de las
HSPs, los extractos proteicos fueron posteriormente analizados por la técnica de Western blot (figura 3).

+ verdes: -12.8 -verdes: -9.6
C 30 30+7 (o4 30 30+7

PM 1 2.3

Figura 3. Analisis por Western Blot de los extractos proteicos de mandarinas, sometidos al tratamiento de desverdizado. Los frutos
fueron analizados en la cosecha (c), a los 30 dias de conservacion frigorifica (30) y luego de la simulacién del periodo de
comercializacién (30+7), para ambos lotes con diferente IC

La figura 3 muestra el anlisis inmunoldgico de las muestras de mandarinas sometidos al tratamiento de desverdizado, para ambos lotes
con diferente IC. Cada membrana fue dividida a la mitad. La parte superior muestra los resultados correspondientes al incubarla con el
anticuerpo anti HSP70, mientras la mitad inferior corresponde al antisuero anti-HSPC1 (21 kDa).

En la fruta mas verde (-12.8; izquierda de la imagen), puede observarse que el anticuerpo anti-HSP70 sélo inmunoreacciond con una
Unica banda proteica, estimada en 70 kDa por comparacion con el patron de referencia, tanto para la muestra control (c) como para las
muestras conservadas durante30 dias, y su posterior exposicion de 7 dias a 20 °C (30 y 30+7). Estos resultados permiten deducir que la
banda proteica corresponde a un miembro de la familia de las HSP70 (estimado por el PM y reaccién con el anti-HSP70 monoclonal).
Por su parte, el anti-HSPClinmunoreaccion6 con tres bandas proteicas de PM 22-23kDa, 18 kDa y 16 kDa. La evaluacién
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semicuantitativa por densitometria dptica de la intensidad de las bandas permiti6 establecer que las intensidades de dichas bandas fueron
similares durante todo el periodo analizado (dato no mostrado).

Respecto de la fruta menos verde (-9.6; imagen de la derecha), el anticuerpo anti-HSP70 no pudo detectar la banda correspondiente; y
respecto del anticuerpo de bajo PM, éste inmunoreaccion6 también con las mismas proteinas que en la fruta mas verde (22-23, 18 y 16
kDa, respectivamente) tanto en el control como durante la conservacion frigorifica (30 y 30+7).

El estudio del perfil proteico de los extractos de los frutos sometidos a diferentes tratamientos es considerado de gran importancia, ya
que suministra informacién acerca de los posibles cambios bioquimicos inducidos por la aplicacion de los mismos y permite de esta
manera, establecer el mecanismo asociado al efecto ejercido por el tratamiento.

El analisis por SDS PAGE y Western blot permiti6 detectar proteinas cuyos PM estuvieron comprendidas en el rango de los 21-30 kDa.
Es importante destacar que en ambos lotes de frutas, ya sea en la cosecha como durante la conservacién, se detecté una banda de
intensidad significativa de 23-27 kDa, sugiriendo esta situacién que podria corresponder a una proteina que se esta expresando en forma
conservativa. Asimismo, las bandas de 16 y 18 kDa también corresponderian a miembros de la familia de las SHSPs. Segun Vierling
(14) en vegetales las proteinas de bajo PM (sHSPs) serian las mas importantes desde el punto de vista funcional, actuando como
chaperonas moleculares. Estas proteinas tendrian precisamente la funcién de proteger a los frutos preservando, por un lado, estructuras
especificas como las membranas y por otro lado, la funcion de proteinas especificas (15). Es sabido que estas proteinas son sintetizadas
en respuesta a un amplio rango de situaciones, como el frio, UV, baja concentracion de oxigeno, contaminantes quimicos, salinidad,
dafio mecénico etc. (16, 17).

En cuanto a las HSP70, se detect6 una Unica banda proteica en la fruta con el menor indice de color, tanto en la cosecha como durante
la conservacion frigorifica. Estos resultados estarian sugiriendo que se trataria de proteinas que se estdn expresando en forma
constitutiva. Se sabe que los miembros de esta familia pueden expresarse tanto en forma constitutiva (llamadas HSC70) como en forma
inducible (HSP70) (18). Las Hsp70, en casi todos los organismos, funcionan también como chaperonas, previniendo la agregacion, y
asistiendo en el plegamiento y desplegamiento de proteinas para prevenir su acumulaciéon como agregados, y pliegues de forma adecuada
durante su transferencia a su ubicacion final (19).

CONCLUSIONES

Los ensayos realizados en este trabajo indican que las condiciones a las cuales se someten la fruta durante el proceso de desverdizado y
almacenamiento, puede alterar significativamente la calidad de los frutos. También debe tenerse en cuenta el grado de coloracion de la
fruta al momento de la cosecha, cuando se la somete a un tratamiento de desverdizado. En este trabajo pudo observarse que los frutos,
si bien presentaban condiciones de madurez adecuadas al momento de la cosecha salvo un IC més verde, luego de ser desverdizados
manifestaron dafio superficial mas o menos extenso de color pardo oscuro. Este dafio pudo detectarse a los 30 dias de conservacién con
un recuento del 2%. Coincidentemente, en este lote (IC = -12.8) pudo identificarse la expresién de una banda proteica de 70kDa, tanto
en la cosecha como luego de 30 dias de conservacion frigorifica, y ain en mayor medida, en las muestras que representaban el periodo
de comercializacion (30 + 7dias). A partir de los resultados obtenidos del estudio y caracterizacion de ambas familias de HSPs en
muestras de frutos de mandarinas evaluados en poscosecha, se podria inferir que la expresién diferencial de estas proteinas podria ser
utilizada como una herramienta para definir el manejo posterior de la fruta, minimizando las pérdidas comerciales provocadas por
manchas que pudieran ocasionar el desverdizado y la conservacion en frio, con menor perdida comercial por parte de los productores
de frutas de la zona.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la suplementacion con taninos en diferentes dietas bases sobre los atributos sensoriales
del masculo Semitendinosus, de vacas de refugo, procesado mediante tecnologia de coccién sous vide y conservado durante 21 dias a 2
+ 0,5 °C. Se analizaron un total de 48 muestras del musculo Semitendinosus, provenientes de vacas de refugo de raza Hereford. Se
realizaron dos ensayos: 24 animales fueron alimentados a campo natural y los 24 restantes fueron alimentados a silo sorgo. En cada uno,
los animales se asignaron aleatoriamente a dos tratamientos: T1, dieta base con suplementacion energética/proteica con agregado de
taninos de quebracho colorado (Schinopsis balansae) y T2, dieta base con suplementacion energética/proteica sin agregado de taninos.
Luego que los animales alcanzaron una condicion corporal igual 0 mayor a 6 puntos y un espesor de grasa dorsal igual o mayor a 6 mm,
se faenaron y se obtuvieron las muestras de carne del musculo Semitendinosus las cuales se envasaron al vacio y se almacenaron a -
18°C hasta su procesamiento. Los musculos se sometieron al proceso de coccién-pasteurizacion sous vide en autoclave con cesto
estatico. La coccion se finalizé cuando se alcanzé los 70 °C - 2 min en el centro geométrico del masculo. Posteriormente, los mismos
se conservaron a 2 = 0,5 °C durante 21 dias y a intervalos de 7 dias se tomaron piezas y se almacenaron a - 18°C para su posterior
analisis sensorial. El ensayo sensorial se realiz6 mediante un panel de 8 jueces entrenados utilizando una escala no estructurada de 10
cm para evaluar los atributos flavor, flavores extrafios, olor, olores extrafios, terneza inicial y sostenida, jugosidad y cantidad de tejido
conectivo. Los resultados se analizaron estadisticamente mediante ANOVA. En los casos en lo que se hallaron diferencias significativas
se aplico el test de comparacion de medias de Duncan. En el ensayo a campo natural los resultados obtenidos mostraron que la
suplementacion y el tiempo de almacenamiento no provocaron diferencias significativas (p>0,05) en ninguno de los atributos evaluados.
En el ensayo a feedlot los resultados indican que la terneza es afectada por los distintos tratamientos (exceptuando las muestras del
tiempo 14). En ambos ensayos no se encontraron diferencias en el resto de los atributos evaluados y la aparicion de sabores y olores
extrafios puede enmascarar alguna variacion en los atributos evaluados. Acorde a los resultados obtenidos se puede concluir que la
adicion de taninos no provoco cambios apreciables en los atributos sensoriales de las muestras estudiadas a campo natural no asi en el
ensayo a base de granos que se encontraron algunas influencias anteriormente mencionadas.

Palabras Clave: vaca de refugo, taninos, sous vide.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of feeding system and of supplementation of tannins on the sensory attributes in the
Semitendinosus muscle of cull cow processed by sous vide cooking technology and preserved for 21 days at 2 £ 0.5 °C. A total of 48
samples of semitendinosus muscle, from Hereford breed cows, were analyzed. Twenty four animals were fed to herbage diet and the
remaining 24 came from animals fed concentrate. They were randomly assigned to two treatments, T1: base diet with energy / protein
supplementation without addition of tannin and T2: base diet with energy / protein supplementation with addition of tannins from
quebracho (Schinopsis balansae). The meat samples obtained from semitendinosus muscle were subjected to the process of cooking-
pasteurization sous vide in an autoclave with a static basket. The cooking was completed when it reached 70 °C - 2 min in the geometric
center of the muscle. Subsequently, they were kept at 2 + 0.5 ° C for 21 days and at intervals of 7 days pieces were taken and stored at
-18 °C for their subsequent sensory analysis. The evaluation sensory it was done through 8 trained judges. and it was used an
unstructured scale of 10 cm to evaluate the flavor attributes, strange flavors, odor, strange smells, initial and sustained tenderness,
juiciness and amount of connective tissue. The results were analyzed statistically by ANOVA. In the cases in which significant
differences were found, Duncan's means comparison test was applied. In the herbage diet test, the results obtained showed that
supplementation and storage time did not cause significant differences (p> 0.05) in any of the evaluated attributes. In the test to
concentrate the results showed that the tenderness is affected by the different treatments. However, in both trials, no differences were
found in the rest of the attributes evaluated and the appearance of foreign tastes and smells may mask some variation in the evaluated
attributes.
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INTRODUCCION

La calidad de un alimento se define a través del conjunto de caracteres que el mismo debe reunir. Tales caracteres consideran, por un
lado, las necesidades de los consumidores: inocuos, nutritivos, agradables, de precio adecuado. Por otro, aspectos vinculados a la
presentacion y a la preparacién que requiere su consumo, cuidado del medio ambiente y ética de la produccion (proteccién animal). Los
cambios sociales que se producen en forma continua en el mundo también tienen injerencia sobre las caracteristicas de los alimentos.
Por ejemplo, han influenciado sobre la concepcion que se tiene de los mismos, incrementandose la preferencia de los consumidores
hacia comidas preparadas. En este punto, y en el caso particular de la carne, el procesamiento térmico es una de las herramientas
prioritarias. Sin embargo, se debe considerar que el mismo debe ser tal que a la vez de lograr la inocuidad y los caracteres sensoriales
deseados, permita mantener el nivel nutricional que aportan las materias primas (1). Asimismo, el desafio de la industria carnica es
relevar cudl es la calidad esperada por el consumidor y contar con la tecnologia adecuada para plasmarla en un producto
alimenticio. Es importante destacar que, disponer de una tecnologia, no solo implica contar con los medios técnicos, sino también
de las condiciones sanitarias, regulatorias, financieras, etc. que hagan viable su aplicacion comercial. Con diferentes grados de avance,
existen tecnologias emergentes de proceso que han sido desarrolladas con el fin de lograr productos inocuos preservando
atributos de calidad de relevancia para el consumidor (2).

En las dos ultimas décadas, las tecnologias de coccion-refrigeracién (cook chill) tuvieron importantes modificaciones y mejoras,
particularmente a través de la coccion -pasteurizacion bajo vacio en bolsas o bandejas plasticas (3). Este sistema es conocido como
proceso o tecnologia sous vide, de acuerdo a su origen francés (4). También se lo conoce con otros nombres, como coccién en
bolsa, pero estos términos son poco precisos ya que han sido usados para otros procesos como coccién de un producto y
luego envasado al vacio, o para alimentos que s6lo se envasaron al vacio. Con el objetivo de aclarar este punto, el Sous Vide
Advisory Committee (SVAC) del Reino Unido ha definido al proceso como sigue: “sous vide es un sistema en el que los alimentos
crudos o parcialmente cocidos son envasados al vacio dentro de una bolsa o recipiente de laminado pléstico, cocidos-
pasteurizados en un sistema de coccidn controlado, enfriados en forma répida y finalmente almacenados a temperaturas de
refrigeracion, particularmente entre 0 -3°C” (SVAC, 1991).

Las investigaciones de Vaudagna y col. (5) indican que la tecnologia sous vide constituye uno de los esfuerzos en el desarrollo
de sistemas de coccidn, el cual fue utilizado por las empresas de foodservices (cadenas de hoteles, restaurantes, hospitales,
medios de transporte, etc.) para industrializar la produccién de comidas. Permite racionalizar el trabajo evitando fluctuaciones
tipicas del oficio, separar en tiempo y espacio las etapas de preparacion-coccién de comidas y consumo, a través del denominado
time buffer, periodo en el cual el alimento es preservado en forma segura luego de la coccion -pasteurizacion, usualmente por
refrigeracion, para posteriormente ser calentado y servido para su consumo . En el sistema sous vide, el envase plastico retiene
fisicamente los componentes del flavor del alimento, los nutrientes y la humedad del mismo, permitiendo obtener productos de mayor
calidad organoléptica y nutricional que las formas convencionales de coccion. Asimismo, ofrece también la posibilidad de
extender la vida Gtil del producto y preservar sus propiedades nutricionales debido a que inhibe o minimiza el crecimiento de
microorganismos alteradores y retarda los procesos bioquimicos de deterioro que requieren oxigeno, particularmente la oxidacion
de lipidos y proteinas. Este Gltimo aspecto es de gran importancia en la vida Util de carnes cocidas, debido a que normalmente,
esta es limitada por el desarrollo de sabores indeseables (denominado sabor a recalentado o warmedover-flavour, WOF)
vinculados con el desarrollo de la oxidacion de lipidos. La tecnologia sous vide consiste en la aplicacion de un tratamiento de coccion-
pasteurizacién controlada a alimentos crudos o parcialmente cocidos envasados al vacio en envases herméticamente sellados, enfriados
en forma rapida y finalmente almacenados a temperaturas de refrigeracion, entre 0-3°C. En este proceso, la pérdida de agua y los
componentes se reducen, preservando asi la calidad sensorial de los alimentos. Por lo tanto resulta una alternativa para elaborar productos
listos para consumir de carne bovina. Vaudagna (5) y Da Silva (6), indican que debido a las ventajas obtenidas en las perdidas por
coccién, textura, oxidacion lipidica, estabilidad sensorial y microbioldgica, el proceso sous vide podria resultar adecuado para agregar
valor a las carnes consideradas de segunda. Botinestean y col. (7), muestran que los productos carnicos cocidos sous vide tienen mas
beneficios, ya que necesitan menores cantidades de conservantes y la retencion de los jugos naturales podria mejorar la textura y el valor
nutricional del producto.

El consumo alimenticio en base a la cantidad y tipo de grasa esta relacionado con las enfermedades cardiovasculares en los individuos,
especialmente el alto contenido en acidos grasos saturados (AGS) produce un aumento del nivel de colesterol-LDL. Por el contrario,
algunos &cidos grasos monoinsaturados y los &cidos grasos poliinsaturados (AGPI) tienen efectos beneficiosos sobre la salud humana
(8). En los animales rumiantes, el contenido de acidos grasos en el musculo se ve afectado por el proceso de biohidrogenacién ruminal.
Por lo tanto, el aumento de la biosintesis de &cidos grasos beneficios para la salud y la reduccion de los AGS resultaria alentador para
mejorar la calidad nutricional de la carne vacuna (8). Barragan y col. (9) indican que el resultado de adicionar vitamina E y selenio
como antioxidantes en la carne bovina es efectivo en cuanto al retardo de la oxidacion. Sin embargo, estos componentes resultan de
elevado costo y es por ello que el uso de taninos podria resultar una fuente alternativa de antioxidantes. Los taninos presentes en plantas
forrajeras ejercen un efecto antioxidante en la carne, cuando son utilizados como suplemento en la dieta suministrada a bovinos (9). Se
conoce que los mismos ejercen su accion sobre la biohidrogenacion del rumen (8). Priolo y Vasta (10), mostraron que los taninos afectan
el color y la composicion de &cidos grasos de la carne de pequefios rumiantes. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de
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la suplementacion con taninos en diferentes dietas bases sobre los atributos sensoriales del misculo semitendinosus, de vacas de refugo,
procesado mediante tecnologia de coccion sous vide y conservado durante 21 diasa 2 + 0,5 °C.

MATERIALES Y METODOS

Animales y disefio experimental

Se llevaron a cabo dos ensayos con diferentes dietas bases dadas a ganado bovino categoria vacas de refugo, de raza Hereford y todas
destetadas hiperprecozmente. Las dietas bases fueron campo natural (24 animales) y silo de sorgo (24 animales), respectivamente. En
ambas dietas, los animales fueron asignados aleatoriamente a dos tratamientos:

T1 = Dieta base en suplementacion energética/proteica a base de maiz molido y urea de liberacion lenta, (12 animales).

T2 = Dieta base con incorporacion de taninos de Quebracho colorado (80g/cab. por dia) en suplementacion energética/proteica a base
de maiz molido y urea de liberacion lenta, (12 animales).

Luego que los animales alcanzaron las condiciones finales de condicién corporal igual o mayor a 6 puntos y el espesor de grasa dorsal
igual o mayor a 6 mm, se faenaron en una empresa frigorifica local. Se obtuvieron muestras de carne, del misculo Semitendinosus,
diseccionado de la media res izquierda de cada animal. Finalmente, los mismos se envasaron al vacio y se almacenaron a -18°C hasta
su procesamiento. Para cada tratamiento de alimentacion (campo natural y silo sorgo) se aplic6 un disefio completamente aleatorizado.
Muestras y procedimientos analiticos

Las muestras de carne se sometieron al proceso de coccién-pasteurizacion sous vide en autoclave con ducha de agua (Microflow
Barriquand, Roanne, France) operado en forma estatica y siguiendo lo descripto por Szerman y col. (11). La evolucion de la temperatura
y el tiempo se siguid en el centro geométrico de tres masculos distribuidos en diferentes ubicaciones en el cesto interior de la camara de
la autoclave mediante el uso de termocuplas tipo T. Los datos fueron almacenados con un multimetro digital Hydra 2625A data logger
(John Fluke Mfg. Co., Inc., Everett, USA). Las lecturas de las temperaturas fueron tomadas a intervalos de 30 s y la precision de la
medicién fue de 0,1 °C. La coccidn se finaliz6 cuando se alcanz6 los 70 °C - 2 min en el centro geométrico del misculo. Por Gltimo,
las piezas se conservaron a 2 £ 0,5 °C durante 21 dias y a intervalos de 7 dias se tomaron piezas que se almacenaron a — 18 °C para la
evaluacion sensorial.

Anélisis sensorial

Para el perfil sensorial se llevé a cabo una prueba QDA (Anélisis sensorial descriptivo cuantitativo). Las muestras se descongelaron en
heladeraa 4 + 0,5 °C y se cortaron en cubos de 2 cm. Posteriormente, se calentaron en horno microondas durante 20 s e inmediatamente
se sirvieron a un panel de 8 jueces entrenados siguiendo los lineamientos generales de AMSA (12) y la normativa general de IRAM (13)
para andlisis sensorial. Para ello, se utiliz6 una escala no estructurada de 10 cm para evaluar: flavor, flavores extrafios, olor, olores
extrafios, terneza inicial y sostenida, jugosidad y cantidad de tejido conectivo (1= extremadamente suave, duro, seco y nada a 10=
extremadamente intenso, tierno, jugoso y mucho, respectivamente).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para el ensayo de alimentacién a base de campo natural los resultados obtenidos (Tabla 1 y 2) muestran que la suplementacion y el
tiempo de almacenamiento no provocaron diferencias significativas (p>0,05) en ninguno de los atributos evaluados. Sin embargo, se
hallaron olores y flavores extrafios de intensidad media en todas las muestras que podrian haber enmascarado cambios mas sutiles
debidos a la suplementacién con taninos.

Tabla 1. Valores de los atributos evaluados en las muestras del misculo Semitendinosus cocido sous vide correspondientes al ensayo
campo natural y tratamiento T1.

Tiempo Olor Flavor Terneza Inicial Terneza Sostenida Jugosidad Tejido Conectivo
0 4,97 4,99 4,65 5,61 5,26 3,36
7 4,75 4,86 4,34 5,27 4,71 4,31
14 3,92 4,77 4,89 4,96 5,61 3,18
21 4,68 4,45 5,11 5,86 5,49 3,21

Tabla 2. Valores de los atributos evaluados en las muestras del misculo Semitendinosus cocido sous vide correspondientes al ensayo
de campo natural y tratamiento T2.

Tiempo Olor Flavor Terneza Inicial Terneza Sostenida Jugosidad Tejido Conectivo
0 4,31 5,06 5,02 6,06 5,08 3
7 4,6 4,33 4,46 5,61 5,14 3,59
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14 4,13 4,85 4,34 531 5,03 4,29
21 3,84 5 4,83 5,97 5 3,42

En cuanto al ensayo de alimentacion a base de granos, los resultados obtenidos por tiempo de almacenamiento se muestran en las Tablas
3, 4,5y 6 para cada uno de los atributos bajo estudio y los distintos tratamientos aplicados.

Tabla3. Valores de los atributos evaluados en las muestras del musculo Semitendinosus cocido sous vide correspondientes al tiempo 0
dias de almacenamiento y los tratamientos aplicados.

Tiempo Tratamiento Olor Flavor T. Inicial T. Sostenida Jugosidad Tejido Conectivo
0 Dias Con tanino 4,42 4,32 4,33 5,02° 5,73 4,86
Sin tanino 441 4,34 4,82 5,942 5,54 3,98

Letras distintas en la misma columna indica diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05).

Tabla 4. Valores de los atributos evaluados en las muestras del musculo Semitendinosus cocido sous vide correspondientes al tiempo
7 dias de almacenamiento y los tratamientos aplicados.

Tiempo Tratamiento Olor Flavor T. Inicial T. Sostenida Jugosidad Tejido Conectivo
7 Dias Con tanino 4,47 4,31 4,642 5,58 2 5,21 4,42°
Sin tanino 4,39 4,61 3,58° 421" 4,63 5212

Letras distintas en la misma columna indica diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05).

Tabla 5. Valores de los atributos evaluados en las muestras del misculo Semitendinosus cocido sous vide correspondientes al tiempo
14 dias de almacenamiento y los tratamientos aplicados.

Tiempo Tratamiento Olor Flavor T. Inicial T. Sostenida Jugosidad Tejido Conectivo
14 Dias Con tanino 4,42 481 4,09 4,91 5,44 4,72
Sin tanino 4,36 4,41 4,72 5,36 5,07 4,29

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05).

Tabla 6. Valores de los atributos evaluados en las muestras del misculo Semitendinosus cocido sous vide correspondientes al tiempo
21 dias de almacenamiento y los tratamientos aplicados.

Tiempo Tratamiento Olor Flavor T. Inicial T. Sostenida Jugosidad Tejido Conectivo
21 Dias Con tanino 4,52 4,51 4,16° 4,76 ° 5,25 511
Sin tanino 4,14 4,52 5312 5,942 5,2 4,26

Letras distintas en la misma columna indica diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05).

En el ensayo de alimentacion a base de granos, se observa que se hallaron diferencias estadisticamente significativas en terneza sostenida
para el tiempo O dias y en terneza inicial y sostenida para los tiempos 7 y 21 dias (p<0,05) (Tabla 6). Asimismo, en el tiempo 7 dias se
hallaron diferencias significativas en tejido conectivo (Tabla 4). No se hallaron diferencias significativas en los demas atributos
evaluados. En cuanto a los atributos terneza inicial y sostenida, las muestras se caracterizaron como “Algo duro” y “Duro” existiendo
diferencias significativas entre ellas y respecto a tejido conectivo se caracterizaron como “Trazas” para Tiempo 0 y 14 dias (Tablas 3y
5), “Trazas” y “Algo de Tejido Conectivo™ para los tiempos 7 y 21 dias (Tablas 4 y 6). Por ultimo, y respecto a los demas atributos, las
muestras se caracterizaron como: olor “Débil”, flavor “Débil” y jugosidad para tiempos 0,14 y 21 “algo secas” y tiempo 7 “secas” a
“algo secas” sin diferencias estadisticamente significativas.
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CONCLUSION

En el caso del ensayo de alimentacion a base de granos, los tratamientos evaluados modifican la terneza del musculo Semitendinosus
(exceptuando las muestras del tiempo 14 dias). Asimismo, en el tiempo 7 dias se encontraron diferencias significativas en Tejido
Conectivo sin verse afectados los demas atributos para el ensayo a base de granos.

La aparicion de olores y sabores extrafios es importante tanto en la frecuencia de aparicion como en la intensidad de los mismos. Estos
olores y sabores extrafios pueden haber enmascarado cambios mas sutiles en las muestras debidos a la suplementacidn con taninos, en
ambos ensayos de alimentacion.

Por Gltimo se sefiala que a partir del analisis QDA se puede inferir que la adicion de taninos no influye en las caracteristicas sensoriales
de las muestras bajo estudio en ninguno de los ensayos de alimentacion.
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RESUMEN

El aceite de oliva extra virgen (AOEV), obtenido a partir del fruto del olivo (Olea europaea L.); es reconocido por sus propiedades
funcionales, dado su alto contenido en acidos grasos monoinsaturados y en antioxidantes naturales, tales como vitamina E y pigmentos.
Debido a su importancia nutricional y econdémica, es fundamental contar con tecnologia que permita identificar posibles adulteraciones
para determinar la autenticidad del AOEV y su composicién funcional. En este contexto, la evaluacién fluorimetrica es una técnica
simple, rapida y no destructiva, Gtil para detectar la presencia de compuestos funcionales fluorescentes, tales como vitaminas y/o
pigmentos naturales. El presente trabajo demuestra el uso de la fluorescencia para el seguimiento de los cambios en el AOEV después
de 7 dias de exposicion a la luz, y en mezclas con aceite de girasol (70:30 v/v), fundamentandose en la estabilidad y contenido de los
compuestos funcionales presentes, tales como tocoferoles, clorofila y sus derivados, como indicadores de adulteracién y calidad en
AOEV.

Palabras clave: aceite de oliva extra virgen; fluorescencia; exposicion a la luz, antioxidantes.

ABSTRACT

The extra virgin olive oil (EVOOQ) obtained from the fruit of the olive tree (Olea europaea L.); is recognized by its functional properties,
given its high content in monounsaturated fatty acids and natural antioxidants such as vitamins E and pigments. Due to its nutritional
and economic importance, is essential to have a technology that allows identifying possible adulteration to determine the authenticity of
the EVOO and its functional composition. In this context, fluorimetric evaluation is a simple, rapid and non-destructive technique, useful
to detect the presence of fluorescent functional compounds, such as vitamins and/or natural pigments. The present work demonstrates
the use of the fluorescence to monitor changes in the EVOO and mixtures with sunflower oil, during 7 days of light exposition, based
on the stability and content of the functional compounds present, such as tocopherols, chlorophyll and its derivatives, as indicators of
adulteration and quality in EVOO.

Keywords: Extra Virgin Olive Qil, fluorescence, light exposition, antioxidants

INTRODUCCION

El aceite de oliva extra virgen (AOEV) es un producto econémicamente importante no solo en los paises mediterraneos; sino también
en Argentina, Chile y Australia que se encuentran dentro de los veinte productores a nivel mundial. EI AOEV se obtiene del fruto del
olivo (Olea europaea L.) mediante prensas mecanicas y sin aplicacion de procesos de refinacion (1, 2).

Sin embargo, la calidad del AOEV disminuye con el paso del tiempo como consecuencia de degradaciones oxidativas e hidroliticas;
que influirian en la pérdida parcial de constituyentes menores. Estos constituyentes pueden dividirse en dos grupos: el primero consta
de derivados de acidos grasos, tales como mono y diglicéridos, fosfatidos, ceras y esteres de esteroles y el segundo incluye compuestos
que no estan quimicamente relacionados con los acidos grasos como: hidrocarburos, alcoholes alifaticos, esteroles libres, tocoferoles,
pigmentos, carotenoides y compuestos fenélicos polares (3, 4). Por lo tanto, estas pérdidas de calidad provocan la disminucion de las
cualidades sensoriales y promotoras de la salud, asi como el valor de comercializacion y la aceptabilidad del consumidor de AOEV, ya
que acarrean a la generacion de sustancias de sabor desagradable de bajo peso molecular, pérdida de antioxidantes y acumulacion de
compuestos toxicos tales como radicales libres (5, 6, 7). La propension de un AOEV a estos fenémenos negativos depende de su
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exposicion a factores prooxidantes tales como oxigeno, temperatura, luz (6, 8, 9) que pueden afectar su estabilidad oxidativa desde la
produccion hasta el consumo. Sin embargo, la respuesta de un AOEV a la oxidacion depende de su composicion quimica,
particularmente, de aquellas sustancias que pueden influir directa o indirectamente en estos fendmenos, como los antioxidantes naturales
(Vitamina E, pigmentos) y el 4cido oleico (5, 6, 7, 8). Los niveles de estos quimicos estan muy influenciados por factores genéticos,
agronémicos y tecnolégicos.

Es por ello que una de las preocupaciones de la industria aceitera es la preservacion de los atributos positivos del AOEV desde la
produccion hasta el embotellado, y la comercializacién (10). De hecho, condiciones de almacenamiento no dptimas, tales como los que
podrian ocurrir en el estante de una tienda, podrian alterar las caracteristicas del producto y eventualmente diferir de los indices indicados
en la etiqueta, o de los que establece la ley.

Ademas, el alto precio del AOEV en el mercado, frente a otros aceites vegetales, provoca la existencia de adulteraciones o fraudes (4).
Existen reportes sobre etiquetado falso sobre el origen geografico o la variedad de aceite de oliva (11, 12). La adulteracion implica la
adicion de aceites de menor valor comercial, como por ejemplo aceites de semillas refinados (girasol, soja, maiz) (13).

Actualmente, la identificacion o deteccion de adulteraciones en AOEV constituye un de los desafios de la ciencia actual, que permita
contar con un método rapido y preciso, para un buen control de calidad y el etiquetado (14).

Las técnicas mas empleadas para detectar alteraciones del AOEV hacen uso de métodos cromatograficos (15, 16). Otras técnicas
incluyen reacciones colorimétricas, determinacién del valor de yodo, valor de saponificacion, densidad, viscosidad, indice de refraccién
y absorbancia ultravioleta (17).

En el estudio de nuevos métodos emergentes surge la fluorescencia, como método para discriminar aceites comestibles, detectar la
adulteracion o el estado de calidad del AOEV (18, 19). Esta técnica posee ventajas tales como su velocidad de analisis, el ser una técnica
no destructiva, y utilizar pequefias cantidades de muestra.

Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue estudiar el uso de la fluorescencia para el seguimiento de los cambios en el AOEV
después de 7 dias de exposicion a la luz. Para ello, se trabaj6 con 2 variedades de AOEV (Picual (AOEVP) y Farga (AOEVF) y mezclas
con aceite de girasol (AG) (70:30 v/v), fundamentandose en la estabilidad y contenido de los compuestos funcionales presentes, tales
como Vitamina E (tocoferoles), pigmentos (clorofila y derivados), como indicadores de adulteracion y calidad en AOEV.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de aceite

Las variedades de fruta de olivo (Olea europaea L.) Farga y Picual se cosecharon en 2015 en el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), Junin, Mendoza, Argentina (Latitud 33 ° 16 S, Longitud 68 ° 5 W). Tres muestras de cada monovarietal fueron
cosechadas a mano en la etapa de madurez éptima. Se obtuvieron AOEV monovarietales por extraccién usando un sistema de
centrifugacion (decantador de dos fases). Las muestras de aceite se almacenaron a 4 ° C en botellas de vidrio oscuro antes del analisis.
El aceite de girasol comercial (fecha de fabricacién: 16 de agosto de 2015 - fecha de vencimiento: 2 de diciembre de 2017, Cafiuelas,
Buenos Aires, Argentina) se comprd en un supermercado local y se almacen6 en un lugar fresco, seco y oscuro hasta su evaluacion.
Ensayo de Foto oxidacion

Las muestras de AOEVP y AOEVF y sus respectivas mezclas con AG comercial (70:30 v/v), se colocaron en botellas de vidrio de 5 ml
con un espacio de cabeza del 3%. Las muestras se colocaron bajo un tubo D65 (Osram, Buenos Aires, Argentina) a una distancia de 40
cm. La temperatura de iluminacién del tubo era 5500 ° K - 5227 ° C y la luminancia de 1400 lux. La exposicion a la luz se realiz6
durante 8 h al dia durante siete dias consecutivos, a temperatura ambiente. Los tratamientos se realizaron en muestras por triplicado. El
ensayo se repitié dos veces en 2 meses.

Mediciones de fluorescencia

Los experimentos de espectros de fluorescencia se realizaron con un espectrofotdmetro de fluorescencia LS55 (PerkinElmer GmbH,
Rodgau-Jiigesheim, Alemania). El espectro de emision se establecio en el rango de Aem: 300-805 nm, con longitudes de onda de Aex:
290 nm y Aex: 405 nm para la excitacion, respectivamente. Tanto la excitacion como la emision fueron de un slit de 10-15 nm. Las
muestras se analizaron para espectros de fluorescencia total usando el método de geometria frontal. La fluorescencia se midio
directamente a partir de las muestras, sin ningdn tratamiento previo. Todas las muestras se llevaron a cabo por triplicado y los valores
medios se usaron para los anéalisis.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé Software SPSS version 12.0 (SPSS Inc., Illinois, E.U.A) para todo los anélisis, realizandose la prueba T-Student que permitié
plasmar la comparacion de las medias de dos aceites. Ademas de se ejecutd un andlisis ANOVA de una via (Tipo de Aceite) con tres
niveles (Picual-Farga y Girasol).

RESULTADOS Y DISCUSION

El AOEV comparado con otros aceites vegetales, es mas estable contra la oxidacion. Esto se debe a multiples factores, tales como su
bajo contenido de &cidos grasos poliinsaturados, él alto nivel de &cidos grasos monoinsaturados (principalmente acido oleico) y la
presencia de antioxidantes naturales como por ejemplo la Vitamina E (tocoferol) y pigmentos. La estabilidad del aceite de oliva virgen
también depende de la presencia de sustancias pro-oxidantes, asi como de factores relacionados con las condiciones de almacenamiento,
a saber, la presencia de oxigeno, la temperatura y, sobre todo, la exposicién a la luz (20).
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El bajo contenido en acidos grasos poliinsaturados y los antioxidantes naturales (Vitamina E) presentes en el AOEV lo protegen contra
la oxidacion. Mientras que los pigmentos (clorofilas) contenidos en el mismo, actuarian como antioxidantes en la oscuridad, pero
tendrian un efecto oxidante en presencia de la luz (fotooxidacion) (21).

La presencia de las diferentes sustancias antioxidantes, Vitamina E y Pigmentos, presentes en los AOEV fueron examinadas durante 7
dias de almacenamiento con exposicion a la luz.

En el primer rango estudiado (Aem = 300-550 nm; Aex = 290 nm) (Figura 1), el principal compuesto fluorescente presente en los AOEV
es la vitamina E (22); donde se observé que los espectros de emision de fluorescencia (EEM) de los diferentes monovarietales poseen
diferencias en comparacion con el espectro del AG, estas diferencias se ven acentuadas al observar los espectros de las respectivas
mezclas.

MR e Uedaks AtEaie (VA

Figura 1. Espectros de emision 300-500 nm y excitacion en 290 nm correspondiente a Vitamina E, en el dia de inicio de
almacenamiento; (1) Picual, (2) Farga, (3) Picual: Girasol (70:30), (4) Farga: Girasol (70:30), (5) Girasol

Puesto que la Vitamina E contribuye a la estabilidad del AOEV, debido a su efecto antioxidante, este efecto se vio reflejado en los EEM.
Este resultado esta de acuerdo con el hecho de que los aceites AOEV poseen mayor proporcién de Vitamina E que los aceites refinados
(AG). Esto conllevaria a una menor estabilidad de las mezclas de AOEV o el propio AG refinado, a lo largo del tiempo. La estabilidad
se veria afectada alin mas por la exposicion a la luz que implicaria la disminucidn de este compuesto funcional a lo largo del tiempo.
Esta hipdtesis se ve reflejada en el la Figura 2, donde se observa diferencias significativas en los espectros de fluorescencia de los
AOEVP, AOEVF y sus respectivas mezclas, con respecto al del AG. EI comportamiento a través del tiempo muestra una disminucion
del contenido de Vitamina E, en las muestras de AOEV con respecto a las mezclas con AG.

Vitamina E (Girasol-Picual- Mezcla)
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-2 Picual
-» Mez. Picual
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Vitamina E (Girasol-Farga- Mezcla)

140 -+ Girasol
. - Fargs
g 1 S ez Farga
g
o 10
Figura 2. Cambios en la intensidad de la fluorescencia E correspondiente a
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Figura 2. Cambios en la intensidad de la fluorescencia correspondiente a Vitamina E, en los espectros de los monovarietales (Picual y
Farga), aceite de Girasol y sus respectivas mezclas (70:30 v/v)

Para verificar si las diferencias entre los EEM medios de los diferentes AOEV y sus mezclas se realizé un analisis estadisticamente,
donde se aplico la prueba T-Student que permitié realizar la comparacion de las medias de dos aceites siendo ésta estadisticamente
significativa (p<0,0001). (Tabla 1) y un analisis ANOVA de una via (Tipo de Aceite) con tres niveles (Picual-Farga y Girasol) siendo
la diferencia entre ellos estadisticamente significativa (p<0,0001) (Tabla 2).

Tabla 1. Vitaminas, andlisis de T-Student comparacion de las medias de dos aceites. (p<0,0001)

Vitaminas
Tipo aceite Media Desvios
Picual 148,015 a 1,277

Farga 135,278 b 0,476

Tipo aceite Media Desvios

Picual 148,015 a 1,277

Picual + 98,280 b 3,564
Girasol

Tipo aceite Media Desvios

Farga 135,278 a 0,476

Farga + 94,110 b 0,576
Girasol

Tabla 2.: Analisis ANOVA de una via (Tipo de Aceite) con tres niveles (Picual-Farga y Girasol) (p<0,0001)

| Vitaminas |
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Tipo aceite Media Desvios
Picual 148,015 a 1,277
Farga 135,278 b 0,476

Girasol 84,057 ¢ 0,287

El comportamiento observado mediante EEM, para la Vitamina E, pueden atribuirse a sus mecanismos de accién especificos, como
donantes de electrones, ralentizando la reaccién oxidativa y como aceptores de electrones, determinando la disminucidn o la eliminacion
del singlete de oxigeno, con la consecuente inhibicion de la fotooxidacion de lipidos (23).

No obstante, el singlete de oxigeno formado en la reaccion fotooxidativa es 1.000-1.500 veces mas reactivo que el triplete de oxigeno
gue toma parte en la reaccion de autooxidacion (24). Esto significa que la fotooxidacion tiene lugar mas rapido que la autooxidacion e
implica una mayor disminucion de los tocoferoles en las muestras expuestas a la luz, lo que es coincidente con los resultados aqui
observados.

Al realizar el estudio de los pigmentos se analizo el rango comprendido entre Aem = 410-805 nm; Aex = 405 nm) (Figura 3), el principal
compuesto fluorescente observado en este rango fue el perteneciente a las clorofilas y sus derivados (22) (25); aqui se comprob6 que
los EEM de los diferentes monovarietales de AOEV, poseen diferencias en comparacion con los espectros de las mezclas y el AG.

Intensidad en Unidades Arbivarias (UA)

Longitud d Onda inm)

Figura 3. Espectros de emision 405- 805 nm y excitacion en 405 nm
correspondiente a pigmentos; (1) Picual, (2) Farga, (3) Picual: Girasol (70:30), (4) Farga: Girasol (70:30), (5) Girasol

Ha sido previamente reportado que, cuando los pigmentos se exponen a la luz, estos provocan la autooxidacién en el aceite y contribuyen
a la degradacion de los compuestos funcionales (26). Se ha observado que los pigmentos actian como fotosensibilizadores, ya que
pueden transferir energia de la radiacion electromagnética al triplete de oxigeno, produciendo asi singlete oxigeno, que es una especie
altamente oxidativa (27) (28). Estos radicales libres eventualmente reaccionarian con los &cidos grasos insaturados de AOEV,
degradando el aceite y disminuyendo su calidad. (27) (29)
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Los cambios en el contenido de clorofila y derivados, representados en la Figura 4, demostraron una disminucién a lo largo de los 7 dias
de exposicién en los espectros de fluorescencia de los AOEV monovarietales, y sus respectivas mezclas, con respecto al de aceite de

girasol.

Pigmentos-Clorofilas (Girasol-Picual-Mezcla)

Pigmentos -Clorofilas (Girasol-Farga-Mezcla)
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Figura 4. Cambios en la intensidad de la fluorescencia correspondiente a Pigmentos, en los espectros de los monovarietales (Picual y
Farga), aceite de Girasol y sus respectivas mezclas (70:30 v/v)

A partir de los EEM medios se realizé un analisis estadistico, donde se aplicé la prueba T-Student que permitié plasmar la comparacion
de las medias de cada uno de los AOEV con su mezcla, siendo estas estadisticamente significativa (p<0,0001) (Tabla 3). Asimismo, un
andlisis ANOVA de una via (Tipo de Aceite) con tres niveles (Picual-Farga y Girasol), fue realizado, observandose diferencia
estadisticamente significativa (p<0,0001) en el contenido de clorofilas y derivados entre las muestras monovarietales de AOEV (Tabla

4).

Tabla 3. Pigmentos, andlisis de T-Student comparacion de las medias de dos aceites. (p<0,0001)

Pigmentos

Tipo aceite Media Desvios
Picual 83,125a | 1,781
Farga 45,468 b | 1,792
Tipo aceite Media Desvios
Picual 83,125a | 1,781
Picual + | 51,565b | 0,497
Girasol

Tipo aceite Media Desvios
Farga 45,468a | 1,792
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Farga +128,233b | 1,474
Girasol

Tabla 4. Anélisis ANOVA de una via (Tipo de Aceite) con tres niveles (Picual-Farga y Girasol) (p<0,0001)

Pigmentos
Tipo aceite Media Desvios
Picual 83,125a 1,781
Farga 45,468 b 1,792
Girasol 0,402 ¢ 0,271

CONCLUSIONES

Este estudio evalué la aptitud de la EMM para determinar cambios en el contenido de Vitamina E y clorofilas en muestras monovarietales

de AOEV Yy el efecto de la exposicion a la luz de estas muestras y aquellas adulteradas con AG.

e A partir de los EEM (Figuras 1 y 3) de los AOEV monovarietales, se observaron diferencias significativas (p<0.0001), en la
composicion de vitaminas y pigmentos.

e  Los espectros de emision del AG muestran la ausencia de pigmentos (clorofila y derivados).

e Del andlisis fluorimétrico de las muestras de AOEV y mezclas, se observé un contenido diferente entre ambos monovarietales,
tanto para Vitamina E como para clorofila y derivados. Asimismo, se observé una mayor incidencia, sobre la disminucion de los
compuestos funcionales, por la presencia de AG en el AOEV monovarietal Farga, que cuando la misma mezcla fue llevada a cabo
con el monovarietal Picual (p<0.001).

e Elestudio mediante EEM de la presencia de Vitamina E y clorofilas durante la exposicidon a la luz, monstro la disminucién asociada
a la fotoxidacion de estos compuestos.

De este modo, la espectroscopia de fluorescencia podria ser utilizada como herramienta en el seguimiento de los cambios en el AOEV,
y mezclas con AG, fundamentandose en el contenido de los compuestos funcionales-fluorescentes presentes, tales como vitaminas y
pigmentos, como indicadores de adulteracion en AOEV. Asimismo, la fluoriometria permite determinar pardmetros con una medida
simple a una longitud de onda de excitacion Unica, y en un corto periodo de tiempo. Estos resultados proporcionarian informacion util
gue se puede utilizar para el control de la calidad del AOEV de forma rapida y facil.
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RESUMEN

Los ciruelos son un grupo numeroso y diverso de especies frutales. Ellos poseen el potencial para contribuir a la nutricién humana
debido a su riqueza en fibras y antioxidantes. El objetivo del presente trabajo fue determinar los parametros fisico-quimicos de calidad
y analizar la actividad antioxidante, el contenido de compuestos fendlicos y antocianinas de cultivares de ciruelos producidos en San
Pedro, con el fin de revalorizar la produccion local y evaluar su posible utilizacién en la industria de los alimentos. La capacidad
antioxidante y el contenido de fenoles totales fue superior en los ciruelos sanguineos, de piel y pulpa roja, Ruby Sweet (RS) y Casita de
Chocolate (CC) respecto aquellos de piel y pulpa amarilla Blanco Pavén Arriba (BPA) y Byron Gold (BG). Hubo diferencias
significativas en el contenido de antocianinas entre los cultivares rojos, obteniéndose mayores valores para CC. Los resultados sugieren
que los ciruelos rojos podrian ser considerados una materia prima interesante para obtener compuestos bioactivos de aplicacién en la
industria de los alimentos.

Palabras clave: ciruelas, fenoles, antioxidantes, bioactivos, antocianinas

ABSTRACT

Plums are the most numerous and diverse group of fruit tree species. They have the potential to contribute to human nutrition because
of their richness in fibre and antioxidants. The aims of this study were to determine quality attributes and to analyze the antioxidant
activity, the content of phenolic compounds and anthocyanins plum cultivars produced in San Pedro, in order to revalue local production
and assess their possible use in the food industry. The antioxidant capacity and the content of phenolic compounds of the blood plum,
red skin and red flesh, Ruby Sweet (RS) and Casita de Chocolate (CC) are greater than yellow cultivars Blanco Pavon Arriba (BPA)
and Byron Gold (BG). There were significant differences among red cultivars in anthocyanin content, obtaining greater values for CC.
The results suggest than the red plums could be interesting row material to obtain chemicals to apply in the food industry.

Keywords: prunes, phenols, antioxidants, bioactive anthocyanins

INTRODUCCION

San Pedro (Provincia de Buenos Aires) es una zona tradicionalmente fruticola. La superficie dedicada al cultivo de ciruelo ha ido
disminuyendo paulatinamente en los Gltimos afios. Esto se debe a la rapida expansion de los cultivos extensivos como la soja, a la baja
rentabilidad de la especie y a la falta de destinos comerciales alternativos. Actualmente, una parte de la produccion (30%) de ciruela
fuera del estdndar comercial, no se cosecha, constituyéndose en un remante.

Los ciruelos son un grupo numeroso Yy diverso de especies frutales (1). Su fruto es una fuente de azlcares simples, fibras, taninos y
minerales. Es rico es pectina, sorbitol y contiene diversos fitoquimicos, tales como flavonoides, compuestos fendlicos y antocianinas (2,
3, 4). Se informa la presencia de los acidos neoclorogénico y clorogénico, rutina, quercetin 3-rutosido, quercetin 3-xilosido, acido 3-
hidroxicumaroil quinico, procianidina B1 y procianidina B2 (5, 6, 7, 8). Las principales antocianinas encontradas en las ciruelas son
cianidin 3-glucésico, cianidin 3-rutinosido, cianidin 3-xilosido, peonidin 3-rutinosido y peonidin 3-glucosico (7).

Entre los diversos cultivares pueden encontrarse variaciones de estos parametros (9). Las variedades tipo japonesas
(Prunus salicina) poseen frutos de piel o pulpa amarilla o rojiza. Las variedades de piel y pulpa roja, llamadas sanguineas, poseen
colores rojos, morados y azules muy atractivos, debido a la presencia de pigmentos antocianicos (5).

Las variedades tipo japonesas, en general, se utilizan para consumo en fresco. Para este uso, la concentracién de sélidos solubles y la
acidez son pardmetros determinantes para la aceptacion, por parte del consumidor, del producto en fresco (10). Los compuestos fendlicos
presentes en estas variedades podrian ser utilizados como antioxidantes naturales en alimentos funcionales (11). El intenso color rojo de
los extractos de las variedades sanguineas posee un potencial uso como colorante rojo natural en alimentos (5). Presentan mayor firmeza
que los ciruelos europeos (Prunus doméstica), utilizados habitualmente para la industria del deshidratado y la elaboracién de mermeladas
y dulces (12). La consistencia, el estado de madurez, el color y el contenido de pectinas naturales, son caracteristicas de la materia prima
a tener en cuenta para la elaboracion de una mermelada.
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El objetivo del presente trabajo fue determinar los parametros fisico-quimicos de calidad y analizar la actividad antioxidante, el
contenido de compuestos fendlicos y antocianinas de cultivares de ciruelo tipo japonés producidos en San Pedro, con el fin de revalorizar
la produccion local y evaluar su posible utilizacion en la industria de los alimentos.

MATERIALES Y METODOS

Quimicos

Los reactivos 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), Trolox y Folin-Ciocalteu, fueron adquiridos en la firma Sigma-Aldrich
(Argentina). El acido galico se compro en Fluka (Argentina). Cloruro de potasio, acetato de sodio, carbonato de sodio anhidro, &cido
citrico, metanol y el etanol pertenecen a la marca Cicarelli.

Material vegetal

Frutos de ciruelas de pulpa y piel morada Casita de Chocolate (CC) y Ruby Sweet (RS) y de pulpa y piel amarilla Blanco Pavén Arriba
(BPA) y Byron Gold (BG) fueron cosechados de plantas cultivadas en lotes experimentales pertenecientes a la Estacion Experimental
Agropecuaria de INTA San Pedro (Buenos Aires, Argentina 330 44" 34.7° S, 590 47" 34.4”" W), en enero de 2016. Quince (15) ciruelas
de cada variedad fueron seleccionadas al azar entre las cosechadas, las cuales fueron transportadas inmediatamente al laboratorio para
su analisis.

Parédmetros de calidad

A los frutos seleccionados se les determind los parametros fisico-quimicos peso (P), color de la piel, firmeza (F), pH, sélidos soluble
totales (SST) y acidez titulable (AT). Las medidas de color fueron realizadas con un colorimetro Minolta Chroma Meter CR-400 (Osaka,
Japan), en la zona ecuatorial del fruto, sobre el sitio opuesto a la sutura. Se utilizo el sistema de color CIELAB (Commission
Internationale de 1Eclairage) y se obtuvieron los valores L*(luminosidad), a* b* y el C*(chroma). La firmeza se midié en dos lados
opuestos, sobre la zona ecuatorial del fruto, con un durémetro digital Bareiss HPE (Alemania) y se expresd en kg/cm?. El pH del
homogenato se midié con pH-chimetro (Altronix). Los sélidos soluble totales se determinaron en el jugo con un refractometro de mano
N1 Atago (Osaka, Japan) y los valores se expresaron en grados en grados Brix. La acidez titulable se determind por titulacion de una
muestra, de 10 g de homogenato en 100 ml de agua destilada, con NaOH 0.2 N utilizando como indicador fenoftaleina (pH 8.2). A partir
de los parametros SST y AT se calcul6 el ratio.

Preparacion de los extractos

Se extrajo 100 g de un homogenato obtenido a partir de 10 frutos enteros (pulpa y piel, sin carozo), con 200 ml of etanol (96°) conteniendo
&cido citrico 0.20 % p/p. Este procedimiento se realiz6 por duplicado obteniéndose dos extractos por variedad de ciruela. Los extractos
se filtraron al vacio y almacenaron a -20 °C.

Ensayo del radical DPPH **

La capacidad antioxidante (CA) se determindé mediante el método del DPPH, el cual se basa en la utilizacién del radical libre 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazylo (13). Un total de 25 pl de extracto de ciruelas rojas y 50 pl de extracto de ciruelas amarillas se llevaron a 1
ml con etanol (96°). Las muestras diluidas reaccionaron con 2 ml of DPPHe + (150 uM en metanol). La disminucion de la absorbancia
fue medida en un espectrofotometro (Perkin EImer Modelo Lambda 25) a 517 nm luego de 30 minutos de reaccion. Los resultados se
expresaron en micromoles equivalentes de Trolox/ 100g de peso fresco (umol ET/100 g PF).

Contenido de Fenoles

Los fenoles (CF) se determinaron por el método de Folin-Ciocalteu (14), utilizando una curva patron de acido galico. Los resultados se
expresaron en miligramos equivalentes de &cido galico/100 g de peso fresco (mg EAG/ 100 g PF). Las muestras (50 ul de extracto) o el
estandar (100, 200, 300, 400, 500, 800, 900 pl de 0.074 pg/ul acido galico) se diluyeron con agua y se le adicionaron 50 pl de reactivo
de Folin-Ciocalteu (2 N). Se dejo reaccionar 3 minutos y se adicionaron 500 pl de carbonato de sodio 0.1N. Los resultados fueron leidos
a 725 nm luego de 1 hora.

Antocianinas

El contenido de antocianinas se determiné de acuerdo al método del pH diferencial (AOAC) (15), basado en el cambio de absortividad
molar que ocurre al enfrentar a una solucién de antocianinas a dos tampones diferentes. A 1 ml de extracto etandlico filtrado, se le
adiciond 4 ml de agua desionizada (solucién A). Se diluye 1 ml de la solucién A con 4 ml de la solucién del buffer pH 1.0 (cloruro de
potasio 0.025 M). Por otro lado, se diluye 1 ml de la solucion A con 4 ml de la solucidn buffer pH 4.5 (acetato de sodio 0.4 M). Se leen
las absorbancias de ambas soluciones en espectrofotémetro a 520 y 700 nm, luego de un periodo de 20-50 minutos.

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se sometieron a un andlisis de variancia (ANOVA) y al test de Tuckey para identificar diferencias entre medias, utilizando el
programa InfoStat version 2013.

RESULTADOS Y DISCUSION

El peso promedio del fruto para los cuatro cultivares de ciruelo analizados se muestra en la Tablal. Los mayores pesos fueron para las
variedades Ruby Sweet y Byron Gold. La firmeza de este Gltimo difirio significativamente del resto. Los frutos de piel amarilla
presentaron mayor luminosidad (L*) y valores de b*, mientras que los frutos de piel roja mayores valores de a* (Tabla 1). El color es el
indicador méas importante de calidad y madurez en muchas especies frutales (16). EI mismo se encuentra influido por la concentracion
y distribucién de las antocianinas en la piel (17). El color de la piel y la firmeza se utilizan para determinar el momento de cosecha ya
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gue ambos parametros son indices del estado de madurez. No hubo diferencias significativas en los SST entre las 4
variedades analizadas, obteniéndose un promedio de 15.6 °Brix. La variedad més 4cida fue Casita de chocolate (pH de 3.08).

Tabla 1. Parametros de calidad a cosecha, peso del fruto (P), firmeza (F), color de la piel (L*, a*, b* y C*), pH, sdlidos solubles
totales (SST) y ratio, de las variedades de ciruelo utilizadas en el ensayo. Los valores representan la media de 15 repeticiones

Cultivar P (9) F (kg/cm?) L* a* b* Cc* pH SST Ratio
(°Brix) | SST/AT

CC 33.73b 53.90 b 29.55d 12.00 a 3.81lc 12.60c 3.08¢c 15.14a 6.75¢

RS 78.46 a 46.95 ¢ 35.85¢C 14.09 a 10.52 b 17.67b 34la 1554 a 12.48 a
BPA 43.30 b 57.10b 50.57 b 0.33b 33.51a 33.57a 3.31ab 1552 a 10.79b
BG 84.73 a 74.03 a 58.09 a 1.57b 35.38 a 36.14 a 3.24b 16.24 a 13.13a

Letras diferentes dentro de una misma columna indican que existen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las
variedades

El contenido de fenoles totales de los extractos metandélicos acidificados de las cuatro variedades analizadas, medido por el método de
Folin-Ciocalteu, estuvo en el rango de 85.6-245.96 mg EAG/ 100 g PF. Los mayores valores se hallaron en los frutos de piel y pulpa
roja. Estos resultados concuerdan con los hallados por Valero et al. (12). Vasantha Rupasinghe et al. (9) informan un valor de 198 mg
EAG/ 100 g PF para una seleccidn de ciruelo japonés, mientras que Kim et al. (3) hallaron un rango de valores, para seis cultivares, de
174-375 mg EAG/100 g PF.

La capacidad antioxidante, medida por el método del radical DPPH, expresado como pmol ET/100 g PF se muestra en la Tabla 2. Las
ciruelas rojas poseen una CA entre 2-3 veces superior a las variedades de piel amarilla. La mayor capacidad antioxidante la present6
Ruby Sweet, 1269.78 pmol ET/100 g de PF. Los compuestos fendlicos predominantes en ciruelos son los derivados del &cido
hidroxicinamico, como el acido clorogénico y neoclorogénico. Estos podrian ser responsables de la mayor capacidad antioxidante de
Ruby Sweet. Casita de chocolate super6 a Ruby Sweet en el contenido de antocianinas. La mayoria de los compuestos fenélicos,
particularmente las antocianinas, estan concentradas en la piel de los frutos (18), pero en las variedades sanguineas, la pulpa también
podria contribuir a los valores hallados. El color de la piel podria estar correlacionado con el contenido de compuestos fendlicos (9), sin
embargo el valor de a* (piel) para Casita de chocolate y Ruby Sweet no difirio significativamente.

Tabla 2. Capacidad antioxidante (CA), contenido de fenoles totales (CF) y antocianinas (A) de fruto entero de las variedades de
ciruelo utilizadas en el ensayo. Los resultados son promedio de 10 frutos y se encuentran expresados en base fresca

CA CF A
Cultivar | (umol ET/1009) (mg EAG/100 g) (mg eq.Cianidin 3-
glucoésido/g)

CcC 869.70 b 14422 b 9.30 a
RS 1269.78 a 245.96 a 417D
BPA 531.64 c 11758 ¢ -
BG 401.81d 85.60d -

Letras diferentes dentro de una misma columna indican que existen diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre las variedades

CONCLUSIONES

Los resultados mostraron una significativa influencia del cultivar sobre el peso del fruto, la firmeza, el color, el ratio, la capacidad
antioxidante, el contenido de fenoles y de antocianinas., observandose una diversidad en los tres Gltimos pardmetros mencionados.
Debido a que los cuatro cultivares analizados pertenecen a lotes implantados dentro de una misma superficie, conducida en forma
similar, la variabilidad encontrada podria atribuirse al genotipo. Las variedades de ciruelas sanguineas se destacaron por su elevada
actividad antioxidante y contenido de compuestos fendlicos (antocianinas), los cual las posiciona como materia prima interesante para
ser utilizadas como colorantes naturales o fuente de sustancias bioactivas, para aditivar diferentes matrices alimenticias. El contenido
de fendlicos, relacionado con la astringencia es un factor a considerar segtn el destino de la fruta.

Los resultados ameritan el desarrollo de tecnologias simples de aislamiento y purificacion, y futuras evaluaciones de performance de
esas sustancias en diferentes matrices alimenticias.
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RESUMEN

Prosopis chilensis (C) y P. flexuosa (F) son especies de algarrobos embleméticas de los bosques de Traslasierra, Cérdoba, y sus
algarrobas son los frutos nativos de mayor importancia historica en la alimentacion humana del territorio. Las harinas de estas especies
estan codificadas y representan un alimento energético gracias a su alto contenido de carbohidratos solubles (sacarosa), gran aporte de
fibras, aminoacidos esenciales y propiedades funcionales. El objetivo del trabajo fue caracterizar harinas obtenidas a partir de la
molienda de frutos de estas dos especies procedentes de Villa Dolores, Cérdoba. En las muestras rotuladas como Harina (HC y HF) y
Afrecho (AC y AF), mediante procedimientos estandarizados y por duplicado, se determinaron los contenidos de macronutrientes,
fenoles totales; la solubilidad en funcién del medio; capacidad de absorcion de agua y de aceite (CAW y CAO, respectivamente); los
valores obtenidos se analizaron estadisticamente y se encontrd que algunos parametros presentaron diferencias entre especies y entre
productos molidos (Harina y Afrecho). Los resultados indican que, en general, los valores son acordes a los del género Prosopis; las
propiedades dependieron de la muestra y de la especie; los productos obtenidos a partir de ambas especies de algarrobos de Traslasierra,
Cordoba, aportan proteinas y poseen propiedades que los torna aptos para incorporarlos como ingredientes en la elaboracién de
alimentos.

Palabras clave: frutos de algarrobo, composicién quimica, propiedades funcionales

ABSTRACT

Prosopis chilensis (C) and P. flexuosa (F) are emblematic tree species from the Traslasierra forests, Cordoba, their fruits being of greater
historical importance in the human diet of the territory. The flours of these species are encoded and represent an energy food thanks to
their high content of soluble carbohydrates (sucrose), great fiber supply, essential amino acids and functional properties. The objective
of the work was to characterize flours obtained from the grinding of fruits of these two species from Villa Dolores, Cérdoba. In the
samples labeled as Flour (HC and HF) and Afrecho (AC and AF), by means of standardized procedures and in duplicate, the contents
of macronutrients, total phenols were determined; the solubility as a function of the medium; water and oil absorption capacity (CAW
and CAO, respectively); the values obtained were analyzed statistically and it was found that some parameters showed differences
between species and between milled products (Flour and Bran). The results indicate that, in general, the values are in accordance with
those of the genus Prosopis; the properties depended on the sample and the species; The products obtained from both species of carob
from Traslasierra, Cordoba, provide proteins and possess properties that make them suitable for incorporating them as ingredients in
food processing.

Keywords: Carob fruit, chemical composition, functional properties.

INTRODUCCION

Prosopis chilensis (C) y P. flexuosa (F) son especies de algarrobos emblematicas de los bosques de Traslasierra, Cordoba, y sus
algarrobas son los frutos nativos de mayor importancia historica en la alimentacién humana del territorio. Las harinas de estas especies
estan incorporadas al Codigo Alimentario Argentino, en su Articulo 681 (1), y representan un alimento energético que también aporta
nutrientes beneficiosos para la salud humana. Los frutos de las especies del género Prosopis son considerados como importante recurso
alimentario, rico en carbohidratos (entre 45-51%) y proteinas (entre 7-17%) que aportan fibra, aminoéacidos esenciales y minerales
esenciales; aunque presentan como aminoacidos limitantes a tirosina y metionina/cisteina (2, 3), por otra parte presentan propiedades
funcionales interesantes para incorporarlos en la formulacion de alimentos. Las propiedades funcionales se pueden definir como las
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propiedades fisicas y quimicas que afectan el comportamiento de los componentes de un alimento durante su procesamiento,
almacenamiento y consumo (4). Dado que un sistema alimentario esta constituido principalmente por componentes tales como lipidos,
proteinas y carbohidratos, en diferentes proporciones, es que puede presentar una amplia gama de estas propiedades; en particular, las
de proteinas pueden clasificarse segun el predominio de las interacciones, en tres grupos, las dependientes de interacciones proteina-

agua; las dependientes de interacciones proteina-proteina y las de superficie. Entre las del primer grupo se encuentran las propiedades
de adsorcién, de absorcion, solubilidad, viscosidad; el segundo grupo incluye las propiedades de coagulacidn, gelificacion y formacion
de estructuras; en el de superficie es donde interviene la capacidad de la proteina para difundir hasta la interfase (agua-aire o agua-
aceite) y formar una pelicula estable. Determinar estas propiedades funcionales adquiere importancia al momento de utilizar una dada
matriz para la elaboracion de alimentos; por ejemplo, los ingredientes con elevada capacidad de absorcidn y retencion de agua suelen
ser empleados para formular embutidos, masas y geles; mientras que productos altamente solubles se utilizan para bebidas y alimentos
espumados o emulsionados; los que presentan mayor capacidad de interaccion proteina-proteina influyen en la elaboracién y calidad de
productos tales como quesos, yogures, salchichas y masas; los que poseen propiedades espumantes y emulsificantes son deseables para
el desarrollo de diversos alimentos, entre ellos, los merengues, souffles, mousses, salsas, cremas, aderezos, helados. El objetivo del
trabajo fue caracterizar harinas obtenidas a partir de la molienda de frutos de dos especies de algarrobo, P. chilensis (C) y P.
flexuosa (F), que crecen en Villa Dolores, al noroeste de Cordoba, Argentina (INTA-EEA Manfredi y EF Villa Dolores).

(blanco)

Proteinas

Carbohidratos 83 %
Aztcares 39 %

Carbohidratos 83 %
Azucares 46 %

Figura N° 1: Diagrama de tortas indicando la composicion proximal de los frutos algarrobos negro y blanco.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: harina (HC y HF) y afrecho molido (AC y AF) procedentes de Traslasierra, Cordoba (INTA- EEA Manfredi; EF Villa
Dolores). Andlisis realizados: se determinaron segin Labuckas (5), los contenidos de humedad, de cenizas, proteinas (mediante
Kjeldhal, Nx6,25), otros (carbohidratos y aceite, por diferencia), los resultados se expresan como g/100g, sobre base seca (sbs);
compuestos polifendlicos totales (Fenoles Totales, por reaccion con Folin-Ciocalteu, resultados expresados como &cido galico
equivalente, AGE, mg/g). Paralelamente, se evaluaron las propiedades de solubilidad proteica en funcién del pH (NaOH y HCI para
ajustar el pH en el rango entre 2 y 10); en agua destilada y en cloruro de sodio (NaCl 0,6M), capacidad de absorcion de agua y de aceite
(CAW y CAO, respectivamente). Con los valores obtenidos, por duplicado, se realiz el anélisis estadistico (promedio, desvios estandar
y LSD Fisher <0,05) mediante el programa InfoStat (6).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en los analisis realizados en las muestras de algarrobas de P. chilensis y de P. flexuosa - HC, HF, AC y AF-
se presentan en los graficos numerados del 2 al 6. En cuanto al contenido de Humedad (g/100g), los mayores valores (p<0,05) se
encontraron en las muestras HF y AC, resultado que se atribuye a la capacidad de unir agua por parte de los compuestos insolubles e
hidrofobicos remanentes, tales como sales y carbohidratos (7); sin embargo, se encuentran dentro del rango (4% a 10%) informado para
algarrobo de diferentes especies (3). En Proteinas (g/100g, sbs) el producto HC presenta el mayor contenido (p<0,05), resultado que se
atribuye a la especie de algarrobo, P. chilensis, procedente de Cérdoba, aunque los valores se encuentran dentro del rango (6,86% -
13,2%) informado para algarrobo de distintas especies (8, 3). El contenido en Cenizas (g/100g, sbs) se encuentra dentro del rango (3,4
- 4,8 g/100g, shs) informado para diversas especies de algarrobo (8, 9, 3); aunque las harinas (HC y HF) presentan valores superiores
(p<0,05) a los de las de afrecho (AC y AF), es decir, los resultados dependen del tipo de muestra utilizada y se atribuyen a la matriz de
origen. En cuanto a los Fenoles totales (FT, mg/g, sbs), las muestras AC y AF presentan valores superiores (p<0,05) a los de HC y HF,
resultado que se atribuye al tipo de muestra (afrecho vs harina); por otra parte, no se encontré informacion relacionada al contenido de
compuestos polifendlicos en especies de algarrobo.
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Figura N° 2: Composicién quimica: contenido de Humedad [expresada como porcentaje (%P/P)]; Cenizas; Proteinas [expresados
como %P/P, sobre base seca (sbs)] y de compuestos polifendlicos totales (Fenoles Totales, expresados como mgAGE/g, sbs). Letras
distintas en el mismo componente indican diferencias significativas (p<0,05). Valores medios + desvio estandar.
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Figura N° 3: Contenido de Otros (Carbohidratos y Aceite) [expresados como %P/P, sobre base seca (shs)]. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05). Valores medios + desvio estandar.
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Propiedades Funcionales (graficos N° 4, N° 5 y N° 6): la CAW implica la interaccion de los componentes de la matriz con el agua; el
menor valor (p<0,05) se encontrd en la muestra HF y se atribuye a un inferior contenido de constituyentes hidrofilicos (acorde con el
menor contenido proteico) y también a la especie de algarrobo, ya que la CAW de P. flexuosa (HF y AF) resultd inferior (p<0,05) a la
de P.chilensis. Respecto a la CAO, se la considera un indice hidrofébico de las harinas (3); se relaciona con las caracteristicas
organolépticas como la textura y la retencidn de sabores, especialmente en productos de panaderia donde la absorcidn de aceite es
deseada; de interés para el mejoramiento de la vida Util; o como vehiculo de sustancias liposolubles, vitaminas y antioxidantes (10, 11,
5); lamenor CAO se encontré en la muestra AC, ademas, se observa que los resultados dependen de la especie de algarrobo puesto que
la CAO de P. flexuosa (HF y AF) es superior a la de P. chilensis (HC y AC). En cuanto a la solubilidad proteica (SP) en funcion del
medio (Tabla N° 3): al analizar la SP en relacion al pH se observan perfiles en “U” tipicos para las proteinas en este medio, con valores
maximos a pH extremos y minimos a pH &cido. El algarrobo posee proteinas, entre las que predominan las globulinas (50% a 90%)
seguidas por las albiminas, ambas proteinas de reserva de las leguminosas (3), solubles en soluciones salinas diluidas y en agua destilada,
respectivamente (12); por otra parte, también contiene compuestos polifenélicos que afectan la solubilidad proteica (13, 14, 5). Se
observa que a pH6 todas las muestras presentaron un minimo de solubilidad proteica; un perfil similar (p<0,05) para las muestras HC
y HF, excepto a pH 8 donde la muestra HC presentd menor solubilidad que se atribuye a la cantidad (si bien HC posee mayor contenido
proteico afectard la disponibilidad); al tipo (en ambas muestras las albiminas y globulinas, consideradas hidrofilicas) y a la
disponibilidad de las proteinas [la que se considera menor en HC debido a una mayor interaccion agua- proteinas (albiminas)]; por otra
parte, los resultados indican que la solubilidad proteica no se veria afectada por la presencia de compuestos polifenélicos de las harinas
(HC y HF). Entre AC y AF las diferencias no fueron significativas (p<0,05) en todo el rango de pH analizado. Al comparar entre todas
las muestras, se observa que las proteinas de las muestras AC y AF resultaron mas solubles que las de HC y HF, lo que se atribuye a la
presencia de compuestos polifendlicos que favoreceria la interaccion proteina-agua. En cuanto a la SP en agua y en solucién salina los
resultados indican una solubilizacion selectiva, se encontr6 que P. chilensis presenta menor (p<0,05) solubilidad en agua destilada
(menor contenido de albdminas) respecto a P. flexuosa; que en la muestra HF predominan las globulinas y que la muestra HC es la de
menor capacidad de establecer enlaces ionicos. Por otra parte, la presencia de compuestos polifendlicos totales afecta, de manera
favorable, la capacidad de interaccion proteina-sistema disolvente mediante interacciones i6nicas que estarian disponibles en las
proteinas presentes en las muestras AC y AF.

4,5
mHC mHF mAC AF

CAW (g/gM) CAO (g/gM)

Figura N° 4: Capacidad de absorcion de agua y de aceite (CAW y CAO, expresadas como g/g, respectivamente). Letras distintas en
una misma propiedad funcional indican diferencias significativas (p<0,05). Valores expresados como promedio y desvio estandar.
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Figura N° 5: Solubilidad proteica en funcion del disolvente, agua; cloruro de sodio (PS expresada como mg/g muestra). Letras
distintas en el mismo disolvente indican diferencias significativas (p<0,05). Los valores se expresan como promedio y desvio estandar.

300,00

PS (mg/g)

=== HC == HF o= AC e AR b

250,00 A

b b

o PN h
s -
o\

0,00

pH2 pH4 pHE pH8 pH10

Figura N° 6: Solubilidad proteica en funcion del pH (PS expresada como mg/g muestra). Letras distintas en el mismo valor de pH
indican diferencias significativas (p<0,05). Los valores se expresan como promedio y desvio estandar.
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CONCLUSIONES

Los resultados indican que, en general, los valores son acordes a los informados para el género Prosopis; las propiedades dependieron
de la muestra y de la especie; los productos obtenidos a partir de ambos algarrobos de Traslasierra, Cordoba, aportan proteinas y poseen
CAW y CAO que los torna aptos para incorporarlos como ingredientes en la elaboracion de alimentos, a saber:

Las harinas de algarrobas analizadas contienen proteinas (en mayor cantidad las de la especie P. chilensis) que podrian ser utilizadas
como ingrediente en la elaboracién de alimentos a fin de enriquecer, suplementar, complementar o incrementar el aporte proteico de
productos elaborados con harinas tradicionales. Por otra parte, teniendo en cuenta la solubilidad proteica y los compuestos polifenélicos
(mayores valores de ambos componentes en las muestras de Afrecho), las harinas también serian aptas para la formulacion de productos
proteicos liquidos, o de bebidas con mayor aporte de proteinas.

Atento a que la CAW tiene efecto en la textura, el aroma, la apariencia y el comportamiento de los alimentos y es considerada una
propiedad funcional fundamental en alimentos viscosos se puede decir que las harinas de estas algarrobas (mejor las provenientes de P.
chilensis) serian aptas para incluirlas en la elaboracién de productos tales como sopas, salsas, masas y productos para hornear

Segun los resultados obtenidos al evaluar la CAO - propiedad funcional que brinda informacién de interés, las harinas de estas algarrobas
analizadas se podrian utilizar para mejorar la vida Util; aportar textura, retener sabores, para vehiculizar sustancias liposolubles,
vitaminas y antioxidantes y, especialmente, para elaborar productos de panaderia donde la absorcién de aceite es deseada; es decir que
las harinas analizadas (mejor las provenientes de P. flexuosa) serian aptas para incorporarlas en la formulacion de productos destinados
a frituras, productos carnicos, de panaderia y para sopas.

Es decir que las harinas de algarrobas provenientes de P. chilensis o de P. flexuosa, .se podran utilizar ambas en conjunto, una
combinacion adecuada de ellas, o en forma individual (una u otra), dependiendo del destino final o del producto deseado.
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INCIDENCIA DE DIFERENTES CEPAS DE LEVADURAS (SACCHAROMYCES CEREVISIAE)
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la incidencia de diferentes cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae sobre los aromas
fermentativos de vinos cv. Malbec de Mendoza, Argentina. Por otro lado, se pretende estudiar el metabolismo de hexosas, iones amonio
y aminoécidos y su relacion con la produccion de los aromas fermentativos. Se elaboraron tres vinos utilizando una cepa de levadura
comercial (D) y dos cepas de levadura aisladas (I: aisladas de Malbec, B: aisladas de Bonarda). El ensayo fue realizado por triplicado.
Las levaduras nativas y las bacterias lacticas se inhibieron usando metabisulfito de sodio y lisozima, respectivamente. El peso, la
densidad y la temperatura del tanque se controlaron durante la fermentacion alcohdlica. Los pardmetros generales, compuestos volatiles
y aminoécidos se analizaron en mostos, mostos fermentativos y vinos. Los aromas fermentativos se determinaron mediante
Microextraccion en Fase Solida en Espacio de Cabeza y Cromatografia de Gases con Detector de Masas. Los aminoacidos se analizaron
por derivatizacién precolumna con cloroformiato de 9-fluorenilo y Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con Detector Arreglo de
Diodos. Glucosa, fructosa e iébn amonio se determinaron por ensayo enzimatico y espectrofotometria UV-V. Los vinos producidos por
las levaduras D finalizaron la fermentacion alcohdlica a los 7 dias, mientras que los producidos por las levaduras | y B finalizaron a los
9 dias. El amonio residual en los vinos fue del 8%, 17% y 28% para D, | y B, respectivamente. Por lo tanto, las cepas de levadura D
fueron mas eficientes para metabolizar estos compuestos nitrogenados. La glucosa residual y la fructosa no mostraron diferencias
significativas en los vinos. Sin embargo, la levadura D fue menos eficiente para metabolizar la fructosa que las otras levaduras, durante
la fermentacion alcohdlica. La levadura D produjo 0,14% de etanol méas que yo y 0,24% maés que B. El nivel més alto de acidez volatil
fue producido por las levaduras I. Los vinos obtenidos con levaduras D biosintetizaron mas aminoacidos que las levaduras aisladas, lo
cual podria producir alteraciones microbianas en los vinos terminados. La prolina, un aminoéacido no metabolizado por las levaduras en
anaerobiosis, fue el principal aminoacido en todos los vinos. Los vinos D presentaron una mayor diversidad de aromas fermentativos
con respecto a los vinos | y B, pero los vinos B presentaron mayor concentracion de los mismos. Es decir, que los vinos con alta
concentracion de alcoholes superiores provienen de levaduras con bajas tasas de metabolismo nitrogenado. El pentanol fue el alcohol
superior mas abundante en vinos | y D cuyas notas negativas (disolvente, alcohol fusel) no son deseadas, mientras que en B fue el 2-
feniletanol, que aporta descriptores positivos en vinos jovenes (rosas). Este trabajo proporciona informacion relevante sobre la dindmica
de fermentaciones alcoholicas de levaduras nativas, aisladas de vifiedos regionales y el impacto sensorial que generaria su uso en la
produccion de vinos cv. Malbec. Por otro lado, sienta las bases para seguir evaluando las causas de las fermentaciones lentas y detenidas,
ya que la disponibilidad y efectividad para metabolizar recursos nitrogenados es uno de los principales problemas.

Palabras clave: levaduras, aromas fermentativos, aminoacidos, glucidos, Malbec

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the incidence of different Saccharomyces cerevisiae yeasts strains on the fermentative aromas of
Malbec wines from Mendoza, Argentina. On the other hand, we pretend to study the metabolism of hexoses, ammonium and amino
acids and their relationship with the production of the fermentative aromas. Three wines were made using a commercial yeast strain (D)
and two isolated yeast strains (l: isolated from Malbec, B: isolated from Bonarda). The assay was made by triplicate. Native yeasts and
lactic bacteria were inhibited using sodium metabisulfite and lisozyme respectively. Tank weight, density and temperature were
controlled during alcoholic fermentation. General parameters, volatile compounds and amino acids were analyzed in musts, fermentative
musts and wines. Fermentative aromas were determined by Headspace Solid Phase Microextraction and Gas Chromatography accopled
by Mass Spectrometer. Amino acids were analyzed using derivatization pre column with 9-fluorenyl chloroformate and High
Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detector. Glucose, fructose and ammonia were studied by enzymatic assay and
Spectrophotometry UV-V. The end of fermentation was reached in 7 days to wines produced by D yeast strains and 9 days with | and
B. Residual ammonium in wines was 8%, 17% and 28% to D, | and B respectively. Hence, D yeast strains were more efficient to
metabolize nitrogen compounds. Residual glucose and fructose not showed significant differences in wines. Nevertheless D yeast was
less efficient to metabolize fructose than the others yeasts during alcoholic fermentation. D yeast produced 0,14% of ethanol more than
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| and 0,24% more than B. The higgest level of volatile acidity was produced by | yeast strains. Wines obtained with D yeasts
biosynthesized more amino acids than isolated yeasts. This could produce microbial alterations in finished wines. Proline, a non
metabolized amino acid by yeast in anaerobiosis, was the major amino acid in all wines. D wines presented more diversity of
fermentative aroma respect to | and B wines but B wines had the higgest concentration. That is the wines with high concentration of
higher alcohols come from of the yeasts with low rate of nitrogenated metabolism. Pentanol was the higgest higher alcohol in | and D
wines and had a negative notes (solvent, fusel alcohol), meanwhile in B was the 2-feniletanol with positive descriptors to young wines
(roses). This work provides relevant information regarding the dynamics of alcoholic fermentations of native yeasts, isolated from
regional vineyards and the sensory impact that would generate their use in the production of Malbec wines. On the other hand, it lays
the foundations to continue evaluating the causes of the stuck and sluggish fermentations, since among the principal causes is in the
availability and effectivity to metabolize nitrogen resources.

Keywords: volatile organic compounds, Malbec, wines, yeasts, amino acids

INTRODUCCION

El aroma del vino es uno de los caracteres sensoriales mas complejos que existe en la naturaleza. Esto se debe a la variedad de
compuestos organicos volatiles presentes, y a que éstos cambian durante todo el proceso de vinificacién. Se generan a partir de
mecanismaos biolégicos, bioquimicos y tecnoldgicos que daran como resultado una diversidad quimica que no se observa en otras bebidas
producidas en el mundo (1). Esta conformado por compuestos organicos volatiles que pueden clasificarse de acuerdo a su procedencia
en aromas primarios (varietales y prefermentativos), son los que provienen de la uva; aromas secundarios (aromas fermentativos),
producidos a partir del metabolismo de levaduras y bacterias y aromas terciarios, que se generan durante la conservacion y afiejamiento
de los vinos (1, 2).

Los aromas fermentativos surgen a partir del metabolismo nitrogenado (ciertos aminoacidos) y glucidico (glucosa, fructosa) de las
levaduras durante la fermentacién alcohélica de los mostos (3). El perfil de estos compuestos en los vinos se ve afectado por el tipo de
levaduras que lleven a cabo las fermentaciones (4), el contenido compuestos nitrogenados y gltcidos del mosto y las condiciones en las
que se desarrollan los procesos, tales como temperatura, pH y nutrientes (5, 6, 7, 8).

Representan los compuestos orgénicos volatiles mas abundantes respecto del total cuantificado en vinos tintos y pueden encontrarse
entre ellos alcoholes superiores, ésteres, aldehidos, cetonas, compuestos volatiles azufrados y ciertos terpenos (CITAS). Aportan a los
vinos jévenes las notas frescas y frutales, sin embargo, algunos de ellos (principalmente ciertos alcoholes superiores y ésteres) tienen
impacto negativo en el perfil sensorial, con notas a solvente, cetona y frutas sobremaduras (CITAS). Dado su impacto directo sobre el
aroma del vino, los aromas fermentativos y los factores que influyen sobre ellos, son ampliamente estudiados.

Los compuestos nitrogenados no solamente estan relacionados con la produccién de aromas fermentativos, sino que ademas, son un
factor limitante para el normal desarrollo de las fermentaciones alcohélicas. Cumplen importantes funciones metabolicas ya que a partir
de ellos las levaduras biosintetizan proteinas funcionales (enzimas) y estructurales (manoproteinas). Los principales compuestos
nitrogenados afectados al metabolismo de las levaduras Saccharomyces cerevisiae son los aminoacidos (como fuente nitrogenada
orgénica) y el ibn amonio (como fuente nitrogenada inorgénica).

Palma et al. (9) observaron que en medios limitados de compuestos nitrogenados la velocidad de captacion de glucosa es menor, por
tanto la fermentacion se ve ampliamente afectada, aunque esto no implica que el proceso se detenga. Magasanik y Kaiser (10)
demostraron que en medios donde la glucosa es la principal fuente de carbono y energia y el amonio es la Unica fuente de nitrégeno
disponible, la tasa de crecimiento de las levaduras depende de la capacidad de las levaduras para asimilar el ion amonio. Treu et al. (11)
demostraron que diferentes cepas de levaduras S. cerevisiae presentan diferentes aptitudes metabolicas para la asimilacion de fuentes
nitrogenadas.

Debido al impacto sensorial de los aromas fermentativos y a que estos estan directamente relacionados con el metabolismo de
aminoacidos por parte de las levaduras y a que no existen referencias de esta tematica con levaduras aisladas de vifiedos de la region, es
gue se propone el siguiente este trabajo de investigacion. Cabe destacar, que este trabajo sentara las bases para poder evaluar a futuro
posibles causas de las fermentaciones detenidas, asi como la aparicion de aminas bidgenas y carbamato de etilo, compuestos derivados
de aminoécidos que tienen impacto sobre la salud.

MATERIALES Y METODOS

Cosecha de la uva

Las uvas cv. Malbec se cosecharon en grado de madurez industrial (25°Brix) en cajas plésticas de 20 kg y fueron inmediatamente
trasladadas a la bodega y colocadas en un playdn al abrigo del sol para homogeneizar la temperatura.

Elaboracion de vino

El vino fue elaborado en la Planta Piloto de la Estacion Experimental Agropecuaria Mendoza (EEA Mendoza INTA). Para ello se
procedio a la molienda y descobajado de la uva y el mosto fue colocado en en tanques plésticos de grado alimentario de 25 L de
capacidad, hasta alcanzar los 20 kg. El estudio se realizo por triplicado. Se adicion6 metabisulfito de sodio y lisozima para inhibir la
flora nativa de levaduras y bacterias, respectivamente. Los tanques se trasladaron a una sala de fermentacion acondicionada para luego
inocular con las cepas de levaduras seleccionadas (30 g.hL™). Se utilizd una cepa de levaduras Saccharomyces cerevisiae comercial y
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dos cepas de levaduras S.cerevisiae aisladas de vifiedos de Malbec y Bonarda por el area de Microbiologia de la EEA Mendoza. No se
adicionaron activadores de fermentacion durante el proceso de forma tal que las levaduras Gnicamente tuvieron como fuente nitrogenada
el i6n amonio y aminoacidos de la uva. Durante la fermentacién alcohdlica se realizaron dos pisoneos manuales para oxigenar el
sombrero y favorecer la extraccion de compuestos de interés de los hollejos. Se realizaron controles de pH, grados Brix, temperatura,
peso de tanque y densidad durante el desarrollo de las fermentaciones alcoholicas. Una vez obtenidos los vinos, se realiz6 el ajuste de
la acidez total con &cido tartarico de uso enolégico (7 g.L ™) y el descube de los mismos. Se extrajeron muestras del mosto, mosto en
fermentacidn y vino terminado y se conservaron hasta el momento de su analisis a -20 °C.

Los tratamientos propuestos son:

D: uso de cepa de levaduras comerciales D254 de la firma Lallemand (Francia)
I: uso de cepa de levaduras aislada de uvas cv. Malbec

B: uso de cepa de levaduras aislada de uvas cv. Bonarda

Andlisis quimicos

Parametros de rutina

Se determinaron pardmetros analiticos generales en bayas (°Brix, acidez titulable, pH), mostos en fermentacion (densidad y temperatura)
y vinos (alcohol, pH, acidez titulable, acidez volatil, anhidrido sulfuroso libre y total), siguiendo los protocolos establecidos por la
Organizacion Internacional de la Vifa y el Vino (OlV, 2017).

Determinacién de iébn amonio

Se realiz6 la determinacién de ién amonio en mostos, mostos en fermentacion y vinos por método diferencial birreactivo con enzima
glutamato deshidrogenasa y posterior medicion absorciométrica con Espectrofotdmetro UV-Visible de acuerdo a las especificaciones
del fabricante (Roche, Alemania).

Determinacién de glucosa y fructosa

Se realiz6 la determinacion de glucosa y fructosa en mostos, mostos en fermentacion y vinos por método diferencial birreactivo con
enzima hexokinasa y posterior medicién absorciométrica con Espectrofotometro UV-Visible de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (Roche, Alemania).

Determinacién de a-aminoacidos libres

El andlisis de a-aminoacidos libres se realizd por derivatizacion precolumna con Cloruro de fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC) y
posterior separacion, identificacién y cuantificacion por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con Detector de Arreglo de Diodos.
El método analitico es una adaptacion del propuesto por Fabiani et al. (12) y validacion realizada por el Laboratorio de Aromas y
Sustancias Naturales.

Determinacién de compuestos organicos volatiles

Los compuestos organicos volatiles se extrajeron de las muestras por Microextraccion en Fase Sélida en Espacio de Cabeza utilizando
una fibra con recubrimiento de polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB). La separacion, identificacion y cuantificacion se
obtuvo mediante Cromatografia Gaseosa con Detector de Masas. El método analitico fue optimizado y validado por el Laboratorio de
Aromas y Sustancias Naturales (13) .

Anélisis estadistico

La evaluacién estadistica de los datos se realiz6 mediante el empleo del programa Statgraphics Centurion XVI version 16.1.11. Se
emplearon técnicas quimiométricas mediante el empleo del andlisis de la varianza (ANOVA), analisis de componentes principales
(ACD) y andlisis discriminante lineal (ADL).

RESULTADOS Y DISCUSION

Dinamica de las fermentaciones alcohdlicas

Durante el proceso fermentativo, el recuento de levaduras se reduce fuertemente debido al incremento del etanol y a cambios en la
composicion de los mostos, principalmente dado por el nitrogeno facilmente asimilable (14). Sumado a ello, las diferentes cepas de
levaduras presentan diferentes aptitudes metabdlicas para la asimilacion de fuentes nitrogenadas y éstas a su vez, condicionan la
captacion de glucosa. Bajo este marco, es de esperar que diferentes cepas de S.cerevisiae tengan una dindmica de fermentacion alcohélica
diferente, tal como se observa en el gréfico 1. La fermentacidn alcoholica finalizé a los 7 dias utilizando las cepas D, mientras que con
las cepas aisladas finalizaron a los 9 dias.
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Figura 1: Evolucion de la densidad durante las fermentaciones alcohdlicas llevadas a cabo por una cepa de levaduras comercial (D),
cepa de levaduras aislada de uvas cv. Malbec (1) y de cepas de levaduras aisladas de uvas cv. Bonarda (B).

En la Figura 2 se observa la evolucion del contenido porcentual residual de glucosa, fructosa e i6n amonio durante las fermentaciones
alcohdlicas. El i6n amonio fue rapidamente metabolizado por las levaduras los tres primeros dias. Sin embargo, a partir del dia 1 se
observa que ese consumo es diferente para las tres levaduras estudiadas, alcanzando contenidos residuales con diferencias
estadisticamente significativas entre ellas. Esto significa que no sélo la forma sino también la cantidad de ién amonio metabolizado
fueron diferentes. EI metabolismo de la glucosa mostr6 patrones de evolucion similares para las levaduras aisladas (I y B). EI consumo
de glucosa se dio rdpidamente durante el primer dia de fermentacion, alcanzando para este punto un 55% de consumo las levaduras D,
mientras que | y B consumieron menos del 20%. Asi, tanto amonio como glucosa fueron rapidamente metabolizadas por las levaduras
D, respecto de las restantes.

Se esperaria encontrar que las levaduras D también metabolicen mas rapidamente la fructosa, sin embargo dicho comportamiento fue
observado para las levaduras | y B, tal como se muestra en la Figura 2.

105

=
I\,\‘\ 1004
B0 \\ }'\\
= \\ Y =+ D - 75 -0
o \ - | 3 - |
i Yoo =
o 55 \ -__\_\ & B i - B
o "l\ \I E 50
o " W =]
5 AN £
= 309 ™, % 2
] \\ 1 Z =
£ \ \ =
S \; : aT \.\
i W : \
o -— 4—:.__. 3 ey
T T T T T T o T T T T T T
MO 1 3 7 8 13 MO 1 3 7 9 13
Tiempo (d &s) Tie mpo [dias)
1054
= 204 - 0
: X = |
=) , B
L '\-\
E 55+ \.\..‘
9 "\
c I\'\ \\
=} L o
£ 304 Y ™, i I
m \ “\
# R -
5L Te—s
aq
2_
ﬂ T T T T T T
MO 1 3 7 9 13
Tiempa (dias)
I“TA Ministerio de Agroindustria

Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria

®

Presidencia de la Nacién



PROYECTO ESPECIFICO
Estrategias para la diferenciacion de alimentos y el desarrollo de nuevos productos alimentarios.

PROYECTO INTEGRADOR Optimizacion de calidad integral y otras estrategias de agregado de valor.

Figura 2: Evolucion del contenido residual de glucosa, fructosa e ién amonio durante las fermentaciones alcohdlicas de mostos cv.
Malbec utilizando una cepa de levaduras comercial (D), una cepa de levaduras aislada de uvas cv. Malbec (1) y una cepa de levaduras
aisladas de uvas cv. Bonarda (B).

El nitrégeno facilmente asimilable es un parametro ampliamente utilizado en la industria del vino, ya que da una idea de la capacidad
fermentativa de los mostos en relacion a la disponibilidad de compuestos nitrogenados. Los dos principales recursos de nitrégeno
facilmente asimilable (NFA) para las levaduras son el i6n amonio y los a-aminodcidos libres excepto la prolina, que no puede ser
metabolizada en las condiciones de anaerobiosis en las que se desarrollan las fermentaciones (15). Para los mostos evaluados, el
contenido de i6n amonio fue de 18,23 mg.L™ y los aminoacidos totales sin prolina de 21,74 mg.L™, por lo tanto el contenido de NFA
fue de 40 mg.L%.

Ese NFA se ve modificado durante las fermentaciones alcohdlicas en vinos tintos, ya que, por un lado, las maceraciones de hollejos
permitirian la liberacion de aminoacidos en los mostos, y por otro lado, las levaduras son capaces de biosintetizar aminoacidos de
acuerdo a sus requerimientos metabolicos. Estos aminoacidos pueden liberarse al medio, por lo tanto, el contenido de NFA puede
incrementarse debido a estos aumentos en el contenido de aminoacidos (16, 17).

Parametros generales en vinos

La Tabla 1 muestra el analisis de parametros generales en vinos cv. Malbec elaborados con las diferentes cepas de levaduras S. cerevisiae.
Los vinos obtenidos a partir de levaduras aisladas presentaron menor contenido de etanol que los obtenidos con las levaduras
comerciales. Para los vinos | fue un 0,14% menos, mientras que para los vinos B fue un 0,24% menos respecto de los vinos D. Sumado
a ello observamos que las levaduras aisladas de Bonarda (B) produjeron menor acidez volatil que las levaduras restantes. La acidez
volatil esta dada principalmente por el &cido acético, por lo tanto, no es una condicidn buscada en las levaduras para obtencién de vinos,
que generen elevados contenidos de estos &cidos (18, 19). La acidez total, expresada como &cido tartarico, y el pH, que esta directamente
relacionado con éste pardmetro de acidez, no mostraron diferencias significativas. Los vinos finalizaron adecuadamente la fermentacién
alcohdlica, presentando un contenido de azlicares residuales menores a 1,8 g.L-?, tal como lo establece la OIV.

Tabla 1. Andlisis de pardmetros generales en vinos cv. Malbec elaborados con las diferentes cepas de levaduras S. cerevisiae

Tratamiento Acidez Total Acidez Volatil oH Etanol Azucar residual
(gLh (gL?h (% VIV) (gL?h
D 4,15a+0,12 0,65b+0,03  4,12a+0,02 14,87b+0,06 <1,8
| 4,10a+0,11 0,72c+0,02  4,10a+0,04  14,73a+0,06 <1,8
B 3,98a+0,08 0,55a+0,01  4,07a+0,04 14,63a+0,06 <1,8

D:levadura comercial; I: levadura aislada de uvas cv. Malbec; B: levadura aislada de uvas cv. Bonarda

Los valores presentados corresponden a la media de 3 réplicas. NUmero entre paréntesis corresponde a la
desviacion estadndar. Letras diferentes indican diferencias significativas (Test de Tukey HSD, nivel de
significancia 95%).

Relacion entre la composicién nitrogenada en mostos y el contenido de aromas fermentativos en vinos.

Los vinos obtenidos con las levaduras D presentaron mayor diversidad de aromas fermentativos que las levaduras aisladas | y B. Sin
embargo, las levaduras D produjeron mayor cantidad de estos compuestos que las levaduras restantes. Si tenemos en cuenta como fue
el metabolismo del i6n amonio durante las fermentaciones alcohdlicas (Figura 2) observamos que las levaduras B consumieron menos
ién amonio durante este proceso. Como se observa en la Figura 3, las levaduras B fueron capaces de biosintetizar una mayor cantidad
de alcoholes superiores, teniendo una baja tasa de metabolismo nitrogenado. Este fendmeno es coincidente con lo observado por otros
autores, quienes demostraron que una baja tasa metabélica de compuestos nitrogenados (amonio, aminoécidos), generaria elevados
contenidos de alcoholes superiores en vinos (3, 20).
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Figura 3: Contenido total de los diferentes grupos quimicos que conforman los aromas fermentativos en vinos cv. Malbec elaborados
con 3 cepas de levaduras S. cerevisiae.

En la Figura 4 se observa el andlisis de componentes principales realizado a partir de los aromas fermentativos individuales identificados
y cuantificados en los vinos obtenidos. Las levaduras B presentaron mayor contenido de 2-feniletanol, que aporta notas a rosa, rosa
marchita, mientras que para las levaduras | y D fue el pentanol, cuyos descriptores no son deseados en los vinos (solvente, alcohol fusel).
B-citronelol (citricos) y acetato de 3-metilbutanol (acetato de isoamilo, con descriptores banana, fueron también los aromas
fermentativos més abundantes encontrados estos vinos.
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Figura 4: Analisis de componentes principales de los aromas fermentativos individuales presentes en vinos cv. Malbec obtenidos a
partir de tres cepas de levaduras diferentes.

CONCLUSIONES

Las levaduras comerciales fueron mas eficientes en finalizar las fermentaciones alcohélicas que las levaduras aisladas de uvas cv. Malbec
y cv. Bonarda. Sin embargo, ello no significé que fueran capaces de generar mejor contenido de aromas fermentativos. Entre las cepas
de levaduras S.cerevisiae aisladas, las que fueron obtenidas a partir del cv. Bonarda resultaron biosintetizar mayor cantidad de estos
aromas que las aisladas de cv. Malbec. Sumado a ello, estas Ultimas levaduras generaron mayor acidez volatil, condicion que no es
buscada en una levadura para vinificacion por su aporte de aromas a vinagre. A pesar de que el contenido de alcoholes superiores fue
mayor en los vinos elaborados con levaduras aisladas de Bonarda, entre ellos no fueron detectados compuestos organicos volatiles que
tengan impacto negativo en el perfil sensorial de vinos jovenes y si un compuesto volatil buscado en vinos jovenes como lo es el aroma
a rosas aportado por el 2-feniletanol.

Este trabajo aporta informacion de relevancia respecto de la dinamica de las fermentaciones alcohélicas de levaduras autéctonas, aisladas
de vifiedos de la regién y del impacto sensorial que generaria su uso en la elaboracion de vinos tintos como el cultivar emblematico de
Argentina, el Malbec. Por otro lado, sienta las bases para continuar estudiando las causas que producen fermentaciones lentas y detenidas
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que generan importantes pérdidas econdmicas al sector, como asi también la aparicion de aminas bidgenas y carbamato de etilo,
compuestos con impacto negativo en la salud humana.
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RESUMEN

Los fitoesteroles son un conjunto de lipidos vegetales que han sido utilizados para el disefio de productos lacteos funcionales debido a
su capacidad para reducir el colesterol serico. No obstante, su efecto sobre el comportamiento del cultivo starter en la elaboracién de
quesos no ha sido estudiado. En este trabajo se monitore6 la cinética del DNA y RNA de la bacteria Streptococcus thermophilus, un
starter lacteo ampliamente utilizado y con potencial probiético, durante la produccién industrial de un queso funcional conteniendo
esteres de ftoesteroles y alfa-tocoferol como compuestos bioactivos. Para este proposito, se optimizaron técnicas de PCR cuantitativa
(gPCR) y gPCR con transcriptasa reversa (RT-gPCR). Asimismo, se utiliz6 un disefio experimental ad hoc para evaluar el umbral de
deteccion de &cidos nucleicos libres. En nuestro conocimiento, este abordaje provee la primera evidencia experimental indicando que el
DNA no es un indicador confiable de integridad celular cuando se detecta por gPCR, mientras que el RNA permitiria estimar de modo
mas preciso integridad bacteriana. El starter S. thermophilus se detect6 por gPCR y RT-qPCR durante la produccion del queso hasta los
81 dias de madurado. Asimismo, se observé por primera vez que la adicion de alfa-tocoferol y concentraciones funcionales de
fitoesteroles correlaciond con un aumento significativo en los niveles de DNA y cDNA especificos.

Palabras clave: queso funcional, starter, fitoesteroles, alfa-tocoferol, métodos moleculares.

ABSTRACT

Phytosterols are plant lipophilic triterpenes that have been used for the design of functional dairy products because of their ability to
lower serum cholesterol levels. However, their effect on the starter culture behavior during cheesemaking has not yet been studied. Here,
we followed DNA and RNA kinetics of the bacterium Streptococcus thermophilus, an extensively used dairy starter with probiotic
potential, during industrial production of a functional cheese containing phytosterol esters and alpha-tocopherol as bioactive compounds.
For this purpose, real-time quantitative PCR (qPCR) and reverse transcription-qPCR (RT-qPCR) assays were optimized. An
experimental set-up was used to evaluate the detection threshold of free nucleic acids. To our knowledge, this approach provides the
first experimental evidence indicating that DNA is not a reliable marker of cell integrity, whereas RNA may constitute a more accurate
molecular signature to estimate bacterial integrity. The starter S. thermophilus was detected by qPCR and RT-gPCR during cheese
production until 81 days of ripening. We also showed for the first time that the addition of alpha-tocopherol and phytosterols at functional
concentrations correlated with a significant increase in target DNA and cDNA levels.

Keywords: Functional cheese, starter, phytosterols, alpha-tocopherol, molecular methods.

INTRODUCCION

Un alimento funcional contiene compuestos biolégicamente activos conocidos que, al cumplir con aspectos cualitativos y cuantitativos
definidos, provee un beneficio clinico comprobado, y puede por lo tanto ser utilizado para la prevencién o tratamiento de enfermedades
crénicas modernas (1). Los fitoesteroles son una familia de triterpenos lipofilicos utilizados como agentes para disminuir el colesterol
sanguineo (2). Por lo tanto, al disefiar un alimento funcional es necesario garantizar que las moléculas bioactivas que se adicionen no
deben afectar las caracteristicas de calidad propia del mismo, tales como parametros reolégicos o sensoriales.

Asimismo, en el caso del disefio de alimentos funcionales fermentados tales como quesos o yogur, es critico verificar que la
incorporacion de las moléculas bioactivas en cuestion no afecta el crecimiento de los microorganismos, como asi su presencia en el
producto final. Esto se debe a que la obtencién de una cantidad adecuada de ciertos microorganismos en alimentos fermentados es
necesario, no sélo para fines tecnol6gicos sino también para fines probioticos (3).
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Pese a que algunos productos lacteos adicionados con fitoesteroles se encuentran en el mercado en algunos paises, no existen a la fecha
datos experimentales sobre el efecto de la incorporacion de estos lipidos vegetales sobre la microbiota presente en estos productos.

El presente trabajo se efectud en el marco del primer queso funcional del pais que ya se encuentra en el mercado (Patente INP1 2015
010 1287). Este desarrollo fue parte de un proyecto FONARSEC (FSAGRO-AlimFun 0004/2010 “Desarrollo de Productos Lacteos
Funcionales™) que involucr6 al MINCyT, al consorcio de PyMES asociadas (La Raiz S.A., Gacef S.A., Lacteos Capilla del Sefior S.A.)
y al Instituto Tecnologia de Alimentos del INTA-CNIA (Castelar). EI queso funcional aporta 2 g de fitoesteroles/60 g de queso, dosis
que fueron reportadas como capaces de disminuir los niveles de colesterol sérico en humanos (2), y alfa-tocoferol en dosis que proveen
el ~40% de los requerimientos diarios recomendados (RDA) para esta vitamina/60 g de queso (4).

El objetivo del presente trabajo consistidé en analizar si la adicion de dosis funcionales de fitoesteroles y alfa-tocoferol afectd el
comportamiento del microorganismo starter acido-lactico S. thermophilus durante la elaboracién y madurado de un queso funcional Port
Salut light. Esto se efectué mediante la optimizacion de métodos moleculares, PCR cuantitativa (QPCR) y qPCR con transcriptasa
reversa (RT-qPCR). Asimismo, se desarrolld un ensayo ad hoc para evaluar por primera vez la utilidad de estas metodologias
moleculares (independientes de cultivo) como indicadores de integridad celular en bacterias.

MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de quesos funcionales y toma de muestras

Los quesos Port Salut light funcionales y controles se elaboraron a nivel industrial en la empresa Capilla del Sefior, ubicada en la ciudad
de Villa Maria, Cdrdoba, Argentina. Luego de la pasteurizacion de la leche, se incorporaron los fitoesteroles en el batch destinado a
queso funcional a fin de logar 2 g de fitoesteroles/60 g de queso, y alfa-tocoferol para proveer el ~40% de los requerimientos diarios
recomendados (RDA) para esta vitamina/60 g de queso. Asimismo, previamente se utilizd otro batch de leche para los quesos control
(sin compuestos bioactivos adicionados). Se agreg6 el cultivo iniciador (starter) de S. thermophilus y luego de la coagulacién, el cuajo
se corto para realizar el salado. Los bloques se dividieron en porciones de 400 g y se almacenaron a 4°C. Se tomaron muestras de leche
cruda (RM), leche pasteurizada (PM), PM 30 min luego de incorporar el starter (PMS) y cuajo (Cu). Los quesos envasados se maduraron
a 4°C y se tomaron muestras a los 7, 20, 40, 57 y 81 dias post-elaboracién.

Optimizacion de protocolo de qPCR y RT-qPCR

Se utilizé el software Primer Express (Applied Biosystems, California, USA) para el disefio de primers especificos contra S.
thermophilus, basado en la secuencia de su gen tuf y en la de otras especies de bacterias &cido lacticas (LAB), las cuales se obtuvieron
de GenBank. Estas secuencias fueron alineadas utilizando Clustal W2 y BLAST para verificar la especificiad in silico. Asimismo, la
especificidad de nuestro par de primers (Stherm) fue comparada con primers previamente reportados para hacer blanco en el mismo gen
de S. thermophilus (5), observandose niveles comparables de especificidad. Los ensayos de gPCR y RT-qPCR se realizaron en un equipo
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) y los datos se analizaron con el StepOne software v2.2. Se evaluaron
diferentes concentraciones de los primers Stherm, desde 40 a 600 nM y en base a ello se eligié una concentracion de 400 nM. Se
evaluaron asimismo diferentes condiciones de ciclado y asi se establecio el siguiente protocolo: un ciclo a 95°C 15 min, 40 ciclos a
94°C 15 seg, 60°C 30 seg y 72°C 1 min. ElI cDNA se obtuvo de 1 pg de RNA purificado de cada muestra incubado con Dnase | (1
U/uL) (Invitrogen) durante 15 min. La transcripcion reversa (RT) se efectué con el M-MLV Reverse Transcriptase Kit (Promega,
Wisconsin, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Evaluacion del umbral de deteccion de DNA y RNA libres

Muestras de PM (45 mL c/u) se adicionaron con cuatro diluciones seriadas en base diez (6 ng - 6 ug) de DNA o RNA obtenidos del
starter comercial liofilizado S. thermophilus o con 22 mg de este mismo starter. Las muestras fueron centrifugadas a 9700 xg por 15 min
at 4°C y los sobrenadantes se descartaron. Los pellets resultantes, asi como las muestras de PM, fueron sometidas a extraccion de DNA
0 RNA seguidas de gPCR o0 RT-qPCR, respectivamente. Todas las condiciones se realizaron por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION
Las curvas standard generadas mediante la adicion de muestras de queso negativo (sin DNA ni RNA del starter) con distintas cantidades
(0.01 pg - 10 mg) de starter liofilizado se muestran en la Fig. 1.
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Figura 1. Curvas standard obtenidas por gPCR (panel A) y RT-qPCR (panel B) para Streptococcus thermophilus

En nuestro conocimiento, los resultados del presente trabajo constituyen la primera evidencia experimental indicando que el DNA
especifico detectado por gPCR no puede ser utilizado como indicador de integridad/viabilidad celular, mientras que la incapacidad para
detectar RNA libre indica que estas moléculas serian mas apropiadas para tal fin (Fig. 2).
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Figura 2. Umbral de deteccion de DNA y RNA libre determinado por gPCR (panel A) y RT-gPCR (panel B).

El DNA y cDNA del microorganismo S. thermophilus pudo ser cuantificado al menos desde 30 min luego de su inoculacién y hasta los

81 dias de madurado, confirmando asi reportes previos (6) donde se postula la posible contribucion de esta especie en los perfiles
organolépticos (Figs. 3y 4).
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Figura 3. Curso temporal de &cidos nucleicos especificos del cultivo starter S. thermophilus durante la produccion industrial de quesos
funcionales y controles. Leche cruda (RM), leche pasteurizada (PM), PM 30 min luego de incorporar el starter (PMS), cuajo (Cu) y
quesos con 7 dias de madurado (7d). Flechas: (1) pasteurizacion, (2) incorporacion de fitoesteroles y tocoferoles, (3) adicion del starter
liofilizado. (*) Diferencias estadisticamente significativas.

El presente trabajo mostr6 por primera vez que la adicion de fitoesteroles en concentraciones funcionales y de tocoferoles, no sélo que

no afecto la performance del starter sino que correlaciond con un incremento significativo en sus niveles de DNA y cDNA durante la
produccion del queso (Fig. 4).
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Figura 4. Curso temporal de acidos nucleicos especificos del cultivo starter S. thermophilus durante el madurado de quesos
funcionales y controles. Dias de madurado (7, 20, 40, 57, 81). (* a-f) diferencias estadisticamente significativas.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se obtuvieron resultados de interés para aquellos abordajes que involucren el estudio de la integridad, viabilidad
0 actividad metabolica de microorganismos basados en extraccion de acidos nucleicos y cuantificacion por gPCR/RT-qPCR.
Asimismo, la informacion aqui provista es relevante para el disefio industrial de productos lacteos innovadores que impliquen la
incorporacion de compuestos vegetales u otras moléculas bioactivas relacionadas.
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RESUMEN

En la Gltima década comenzaron a aplicarse politicas activas orientadas a generar valor agregado y competitividad al sector de la
produccion de alimentos en Argentina. Para esto es fundamental generar y/o aplicar diferentes estrategias para transformar la produccion,
diferenciando y valorizando los productos agroalimentarios; y generar empleo, promoviendo el desarrollo local y sustentable. En la
zona del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén se cultivan girgolas (Pleurotus ostreatus) mayoritariamente sobre tronco de alamo, por lo
que su produccién es estacional (marzo a abril). La produccion de hongos a escala comercial es una tarea dificil en vista de su elevado
contenido de humedad (90- 94%) y corta vida Gtil (7 dias a temperatura de heladera) 3. En la actualidad este hongo comestible se
comercializa: deshidratado, fresco, en conserva o congelado*. El objetivo de este trabajo es desarrollar un paté a base de girgolas, con
el fin de incorporar valor agregado y ampliar la variedad de productos disponibles para el consumidor. Se elaboré el paté de girgolas
variando el tratamiento de escaldado &cido: solucidn de vinagre al 50% (V) y solucion de &cido citrico al 0,5 % (C); y el sabor: ajo y
albahaca (VA'y CA) y ahumado (VH y CH). Se determind el pH del paté recién elaborado y luego de 2 y 24 meses de almacenamiento
en oscuridad. Se utiliz6 como modelo de evaluacion sensorial, la prueba de Ranking por Preferencia. Para analizar los resultados se
utilizé el Test de Friedman y el ensayo de multiple comparacion. Se midié color superficial con un colorimetro Minolta CR 400, se
trabajé con el sistema CIELab, y se determinaron los parametros hue (h) y croma (C*). El analisis de preferencia global indica que no
hay diferencias significativas entre los tratamientos, es decir que todas las formulaciones fueron sensorialmente aceptadas por los
evaluadores. Con la aplicacion del escaldado acido se logré disminuir el pH de las girgolas a valores permitidos por el Coédigo
Alimentario Argentino (CAA), siendo entonces un producto seguro para el consumo humano.

Palabras clave: hongos comestibles, paté, nuevos productos, analisis sensorial

ABSTRACT

In the last decade, active policies aimed at generating added value and competitiveness to the food production sector in Argentina began
to be applied. For this, it is essential to generate and/or apply different strategies to transform production, differentiating agricultural
food products; and generate employment, promoting local and sustainable development?. In the area of the Upper Valley of Rio Negro
and Neuquén, Pleurotus ostreatus are grown mostly on poplar trees, so their production is seasonal (March to April). The production of
mushrooms on a commercial scale is a difficult task in view of its high moisture content (90-94%) and short shelf life (7 days at
refrigerator temperature)?3. At present, this edible fungus is commercialized: dehydrated, fresh, preserved or frozen*. The objective of
this work is to develop a paté based on mushrooms, in order to incorporate added value and expand the variety of products available to
the consumer. The mushroom pate was elaborated by varying the acid scalding treatment: 50% vinegar solution (V) and 0.5% citric acid
solution (C); and the flavor: garlic and basil (VA and CA) and smoked (VH and CH). The pH of the freshly made pate was determined
and after 2 and 24 months of storage in the dark. The Preference Ranking test was used as a sensory evaluation model. To analyze the
results, the Friedman Test and the multiple comparison test were used. Surface color was measured with a Minolta CR 400 colorimeter,
the CIELab* system was worked on, and parameters hue (h) and chroma (C*) were determined. The global preference analysis indicates
that there are no significant differences between the treatments that is to say that all the formulations were sensory accepted by the
evaluators. With the application of the acid blanching, the pH of the mushrooms was reduced to values allowed by the Argentine Food
Code (CAA), being then a safe product for human consumption.

Keywords: edible fungi, pate, new products, sensory analysis

INTRODUCCION

En la Argentina, la region patagénica ya produce y posee muy alto potencial para producir materias primas de alto valor, principalmente
debido a sus condiciones agro-climéaticas. Sumado a esto, es una regidn con una cultura ya desarrollada en la produccién de alimentos
diferenciados, de alto valor agregado, normalmente obtenidos en pequefios emprendimientos econémicos con alta generacion de puestos
de trabajo (5). El conocimiento de lo que se tiene, permitird a quienes deseen incursionar o profundizar, afianzar sus técnicas de
elaboracion de alimentos. Siendo la demanda actual del mercado el desarrollo de nuevos productos alimenticios atractivos, con valor
agregado y que aporten beneficios a la salud, la industria se encuentra en continua blsqueda y experimentacién para satisfacer las
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necesidades que demanda la sociedad (2, 3, 6). Hoy se sabe que los hongos son algo méas que una produccién con fuerte valor agregado.
Desde lo nutritivo y lo medicinal son considerados como alimentos funcionales, es decir, que no s6lo pueden convertir la gran biomasa
de desechos lignocelulésicos provenientes de la industria agricola en alimentos saludables, sino que también pueden producir derivados
conocidos como mico-medicinas/nutracéuticos con numerosos beneficios para la salud?®. Asi, la produccion de hongos y los productos
derivados de éstos, son los dos pilares de la industria moderna de hongos y representan una auténtica oportunidad de inversion y
generacion de empleos por tratarse de producciones intensivas donde se requiere de la mano de obra como un recurso clave (4, 5, 6). El
objetivo de este trabajo es desarrollar una pasta tipo paté a base de girgolas (Pleurotus ostreatus) con el fin de incorporar valor agregado
y ampliar la variedad de productos disponibles para el consumidor.

MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Se trabajo con fructificaciones de Pleurotus ostreatus congeladas a -20°C, provenientes del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén.
Procedimiento de elaboracion del Paté de Girgolas (Fig. 1)

SELECCION

TROZADO

-

ESCALDADO

-

MEZCLADO

-

ENVASADO

-

PASTEURIZADO

4

ALMACENADO

Figura 1: Diagrama de flujo del proceso de elaboracion del paté de girgolas.
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e Seleccién: Se escogieron las fructificaciones sanas de Pleurotus ostreatus.

e Trozado: Se cortaron tiras de 3 cm por 2 cm, con cuchillo de acero inoxidable.

e Escaldado: Se emplearon dos soluciones: solucién de vinagre al 50% (V) y solucion de &cido citrico al 0,5 % (C). La relacion
utilizada fue 1 kg. de sélidos por cada 3 I. de solucién de escaldado. En cada caso se mantuvo la muestra en ebullicién durante
3 minutos. Se enfrié rapidamente con agua potable.

e Mezclado: El producto escaldado se mezcl6 y micronizé con aceite de oliva (10% en peso) y condimentos segln tratamiento:
ajo y albahaca (VA y CA) y ahumado (VH y CH).

e Envasado: Se realizd en caliente, cuidando que no queden burbujas de aire.

e Pasteurizado: El producto se pasteurizé a 95°C durante 20 minutos.

e Almacenado: Se almacené durante veinticuatro meses en oscuridad.

Determinacion de pH

Segun el método de la AOAC 981-12 (7). Se trabajo por triplicado.

Andlisis sensorial

Se utiliz6 como modelo de evaluacion sensorial, la prueba de “Ranking por Preferencia”, que consiste en comparar varias muestras en
funcién de un atributo sensorial. Para analizar los resultados se utiliz6 el Test de Friedman y el ensayo de multiple comparacién. Se
trabajé con un panel de 15 jueces no entrenados.

Color superficial

| color superficial de las muestras se determind con un fotocolorimetro Minolta CR400, con los parametros Cielab: L* (luminosidad),
a* (grado de componente rojo o verde) y b* (grado de componente amarillo o azul). Se calcularon los parametros Croma: (a*2+b*?)12 y
hue: arc tg (b*/a*). Las mediciones se realizaron antes y después de almacenar durante 2 meses, una parte en la oscuridad y otra parte
expuesta a la luz.

ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza ANOV A simple (Statistica 7.0), con un a=0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos en la determinacion del pH de los distintos patés antes y después de dos y veinticuatro
meses de almacenamiento en oscuridad. Se observa un aumento de pH en las muestras escaldadas con vinagre al 50% y una disminucién
en las escaldadas con acido citrico 0,5%, luego de los dos meses de almacenamiento, este comportamiento se mantiene luego de 24
meses de almacenamiento. En todos los casos el valor de pH final esta por debajo del limite establecido por el CAA en su Art. 173, por
lo cual son aptos para la comercializacién y consumo humano.

Tabla 1: Resultados obtenidos de la determinacion de pH de las muestras de paté de acuerdo al tratamiento (VA, CA, VH y CH).

Tratamiento pH inicial pH 2 MESES pH 24 MESES
VA 3.87 4.05 4.03
VH 3.36 3.58 3.56
CA 4.05 3.96 3.84
CH 351 3.43 3.44

En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos de la evaluacion sensorial de los patés de girgolas. Con respecto al color y sabor
destacan los patés condimentados con albahaca y ajo, sin importar el &cido utilizado durante el escaldado. En cuanto al aroma y a la
textura no se observan diferencias significativas entre las distintas muestras. El analisis de preferencia global indica que no hay
diferencias significativas entre los tratamientos, es decir que todas las formulaciones fueron sensorialmente aceptadas por los
evaluadores.
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Tabla 2: Resultados obtenidos del analisis sensorial de las muestras de paté de acuerdo al tratamiento (VA, CA, VH y CH).

Tratamiento Color Aroma Sabor Textura Preferencia Global
VA 25a 37a 27 a 37a 37a
CA 32a 26 a 3la 41l a 33a
VH 42 ab 39a 44 ab 35a 38a
CH 51b 38 a 48 b 36 a 45 a

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05)

En la Figura 2 se presentan los valores del parametro hue de las muestras de paté segln tratamiento y condiciones de almacenamiento.
Se observa que las muestras con ajo y albahaca dieron valores més altos de hue que los patés tratados con humo liquido, pudiéndose
ver la influencia en el uso de condimentos, siendo mas homogéneo y estable el color en los tratados con humo liquido. Al evaluar la
influencia del almacenamiento, se distinguen variaciones, y con respecto al tipo de almacenado, la exposicion a la luz es la que genera
mayor variacion, disminuyendo el valor de hue con respecto al valor inicial. Fuera de las diferencias todos los patés mantienen una
tendencia hacia los tonos amarillo anaranjados.

89,00

28,00

87,00

86,00

25,00
E S B inicio
S Em mluz

:i:x B Qscuridad

80,00

79,00

78,00

VH VA Ca CH
Tratamientos

Figura 2: Valores del pardmetro hue antes (Inicio) y después de almacenar las muestras en la oscuridad (Oscuridad) y en exposicion
a laluz (Luz), segln el tipo de tratamiento (CA, VA, VH y CH)

En la Figura 3 se graficaron los valores del parametro Croma (saturacion) de las muestras de paté segun tratamiento y condiciones de
almacenamiento. Se observan diferencias significativas en la saturacion del color (méas vivaces) en las muestras de paté medidas al final
del almacenado con respecto al inicio, y al comparar los tipos de almacenado, el mejor es en oscuridad. Se observa un efecto almacenado
en todas las muestras de paté, ya que el color se intensifica en las muestras almacenadas comparando con las muestras recién elaboradas.
Las muestras escaldadas con vinagre y almacenadas en oscuridad presentaron mayor intensidad de color que las expuestas a la luz.
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Figura 3: Valores del parametro Croma antes (Inicio) y después de almacenarlas en la oscuridad (Oscuridad) y en exposicion a la

luz (Luz), segun el tipo de tratamiento (CA, VA, VH y CH)

CONCLUSIONES

Con la aplicacion del escaldado acido se logré disminuir el pH de las girgolas a valores permitidos por el Cédigo Alimentario Argentino
(CAA), siendo entonces un producto seguro para el consumo humano.

Desde el punto de vista sensorial se destacaron los patés condimentados con ajo y albahaca. Con respecto al color se recomienda
almacenar en oscuridad o protegido de la luz directa.

Se obtuvo un producto apto para celiacos y veganos, de gran aceptacion por parte del consumidor y estable en el almacenamiento,
independientemente del &cido utilizado durante el escaldado.
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Correo electrénico: garro.karina@inta.gob.ar

RESUMEN

La concentracion final de taninos en el vino estd relacionado al contenido de taninos en las uvas y también a la cantidad que
efectivamente se extrae, la cual puede ser regulada por interacciones taninos-pared celular durante la vinificacion. Evidencia anecdoética
muestra que los vinos de la variedad Bonarda Argentina son inherentemente bajos en taninos, sugiriendo un bajo grado de
extractabilidad, en relacién a Malbec, una variedad en la cual la retencion de taninos no es problematica. En este trabajo se hipotetiza
que la aplicacion de la sangria (remocion de parte del mosto previo a la fermentacion) puede resultar en una remocion parcial de la pared
celular, aumentando de este modo la retencion de taninos. Los resultados mostraron que solo la sangria tradicional aplicada a la variedad
Malbec condujo a un aumento significativo de la concentracion de taninos (40%) y antocianos (12%) respecto a los vinos control. El
porcentaje de aumento de la concentracion de taninos en el vino tratado con sangria tradicional en Malbec sugiere la influencia de la
pared celular en la extraccion y retencion de taninos en el vino. Para Bonarda los tratamientos no mostraron efectos positivos en la
concentracion de taninos frente a los vinos control. Desde un punto de vista sensorial, los vinos tratados con sangria tradicional de ambas
variedades mostraron una tendencia a ser mas astringentes y de mayor intensidad de color, sin embargo no se lograron diferenciar
significativamente los vinos tratados del control.

Palabras clave: uva, proantocianidina, técnicas de vinificacion, sangria, matriz.

ABSTRACT

The final wine tannin concentration is contingent upon not only the original tannin content on the grapes but also the amount of
effectively extracted tannins, which may be regulated by tannin-cell wall interactions during winemaking. Anecdotal evidence shows
Bonarda (aka Charbono) wines are inherently low in tannins, suggesting lower tannin retention rates, relative to Malbec, a variety in
which tannin retention is not problematic. Here we hypothesized that application of saignée (removing a portion of the must prior to
alcoholic fermentation) may result in partial removal of cell wall material, thereby furthering tannin retention. Results showed that only
traditional saignée applied to Malbec led to an enhancement of tannin concentration (40%) and anthocyanin concentration (12%) relative
to control wines. The degree of increase of tannin concentration of traditional saignee Malbec wines suggest the influence of cell wall
material on tannin extraction and retention into wine. For Bonarda, the treatments showed no positive effect on tannin concentration
relative to control wines. From a sensorial standpoint, traditional saignée Bonarda and Malbec wines were perceived as more astringent
and with a higher of colour intensity, although there were no significant differences among treatments.

Keywords: grape, pro anthocyanidins, vinification techniques, bleeding

INTRODUCCION

Quimicamente, los taninos son compuestos fenélicos, especificamente polimeros de la familia de los flavan-3-oles. Los monémeros o
subunidades que constituyen los taninos de la uva y el vino son (+) catequina, (-) epicatequina, (-) epicatequina galato y (-)
epigalocatequina (1). Existe una gran diversidad de taninos en funcién de las subunidades que componen la molécula, la posicion del
enlace entre monémeros y las ramificaciones que presentan. En las uvas, los taninos se encuentran principalmente en las semillas y la
piel (2, 3).

Los taninos de la uva se liberan al medio desde la molienda, pero se transfieren principalmente durante la maceracion. En esta etapa el
mosto en fermentacién se pone en contacto con los sélidos de la uva. Después de ser extraidos de la uva, los taninos se modifican
estructuralmente por accion de las levaduras, enzimas y otros sub-productos de la fermentacion y contintan experimentando cambios
guimicos post fermentacion (4).

Sensorialmente, los taninos contribuyen a la astringencia, amargor, estabilidad de color y potencial de envejecimiento de un vino tinto
(5, 6), afectando de esta manera a la calidad y el precio del vino (7, 8). La extractabilidad de taninos es variable entre diferentes tipos de
uva vinificadas en las mismas condiciones (9). Ademas, que existe una baja correlacién entre los taninos medidos en la uva y los que
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efectivamente se transfieren al vino (10, 11, 12, 13). Algunas posibles explicaciones de este problema se basan en la interaccion de los
taninos con la pared celular (14, 15)

Una de las técnicas con potencial influencia en la extraccion de taninos se encuentra la sangria, que segln algunos estudios proporciona
un aumento en la concentracion de taninos (16, 17). Si bien estos estudios reportan los efectos de la sangria, en ellos no se ha considerado
la relacion de estos efectos con la reduccion de material de pared celular que conlleva la aplicacion de esta técnica.

El objetivo de este trabajo es examinar la influencia de la pared celular en la concentracién de taninos del vino, mediante la aplicacion
de la técnica de sangria tradicional y adaptaciones de la misma que tienden a modificar la concentracién y composicion de la pared
celular en la matriz del mosto.

MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

El ensayo fue realizado durante la vendimia 2017 con uvas cv. Bonarda, provenientes de un vifiedo ubicado en Nueva California, San
Martin, y uvas cv. Malbec, provenientes de una vifia de INTA localizada en Lujan de Cuyo, Mendoza, Argentina. Para el tratamiento
de sangria compensada con mosto de otra variedad (sangria con Red Globe) se procesaron uvas Red Globe, obtenidas de vifiedo
perteneciente a INTA Junin, Mendoza. Las caracteristicas de las uvas al momento de la cosecha se muestran en la tabla 1.

Se recolectaron dos kilos de las variedades bajo estudio, de los cuales se tomaron 50 bayas aleatoriamente y se prensaron para el analisis
del mosto. La acidez total fue medida por titulacion, los sélidos solubles fueron determinados con un refractometro digital Atago
(Japdn) y el pH fue analizado usando un peachimetro digital autocompensado Altronic TPX I. Para la obtencién de otros parametros
de interés de las uvas, las pieles y semillas de tres muestras de 10 bayas se separaron de la pulpa con un bisturi y se pesaron en una
balanza shimadzu auy220, para el volumen de la baya se utilizé el método del probeta.

Tabla 1 Caracteristicas fisico quimicas de uvas Bonarda y Malbec utilizadas en los tratamientos (+ desviacion estandar).

Variedad Bonarda Malbec
Sollc_ios solubles totales 2067+058 2373 +155
(°Brix)

pH 359 +£+0,03 359 +0,03
Ac@gztltulable (9/lac. 365 £+016 458+0,13
tartarico)

Peso medio baya (g) 2,32+0,09 1,59+ 0,23
Peso medio semilla(g) 0,12+0,01 0,08 + 0,02

Cantidad de 270£017 183+025
semillas/baya
Vol/baya (ml) 2,07+0,12 1,50+ 0,35

Vinificacion

Los vinos se elaboraron en la planta piloto del Centro de Estudios Enoldgicos de INTA Mendoza, siguiendo un protocolo de elaboracién
previamente establecido (18,19) que se describe brevemente a continuacion: las uvas se transportaron a la bodega donde se despalillaron,
molieron y bombearon a tanques fermentadores de acero inoxidable de 100 L. En los tanques se adiciond dioxido de azufre en una dosis
de 50 mg/L. La acidez titulable se ajust6 a 6 g/L con acido tartarico. Tras el encubado, se llevé a cabo los distintos tratamientos: sangria
tradicional, sangria con agua, sangria con red globe, transfusion y control descriptos en el apartado siguiente. Posteriormente a la
aplicacion de las tratamientos se inocularon levaduras comerciales (EC 1118; Lallemand Inc., Copenhagen, Dinamarca) en una dosis de
0,3 g/L. Dos dias después se co-inocularon bacterias lacticas (Oenococcus oeni) en una concentracion de 0,015 g/L. El tiempo de
maceracion para todos los tratamientos fue de 10 dias, concluida la fermentacion alcohdlica, se descubaron los tanques y se trasvaso el
vino a damajuanas de 20 L para continuar la fermentacion malolactica. Tras la fermentacion malolactica los vinos se ajustaron a 35
mg/L de SO libre y se realiz la estabilizacion tartarica por 50 dias a 5°C. Posteriormente, el vino se embotellé previo ajuste de SO;
molecular a 0,5 mg/L. Las botellas se conservaron en cava a 15°C hasta su andlisis.

Tratamientos enoldgicos

Los siguientes tratamientos se aplicaron por triplicado, por separado para la variedad Bonarda y Malbec. Todos los tratamientos de
sangria realizados consistieron en el drenaje del 16% en volumen de mosto de los tanques, dentro de las 2 horas después de la molienda,
previo a la fermentacion.

i) Control. No incluy6 sangria.

ii) Sangria tradicional: Se dren6é 16% en volumen del mosto de la unidad experimental previo a la fermentacion, con el objeto de
concentrar los sdlidos y reducir la cantidad potencia de "matriz" (mesocarpo, o pulpa), de modo de, potencialmente, aumentar la
retencion de taninos en el vino.
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iii) Transfusion: Se drend 16% en volumen del mosto de la unidad experimental previo a la fermentacion y a continuacion se llevd a
cabo la fermentacion del mosto sangrado en otro fermentador auxiliar en paralelo. Posteriormente, el vino terminado en el fermentador
auxiliar se afiadié al vino original en la misma proporcion que se extrajo del mosto. En este tratamiento se espera que parte de los
componentes de la pared celular precipiten antes de interactuar con los taninos por efecto del alcohol en el fermentador auxiliar, no
estando presentes en el vino terminado. Si esta hipdtesis es correcta, este tratamiento deberia presentar una mayor extraccion general de
taninos que el vino control, aun cuando el volumen de vino final de los tratamientos i y iii sera exactamente el mismo.

iv) Sangria compensada con agua. Se drend 16% en volumen del mosto de la unidad experimental previo a la fermentacién y a
continuacion se compensé el volumen de mosto drenado con igual volumen de agua destilada, acidificada. También se agreg6 azdcar al
agua de compensacion a fin de no modificar los grados brix del mosto original y por lo tanto tampoco el grado alcohdlico del vino
respecto a los otros tratamientos. El propdésito de este tratamiento es mantener el volumen de mosto estrictamente comparable con los
tratamientos i y iii, en tanto que favorecer una reduccién de la cantidad de pared celular de pulpa presente. Esto se lograra, como se
explicd mas arriba, mediante la sustitucion de 16% en volumen del mosto por un volumen equivalente de agua bi-destilada. Una
extraccion de taninos superior deberia registrarse en este tratamiento, en relacion con los tratamientos i y iii.

v) Sangria compensada con mosto de uva Red Globe: Se drené 16% en volumen del mosto de la unidad experimental previo a la
fermentacion y a continuacion el volumen sangrado se compensd con igual volumen de mosto sin fermentar de la variedad Red Globe.
Esta variedad se reconoce por producir vinos de muy baja concentracion de taninos a pesar de contar con niveles de taninos normales
en la materia prima, esto se asocia a una supuesta alta capacidad de interaccién con taninos de su pared celular, de ahi deriva su
introduccién en el tratamiento, el cual deberia dar menor retencidn de taninos en el vino.

Determinaciones analiticas

En los vinos se determinaron parametros analiticos generales (acidez titulable, pH y alcohol) mediante equipo analizador de vinos marca
FOSS.

Determinacién de taninos en vinos Bonarda y Malbec. Analisis por técnica de precipitacion de la proteina de Harbertson

La concentracion de taninos, antocianos y fenoles reactivos al hierro en vinos se determinaron por medio del método de la precipitacion
de la proteina (20,21)

Anélisis sensorial

Se llevé a cabo en el Centro de Estudios de Enologia de INTA Mendoza. Consisti6 en el analisis cuantitativo descriptivo de los vinos
experimentales después de 4 meses de almacenamiento en botella. A tal fin, se conformé un panel sensorial con dos sesiones semanales.
El andlisis se dividié en dos etapas. La primera, dedicada al analisis de la variedad Bonarda, para la cual se entrenaron 14 panelistas
durante 7 sesiones. La segunda, destinada a Malbec, en la cual 12 panelistas se entrenaron durante 5 sesiones. La evaluacién se concreto
en 6 sesiones para cada variedad, los panelistas utilizaron una escala lineal no estructurada de 0 a 10. Los resultados se recolectaron y
analizaron mediante el software Libresense.

Andlisis estadistico

Se realizo el anélisis de la varianza de una via para la composicién quimica de los vinos sobre la base de la variedad y el tratamiento.
En todos los casos se utilizd el test de Fisher LSD para la comparacién multiple de medias con un nivel de significancia de 5% para el
rechazo de la hipétesis nula. Ademas, los datos sensoriales fueron evaluados por medio del analisis de componentes principales usando
la matriz de correlacion sin rotacion. Los analisis estadisticos se realizaron empleando el software INFOSTAT (version 2012, Cérdoba,
Argentina) y el software R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis basicos en vinos experimentales

Los andlisis basicos de los vinos experimentales no presentaron diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada variedad, lo
cual indica que fue correctamente ajustada la acidez y la concentracion de azlcar (chaptalizacion) del mosto en la etapa inicial. De este
modo, se facilita el analisis comparativo de resultados entre tratamientos, ya que quedan excluidos los efectos del alcohol o la acidez
sobre la extraccion de taninos. Por otro lado, los vinos Bonarda y Malbec mostraron en promedio diferencias significativas entre si,
atribuida a la diferencia de sélidos solubles totales entre las uvas correspondientes. En la tabla 2 se puede observar las medias de los
cinco tratamientos para cada variedad para las caracteristicas alcohol, pH y acidez total titulable.

Tabla 2. Medias de alcohol, pH y acidez titulable de vinos Bonarda y Malbec producidos con cinco tratamientos enolégicos (£
desviacion estandar).

Acidez Total Titulable

Media Alcohol (%) pH (g/l ac. Tartarico)
Bonarda 11,33+ 0,33a 3,72+£0,05a 4,39+x050a
Malbec 13,63+0,25b 3,44+0,08b 3,62%0,30b
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001
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Influencia de los tratamientos sobre la composicion de los vinos de cada variedad

La tabla 3 muestra los resultados correspondientes a la concentracion de compuestos fenélicos generales. Se observd que solo en la
variedad Malbec el tratamiento de sangria tradicional modifico significativamente el contenido de antocianos y taninos del vino, dando
un aumento del 12% y 40% respectivamente en relacion al control. Una tendencia similar, a favor del tratamiento sangria tradicional,
se evidencid en la variedad Bonarda, pero sin apreciarse una diferencia estadisticamente significativa entre los vinos tratados. Estos
resultados coinciden con los de Zamora et al. (16) que al aplicar en el procesamiento de uvas Malbec de Francia la técnica de sangria al
20%uv/v alcanzé aumentos de antocianos de 6 a 13% y de taninos de 20 a 50% y también con los observados por Fanzone et al. (7) en
Malbec argentinos, quien aprecié un aumento significativo de fenoles totales y taninos totales al aplicar una sangria del 30 %v/v. Estos
resultados sugieren que la transferencia de los taninos al vino no esta limitada por su solubilidad ya que al retirar jugo se disuelven igual
0 maés taninos que en el tratamiento control. Algunos autores atribuyen el efecto incremental de taninos de la sangria al efecto de la
concentracion dada por el aumento de la relacién sélido: liquido (23). Sin embargo, en este trabajo el porcentaje de incremento de
taninos en la sangria tradicional supera al solo efecto de concentracién por reduccion de volumen en aproximadamente 20%. Esta Gltima
observacion podria explicarse considerando que se extrajo la misma cantidad de taninos que en el tratamiento control y que durante la
maceracion se produjo menor precipitacion de estos compuestos al interactuar con menor cantidad de pared celular. Otra alternativa
seria considerar que se produjo mayor extraccién de taninos como consecuencia de la precipitacion de taninos capturados por la pared
celular de la pulpa, el incremento en la diferencia de concentracion entre el mosto y la piel/semilla daria lugar a mayor difusion de
taninos por ley de Fick (24). Existen varios estudios que avalan la hipétesis de que los taninos precipitan enlazados a la pared celular de
la pulpa y se eliminan en el proceso junto con el orujo y las borras (13, 25, 26).

De acuerdo a los resultados de concentracién de taninos y antocianos de la sangria tradicional frente al control, observados en este
estudio, se considera que los antocianos en el vino no fueron afectados por la pared celular, ya que su aumento (en Malbec) se dio
conforme al efecto de la concentracion. Por otro lado, en el tratamiento sangria con agua se eliminé el factor de concentracién ya que
se mantuvo el volumen igual al del control y se observd un leve incremento en el nivel de taninos en el vino respecto al control, sin
embargo éste no fue estadisticamente significativo. En el tratamiento de transfusion el efecto de remocién de pared celular es similar al
caso anterior, debiendo conducir a mayor retencion de taninos y mayor concentracion en el vino (27), sin embargo los resultados de este
tratamiento no arrojaron diferencias significativas, ni tendencias uniformes entre variedades, respecto al control. Estos resultados podrian
deberse a que la cantidad de pared celular que se extrae con la sangria del 16% no es suficiente, por si sola, para producir un efecto
significativo en el nivel de taninos en el vino.

Por otro lado, el tratamiento sangria con Red Globe no mostrd una disminucién de la concentracién de taninos en el vino como se
esperaba. Es posible que la pared celular de Red Globe utilizada en este estudio tenga una capacidad de adsorcion de taninos similar a
la de Bonarda o Malbec. La composicion de las paredes celulares de las variedades utilizadas es importante en este punto ya que las
proteinas y polisacaridos que contienen se correlacionan positivamente con su capacidad de interaccion y precipitacion de taninos (9).
Ambas variedades han demostrado comportamientos semejantes ante los tratamientos, excepto para la transfusién. EI motivo por el cual
presentan diferente comportamiento las variedades Bonarda y Malbec para el tratamiento transfusion no se ha dilucidado adn. La baja
concentracion de taninos en los vinos Bonarda, muy préximas al umbral de deteccion del método de Harbertson, podria ser la razon por
la cual no se han encontrado diferencias significativas fenélicas entre los tratamientos para esta variedad.

Tabla 3. ANOVA de una via que muestra la separacion de medias de antocianos, taninos, fenoles reactivos al hierro, pigmentos
poliméricos pequefios (SPP) y largos (LPP) de vinos Bonarda y Malbec producidos con cinco tratamientos enolégicos (z desviacion
estandar).
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Antocianos (mg/L

Taninos (mg/L

Fenoles reactivos

Variedad/Tratamiento M-3-equi\_ﬁallentes cH al hierro(mg/L ~ SPP (AU) LPP (AU) TPP (AU)
de glucosido) CE
Bonarda
Control 260.29+1951a? 50.73+3.81ab 37543+ 68.29a 1.20+0.07a 020+0.07a 140+013a
Sangria tradicional 289.09+66.9a 99.89+3741c  44736+10824a 121+0.13a 0.33+006a 154+0.14a
Sangria con agua 256.32+52.08a 4223+1304a 3835+30.16a 115+009a 019+0.03a 134+0.09a
Sangria con Red Globe 258.87 +71.88a 46.21+288lab 42493+7921a 113+014a 020+015a 1.33+0.22a
Transfusion 287.29+3757a 849+1007bc  464.57+40.78a 126+011a 036+0.05a 162+015a
p-valor 0.8824 0.0341 0.4979 0.6409 0.0834 0.1463
Malbec
Control 480.59 +4.61 bc 156.49+3.39b  50557+47.24a 140+013a 043+0.05a 1.83+018a
Sangria tradicional 527.06+3791c 167.28+2313b  67253+8241a 139+0.10a 047+0.02a 185+012a
Sangria con agua 42494 +£577a 118.33+1326a 61239+54.61a 125+00la 039+0.05a 164+0.04a
Sangria con Red Globe 481.53+22.83bc  151.22+12.76b 561.25+143.78a 1.28+0.11a 045+0.04a 172+012a
Transfusion 47317+ 4854ab  1159+7.23a 47866+ 71.25a 128+0.10a 0.36+008a 1.64+0.04a
p-valor 0.0242° 0.0027 0.1128 0.2668 0.1514 0.1249
2 Analisis de la varianza para comparar datos: diferentes letras en una columna (dentro de una variedad) indica diferencias significativas para el test
de Fisher LSD a p <0,05.

b p-valores significativos (p<0,05) se muestran en negrita.

Evaluacion sensorial de los vinos

Los tratamientos examinados resultaron en vinos con caracteristicas sensoriales significativamente diferentes. En la variedad Bonarda,
los tratamientos no arrojaron diferencias significativas para la astringencia, sin embargo los vinos tratados se diferenciaron
significativamente del control, dando menores niveles de aroma a reducido, hongo, herbaceo y esparrago cocido. El tratamiento sangria
con Red Globe se caracterizd por presentar aroma a acido acético, producto de variables microbioldgicas incontrolables de la uva y el
proceso. Los tratamientos sangria tradicional y sangria con agua se diferenciaron significativamente del control por su mayor intensidad
de color, matiz violeta y aroma a vainilla (figura 1).
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Figura 1. Anélisis de componentes principales de los datos sensoriales descriptivos de los vinos Bonarda procesados con cinco
tratamientos enologicos

2,50 5,00

Como resultado de la evaluacién de los vinos Malbec (figura 2), los vinos tratados con sangria tradicional fueron significativamente
mas astringentes frente a otros tratamientos, sin embargo la diferencia en astringencia no resultd estadisticamente significativa frente
al control. El tratamiento sangria tradicional dio significativamente mayor aroma a madera y una tendencia no significativa a tener
mayor intensidad de color que el resto de los tratamientos. En el andlisis de componentes principales (ACP) se puede ver que el
tratamiento transfusion se diferencio por su aroma floral, posiblemente contribuyo a este atributo que en este tratamiento parte del mosto
se fermentd por separado a la temperatura de 16°C, como un vino blanco. Cabe aclarar que la sangria con Red Globe en Malbec no
presentd semejanzas en el perfil sensorial con el de la variedad Bonarda tratado idénticamente.

En el ACP de ambas variedades se observa una tendencia de mayor astringencia en los vinos con sangria tradicional. Sin embargo, la
imposibilidad de diferenciar significativamente los vinos respecto al control por su astringencia podria explicarse por la baja

Ministerio de Agroindustria

g Presidencia de la Nacién

INTA

Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria




PROYECTO ESPEC[F!CO
Estrategias para la diferenciacion de alimentos y el desarrollo de nuevos productos alimentarios.

PROYECTO INTEGRADOR Optimizacion de calidad integral y otras estrategias de agregado de valor.

concentracion de taninos que contenian todos los vinos experimentales y estar también relacionada con las pequefias diferencias en
concentracion de taninos que se observaron entre los vinos experimentales de cada variedad.
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Figura 2. Analisis de componentes principales de los datos sensoriales descriptivos de los vinos Malbec procesados con cinco
tratamientos enologicos.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo pueden tener importantes implicancias para la vinificacion. El tratamiento sangria tradicional puede ser
una técnica Util cuando se requiere aumentar la concentracién de antocianos y taninos de vinos de la variedad Malbec argentinos. Sin
embargo, se requiere mayor investigacién en el tema para poder extrapolar estos resultados a Malbec de otras zonas geografica o a otras
variedades de uva. De acuerdo a los resultados sensoriales en Bonarda y Malbec esta técnica influye positivamente en la calidad del
vino, sin embargo sus efectos estan sujetos a caracteristicas propias de la uva a vinificar. Los resultados de este estudio en el tratamiento
sangria tradicional sugieren la influencia de la pared celular en la definicion de la concentracion de taninos en el vino. En estudios
futuros se sugiere profundizar en el rol de la pared celular en la extraccion de taninos que subyace a cada tratamiento, en este sentido
posiblemente niveles de sangria méas altos sean necesarios para acusar mayores diferencias en los resultados. Otra area a explorar en
préximos estudios es la influencia de la composicion de la uva y de la matriz de partida de cada tratamiento enol6gico aplicado en la
capacidad de interaccidon de la pared celular con los taninos.
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RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron estudiar el contenido de B-caroteno en dos cultivares de batata de pulpa naranja, Beauregard
y Colorado INTA; evaluar su variacién durante la conservacion y determinar el porcentaje retenido luego de procesado como dulce. Se
analizo ademas, si existia correlacion entre el contenido de B-14 caroteno y el color de la pulpa. El contenido de B-caroteno se determiné
espectrofotométricamente y la evaluacién del color se realizd por colorimetria segun el sistema CIELab. Al momento de la cosecha, las
batatas del cultivar Colorado INTA contenian un 27% mas de B-caroteno que las del Beauregard. Luego de la conservacion, la variacion
en ambos fue leve aunque significativa (p<0,05). Al analizar la correlacion entre las variables de color L*, a*, b* y C* con el contenido
de B-caroteno se observo que la mejor correlacion se logré con la coordenada a* pudiéndose atribuir esto a la mayor incidencia del -
caroteno en el componente rojo del color de la pulpa. La pérdida de B-caroteno en la elaboracion de los dulces fue muy elevada y similar
en ambos cultivares.

Palabras clave: Ipomea L. batata, Beauregard; Colorado INTA, provitamina A

ABSTRACT

The objectives of this study were to study the content of -carotene in two sweet potato cultivars with orange pulp, Beauregard and
Colorado INTA,; evaluate its variation during storage and determine the percentage retained after processing as creamed sweetpotato.
The correlation between B-carotene and the color of the pulp was also analyzed. The B-carotene content was determined
spectrophotometrically and the evaluation of color was performed by colorimetry according to the CIELab system. After harvest, -
carotene content in the Colorado INTA cultivar was 27% higher than in Beauregard. After 90 days storage, variation in both of them
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was slight but significant (p<0.05). When the correlation between variables L*, a*, b* and C* and B-carotene content was analyzed the
best correlation was observed with the coordinate a*, which was attributed to the influence of B-carotene in the red component of the
pulp color. The 41 loss of B-carotene during the processing of creamed sweetpotato was very high and similar for both cultivars.

Keywords: Ipomea L. sweetpotato; Beauregard; Colorado INTA; provitamin A

INTRODUCCION

La raiz de batata es rica en fibra dietaria, minerales, vitaminas y compuestos con actividad antioxidante, como &cidos fenodlicos,
antocianinas, tocoferoles y p-caroteno (1). Ademas de actuar como antioxidantes, los carotenoides y compuestos fenélicos, proveen a
las batatas de colores distintivos a la pulpa (crema, amarillo profundo, naranja y parpura). Los cultivares (cvs) de pulpa amarilla y
naranja son ricos en carotenoides, de los cuales el B-caroteno es el mas abundante (2, 3). Este Gltimo es considerado un precursor de la
vitamina A (retinol) debido a que luego de ser absorbido en el organismo humano se convierte en esta vitamina. EI consumo de este tipo
de vegetales puede jugar un papel clave como paliativo de la deficiencia de vitamina A. Su biodisponibilidad en las batatas de pulpa
color naranja es superior a la de zanahoria y vegetales de hojas verdes (4). Debido a que la batata es un cultivo sensible al frio se cultiva
durante la estacién templada. Para disponer de batatas durante todo el afio, una vez cosechadas, éstas pueden ser almacenadas bajo
condiciones controladas (13 °C £ 2 °C — 90% Humedad relativa) por 6-10 meses. Durante la conservacion, las raices sufren cambios
en el metabolismo que afectan su composicion (5, 6). Ademas, el contenido de B-caroteno en las batatas varia con el cultivar, la edad
de la raiz, el clima y las practicas agronémicas (7, 8). La dulzura natural de muchas variedades de batata posibilita la preservacién de
las raices por la adicion de azlcar para obtener una variedad de productos confitados, como caramelos, mermeladas y dulces, que son
especialmente populares en América Latina y particularmente en Argentina. Sin embargo, durante el tratamiento térmico el contenido
68 de provitamina A puede disminuir debido a su degradacion (9, 10). Actualmente, se busca desarrollar cultivares de pulpa naranja
debido a que en algunos paises los consumidores prefieren estos colores de pulpa y, como se menciond anteriormente, suelen tener
mayores niveles de carotenos. La obtencion de estos cultivares puede constituir una herramienta que le permita al productor diferenciar
el producto, captar el creciente segmento de consumidores interesados en alimentos saludables, y asi aumentar el consumo. En los
Gltimos afios, la Estacidn experimental Agropecuaria (EEA) del INTA (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria) de San Pedro
(Buenos Aires, Argentina) ha realizado trabajos de investigacién con dos cultivares poco difundidos en la Argentina para su
incorporacion al mercado: Colorado INTA: desarrollada por la EEA San Pedro y Beauregard, por ser el cultivar mas utilizado en
EE.UU. En la zona, se ha destacado por su precocidad y rendimiento.

Los objetivos del presente trabajo fueron estudiar el contenido de B-caroteno en los cultivares de batata de pulpa naranja, Beauregard
y Colorado INTA; evaluar su variacién durante la conservacion y determinar el porcentaje retenido luego de procesado como dulce. Se
analizo ademas, si existia correlacion entre el contenido de B-caroteno y el color de la pulpa.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las muestras

Se utilizaron muestras de los cvs Beauregard y Colorado INTA, de pulpa naranja cultivados en idénticas condiciones. Se tomaron, al
azar, 10 batatas por cultivar al momento de la cosecha y luego de 90 dias de almacenamiento en cdmara a 13 + 2 °C. Cada muestra se
formé utilizando un cuarto de cada una de ellas. A fin de comparar los valores obtenidos en los cv mencionados recién cosechados con
los de otros cv de pulpa amarilla, se analizaron, Morada INTA y Arapey al momento de la cosecha.

Preparacion del dulce

La pulpa de las batatas se cociné al vapor durante 28 minutos a 94,5 °C en cacerola doméstica. Al finalizar la coccion se la tritur6 hasta
obtener un puré 95 cremoso. Para elaborar el dulce se procedid a pesar 100g de puré con 70g azUcar blanca, se mezcl6 hasta homogenizar
y se calentd 2 minutos en microondas. Luego se adicionaron 2g de agar-agar disueltos en 50 ml de agua, se homogeniz6 y calenté
nuevamente 1 minuto en microondas. Se refriger6 hasta gelificacion y se almacend a -99 20 °C hasta su analisis.

Determinacién de humedad

Se determind seguin el método AOAC: 920.151 (11) por secado en estufa de vacio (100 mmHg) a 70 °C hasta peso constante.

Color: El color se determiné por triplicado con un colorimetro marca Minolta modelo CR-400 (Minolta Co. Ltd., Osaka, Jap6n). A
partir de las coordenadas L* (luminosidad), a* (componente rojo-verde) y b* (componente amarillo-azul) se calculd el pardmetro C*
(Chroma, saturacion). C* = [(Aa*)2 + (Ab*)2]1/2.

Determinacion de p-caroteno:

Se pesaron aprox. 0,3g para el tejido liofilizado y 5g para dulce y se analizaron segun el método Rodriguez-Amaya y Kimura (12) con
algunas modificaciones. Las absorbancias se midieron a 450 nm en un espectrofotometro UV/Vis HP 8453 (Hewlett Packard, Estados
Unidos). La curva estandar se realizo 110 utilizando concentraciones de -caroteno, de 93% de pureza (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).
Los resultados se expresaron como mg [3-caroteno por g base seca (bs) de batata y su equivalente en pg retinol/g bs. Los extractos se
realizaron por triplicado.

Andlisis estadisticos

Los datos experimentales se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa Statgraphics Plus (5.1).

RESULTADOS Y DISCUSION
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En la tabla 1 figuran los contenidos de B-caroteno, al momento de la cosecha, para los cultivares Beauregard, Colorado INTA, Arapey
y Morada INTA expresados en pug B- caroteno/g bs y su equivalente en retinol. Las batatas del cv Colorado INTA presentaron un 27%
mas de B-caroteno que las del cv Beauregard. Ambos cultivares de pulpa naranja presentaron contenidos un orden superior a los de
pulpa amarilla, Arapey y Morada INTA. Teow y col. (13) analizaron cultivares de batata de distinto color de pulpa y encontraron
valores similares a los del presente trabajo tanto para los cultivares de pulpa naranja como para los de pulpa amarilla. De acuerdo a la
Junta de Alimentacion y Nutricion del Instituto de Medicina del Departamento de Agricultura de Estados Unidos, la dosis diaria
recomendada de vitamina A (ug/dia) para nifios en edad pre-escolar es de 400 pg RAE/dia; por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en este trabajo, 10g bs de batata/dia (equivalentes a 50g batata fresca/dia) tanto del cv Beauregard como de Colorado INTA,
cubririan la dosis diaria recomendada. Esta cifra corresponde a un peso menor al de una unidad de batata, lo que sefiala la riqueza de
este producto como fuente de provitamina A. Cabe destacar que este valor calculado es considerablemente menor que la cantidad
necesaria para cubrir la dosis diaria de 125g de batata fresca/dia reportada por el Centro Internacional de la Papa (14) para los cultivares
de pulpa naranja. Este calculo probablemente considere un cierto margen de seguridad, teniendo en cuenta que el contenido de -
caroteno puede variar ampliamente de acuerdo a diversos factores, como se ha sefialado anteriormente.

Tabla 1. Contenido de B-caroteno de 4 cultivares de batata expresados en pg B-caroteno/g bs y su equivalente en g retinol/g bs.

Cultivar ug p-caroteno/g bs Vitamina A
ug RAE* /g bs
Beauregard 560 + 8 46,7+£0,7
Colorado INTA 712 18 59,3+15
Arapey 46,6 +0,2 3,88+0,18
Morada INTA 46,9 +0,3 3,91+0,02

Cada valor es el promedio de tres repeticiones + la Desviacion Estandar de los resultados obtenidos.
*RAE (equivalentes de actividad de retinol): 12 pg B-caroteno: 1 ug retinol: 1 pg RAE (15).

En la Fig. 1 se observan las variaciones en el contenido de B-caroteno para los cultivares Beauregard y Colorado INTA luego de 90 dias
de almacenamiento en cdmara a 13 °C. Los contenidos de B-caroteno variaron significativamente (p<0,05) para ambos cultivares aunque
los cambios fueron leves. En el cultivar Beauregard se incrementd un 15%, y en el cultivar Colorado INTA disminuyd un 14%. Esto

coincide con lo expuesto por Stathers y col. (16), quienes manifestaron que el almacenamiento de las batatas frescas afecta levemente
el contenido de B-caroteno.

Contenido de pg-caroteno durante el
almacenamiento
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Figura 1. Variacion de B-caroteno durante el almacenamiento en dos cultivares de batata, Beauregard y Colorado INTA
expresados en pg B-caroteno/g bs.

En la Tabla 2 figuran las variables de color L*, a*, b* y C* de los cuatro cultivares evaluados al momento de cosecha y luego de 90 dias
de almacenamiento, para Beauregard y Colorado INTA. Al analizar la correlacion entre las variables de color arriba mencionadas y el
contenido de B-caroteno se observé que a*, b* y C* correlacionaron positivamente (Fig. 2). L* presentd una correlacion baja por lo
tanto no se muestra en la figura. De acuerdo a los valores de los coeficientes de determinacion (R2) obtenidos, se evidencia que la mejor
correlacion se logré con la coordenada a* (rojo-verde) pudiéndose atribuir esto a la mayor incidencia del B-caroteno en el componente
rojo del color de la pulpa. Estos resultados coinciden con estudios previos (17, 18) en los que se reportaron altos (R2) para las
correlaciones de las variables a* y b* con el contenido de B-caroteno en cvs de pulpa naranja y amarilla. Los dulces elaborados con
pulpa del cv Colorado INTA presentaron mayor contenido de fB-caroteno (110 pg B-caroteno/g batata bs) que los del cv Beauregard (93
ug B- caroteno/g batata bs), con diferencias significativas entre ellos. Al comparar el contenido de p-caroteno retenido en los dulces con
los valores de este compuesto en las batatas frescas, se observo que su disminucion fue similar y considerablemente elevada para ambos
cultivares (17% para los dulces elaborados con el cv Beauregard y 15% para los del cv Colorado INTA), conservandose las diferencias
observadas en las batatas frescas. Una porcién de 100g de este producto s6lo cubriria el 3% de la dosis diaria recomendada de vitamina
A para nifios en edad preescolar.

Tabla 2.Variables de color, L*, a*, b* y C* de la pulpa de 4 cultivares de batata al momento de la cosecha.

Cultivar Tiempo (dias) L* a* b* c*
Colorado INTA 0 729+23 224+13 440 +13 495+29
Beauregard 0 723+14 229+11 482+11 533+22
Arapey 0 838+0,7 68 +14 344x11 351+13
Morada INTA 0 855+05 3407 33706 339+23
Colorado INTA 90 714+26 222 +15 462+15 513%5]1
Beauregard 90 726+16 218 +13 476+13 524+23

Cada valor es el promedio de tres repeticiones + la Desviacion Estandar de los resultados obtenidos
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Figura 2. Correlacion entre las variables de color a*, b* y C*
y el contenido de B-caroteno en las muestras de batata frescas.

CONCLUSIONES
Las batatas de pulpa naranja analizadas pueden considerarse una excelente fuente de provitamina A, tanto en los cvs recién cosechados
como luego de su almacenamiento en cdmara. Sin embargo, los dulces pierden la mayor parte de este nutriente durante su procesamiento.
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LA PRESENCIA DE BACTERIAS LACTICAS COMO UN AGREGADO DE VALOR EN GRANOS
ANDINQOS
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RESUMEN

Los Granos Andinos (GA) son plantas dicotiledoneas, que constituyern el componente principal de la dieta de las civilizaciones Andinas.
Recientemente, el grano gluten-free (GF) de quinoa (Chenopodium quinoa) ha atraido la atencién como alimento en todo el mundo
debido a su alto valor nutricional. La FAO declar6 que "la quinoa tiene el equilibrio de las proteinas y nutrientes mas cercanos al alimento
ideal para el ser humano". En este estudio, se investigo la presencia de bacterias lacticas (BL) en ocho variedades diferentes de semillas
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de quinoa del noroeste de Argentina (region Quebrada de Humahuaca, Jujuy). Los recuentos de BL después de un pre-enriquecimiento
en caldo MRS estuvieron en el rango de 10-107 ufc/g. Un total de 233 colonias bacterianas fueron aisladas y analizadas por RAPD para
evaluar la diversidad microbiana entre los aislados de BL. Se observé un polimorfismo considerable entre las cepas aisladas detectandose
mas de 50 perfiles de RAPD diferentes. La identificacion taxonémicas se logré mediante el uso de PCR especie-especifica y
secuenciamiento del gen ARN ribosomal 16S. Las principales especies de BL identificadas fueron Enterococcus mundtii, Enterococcus
hirae, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc lactis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus casei / paracasei, Lactobacillus plantarum
y Lactobacillus reuteri. Este estudio proporcioné informacion sobre un reservorio microbiano hasta ahora poco explorado que pueden
convertirse en una potencial fuente de nuevos cultivos iniciales funcionales para mejorar la calidad nutricional y funcional de los
alimentos derivados de granos Andinos.

Palabras clave: Bacterias Lacticas, RAPD, Quinoa, 16S

ABSTRACT

The Andean crops are dicotyledonous plants, constituting centerpieces of Andean civilizations ‘diet. Recently, quinoa (Chenopodium
quinoa) gluten-free grain have attracted attention as food worldwide due to their high nutritional value. The FAO declared that “the
guinoa has the balance of protein and nutrient closes to the ideal food for human”. In this study the presence of lactic acid bacteria
(LAB) species was investigated in eight different varieties of quinoa seeds from Northwestern Argentina (Quebrada de Humahuaca,
Jujuy). LAB counts after pre-enrichment in MRS were in the range of 105-107 cfu/g. A total of 233 isolated from quinoa seeds were
analyzed by RAPD to assess the microbial diversity among LAB isolates. A considerable polymorphism among the strains isolated was
observed being detected more than 50 different RAPD profile. The taxonomic identities were achieved by means of species-specific
PCR and 16S RNA ribosomal sequences. The main LAB species identified were Enterococcus mundtii, Enterococcus hirae,
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc lactis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus casei/paracasei, Lactobacillus plantarum and
Lactobacillus reuteri. The results of this study provide valuable information of an unknown microbial reservoir still not exploited which
can be a potential source of new functional starter cultures to improve nutritional and functional quality of Andean grains derived foods.

Keywords: Lactic Bacteria, RAPD, Quinoa, 16S.

INTRODUCCION

En las regiones Andinas se originaron y domesticaron un gran nimero de especies vegetales; entre ellas la quinoa (Chenopodium quinoa
Willd) que constituy6 el grano principal en la alimentacién de los Incas. Debido a su gran variabilidad genética, se adapta a diversos
habitats agroclimaticos y condiciones edéaficas desde Colombia hasta el sur de Chile, desde el nivel del mar (costa chilena) hasta méas de
4000 m. Este ancestral grano Andino ha atraido la atencion debido a la calidad y el valor nutricional de sus proteinas (15-17%), como
una importante fuente de amino4cidos que estan limitados en harinas de cereales tradicionales y el equilibrio excepcional entre aceite,
proteinay grasa (1, 2). Ademas, la quinoa posee la caracteristica de ser libre de gluten (GF) siendo una alternativa valiosa en la actualidad
debido al creciente aumento de personas que padecen intolerancia al gluten (3). Por lo tanto, hay un mercado emergente para nuevos
productos alimenticios fabricados con granos GF. Sin embargo, el uso de harina de quinoa por ejemplo en panificacién, todavia es
limitado debido a la baja calidad de leudado y sensorial de los productos finales, siendo necesario aplicar estrategias como la
fermentacion para mejorar ambas caracteristicas (4). La fermentacion de la masa en productos de panificacién ha demostrado ser
estrategia valiosa para mejorar la textura, palatabilidad, aroma, vida Util y valor nutritivo del pan tradicional. Por lo tanto, el uso de masa
fermentada en ingles “Sourdough” en la panificacion GF puede ser la nueva frontera para mejorar la calidad, la seguridad y la
aceptabilidad de productos de panificacion GF (5). La masa fermentada representa un ecosistema natural en el que las actividades de
fermentacion de las bacterias lacticas (BL) y las levaduras determinan en gran medida las caracteristicas tipicas de los productos de
panificacion resultantes (6). La composicion microbiana de las masas fermentadas maduras de varios paises europeos, que usan harinas
de cereal convencional, han sido ampliamente investigado durante los Gltimos afios, revelando una gran diversidad de BL (7), mientras
que la fermentacion de harinas GF ha sido menos explorado (8, 9, 10). A pesar del creciente interés en los granos Andinos y harinas GF,
existe poca informacién disponible con respecto a la microbiologia del grano Andino. El establecimiento y la estabilidad de un consorcio
de microorganismos en masas fermentadas dependen de las comunidades microbianas y composicion quimica de las materias primas,
asi como las interacciones entre microorganismos y parametros de fermentacion tales como temperatura, indculo, rendimiento de la
masa y tiempo de fermentacion (11, 12, 13).

El objetivo de este estudio fue aislar y caracterizar taxonémicamente las LB presentes en semillas de quinoa provenientes del Norte
Argentino, con el proposito se seleccionar futuros cultivos iniciadores provenientes de la microbiota autdctona, con potencial aplicacion
para la ebaboracién de masas fermentadas con harinas de Granos Andinos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se analizaron diferentes variedades de semillas de quinoa: Inca Pirce (Q1), Chilena (Q2), Real Hornillo (Q3), Puno (Q4, Roja Pandela
(Q5), Narifio Pesto (Q6), Cica Hornillos (Q7), A26 (Q8), que fueron gentilmente cedidas por INTA de Hornillos, JujuyArgentina.
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Aislamiento de Bacterias Lacticas

Se realiz6 un enriquecimiento a partir de 25 g de semillas de las diferentes variedades de quinoa en 175 ml de MRS (14) caldo con
cycloheximida durante durante 24 h, a 30 °C y luego se plaquearon diluciones seriales sobre MRS agar pH 5.5 y se incubaron en
condicién de anaerobiosis. Se procedié primero al recuento para estimar la carga bacterica y luego se aislaron de 10 a 20 colonias de
diferentes placas correspondientes a las diluciones mas altas. Todos los plaqueos de relizaron por triplicado.

Andlisis Molecular

A los efectos de evaluar la biodiversidad entre los aislamientos, se recurrié al método de RAPD-PCR empleando ADN obtenido
directamente a partir de colonias mediante un técnica rapida de extraccion de acidos nucleicos llamada microlisis (kit de microLysisTM,
de Labogen, Reino Unido). Las diferentes cepas se hicieron crecer en se medio MRS agar y se incubaron a 37 °C C durante 24-48hs.
Las reacciones de RADP-PCR se llevaron a cabo siguiendo el protocolo descripto por Fontana y col., (15). Los perfiles de RAPD
obtenidos de los aislamientos fueron digitalizados mediante un programa informatico “Gel Compare” a los efectos de obtener un
“cluster” analisis.

Identificacion Taxondmica de los aislamientos

Los aislamientos fueron preliminarmente caracterizados mediante observacion microscopica, reaccion de Gram y catalasa.
Posteriormente se procedio a la identificacion a nivel taxonémico mediante técnicas moleculares tales como reacciones de PCR especie-
especifica y amplifcacién y secuenciamiento de gen de ARN ribosomal 16S. Los cebadores especificos usados en reacciones de PCR se
describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Cebadores usados en reacciones de PCR en este estudio.

Blanco Nombre del | Secuencia (5°-3°) Producto Referencia Bibliografica
cebador amplificado (pb)
16S rRNA P1 GCGGCGTCGCTA ATACATGC 650 Klijny col., (1991)(16)
P4 ATCTACGCATTTCACCGCTAC
Lactobacillus Y2 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 290 Ward y Timmins (1999) (17)
paracasei Para CACCGAGATTCAACATGG
Lactobacillus sakei 16s GCTGGATCACCTCCTTTC 235 Berthier y Ehrlich (1998) (18)
Ls ATGAAACTATTAAATTGGTAC
Lactobacillus 16s GCTGGATCACCTCCTTTC 235 Berthier y Ehrlich (1998) (18)
curvatus Lc TTGGTACTATTTAATTCTTAG
Lactobacillus Pl1 AATTGAGGCAGCTGGCCA 250 Quere, Deschamps y Urdaci
plantarum PI2 GATTACGGAGTCCAAGC (1997) (19)
Leuconostoc lactis Llac-f AGGCGGCTTACTGGACAAC 742 Lee y col., (2000) (20)
Llac-r CTTAGACGGCTCCTTCCAT
Leuconostoc Lmes-f AACTTAGTGTCGCATGAC 1150 Lee y col., (2000) (20)
mesenteroides Lmes-r AGTCGAGTTACAGACTACAA
Enterococcus sp ENT1 TACTGACAAACCATTCATGATG 120 Danbing y col., (1999) (21)
' ENT2 AACTTCGTCACCAACGCGAA

RESULTADOS Y DISCUSION

El alto valor nutricional de las semillas de quinoa se debe principalmente al alto contenido de proteinas y a la amplia gama de minerales
y vitaminas (22). Las proteinas de la semilla son ricas en aminoacidos como lisina, treonina y metionina que son deficientes en cereales.
La semilla se usa para elaborar diferentes productos alimenticios, como panes, galletas, galletas, crepes, magdalenas, panqueques y
tortillas. Méas recientemente, se ha prestado atencion a la quinoa para las personas con enfermedad celiaca (alergia al gluten), como
alternativa a los cereales trigo, centeno y cebada, que contienen gluten (23). Las BL constituyen una excelente alternativa para
“biotransformar” agregando funcionalidad a diversas materias primas; por ejemplo la hidrélisis de proteinas en cereales libres de gluten
por accion de las BL promueve su crecimiento y actividad metabolica conduciendo a la liberacion de &cidos organicos, pequefios
péptidos y aminodacidos (24, 25), influyendo en la calidad sensorial y funcional del producto fermentado. Estudios recientes sefialan la
acumulacion de metabolitos como acido y-aminobutirico y péptidos con actividad bioldgica (antihipertensiva, antioxidante, fijadores de
minerales y otros) por accion de peptidasas intracelulares de BL sobre estas harinas proteicas (26, 24). Estos compuestos bioactivos en
concentraciones activas fueron exitosamente incorporados a productos panificados mediante el bio-enriquecimiento producido por las
BL durante la fermentacion (27, 28).

En este estudio se aislaron un total de 233 colonias presuntas BL provenientes de las diferentes semillas de Quinoa: 38 de semilla Inca
Pirce (Q1), 24 de la Chilena (Q2), 29 de la Real Hornillo (Q3), 17 de la Puno (Q4), 30 de la Roja Pandela (Q5), 21 de la Narifio Pesto
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(Q6), 22 de la Cica Hornillo (Q7), 30 de la A26 (Q8). La identificacion fenotipica revel6 la presencia de 60 cepas con forma bacilar y
173 cocos, Gram positivos y catalasas negativas entre las bacterias aisladas.

El analisis mediante reacciones de RAPD-PCR permitio evaluar la biodiverdad entre los aislamientos de BL presentes en cada variedad
de semillas. Los perfiles de RAPD se normalizaron y se realizd un analisis comparativo de los mismos con el software GelCompare. El
coeficiente Dice se usd para calcular las similitudes en los patrones RAPD, y los dendrogramas se obtuvieron por el método del grupo
de pares no ponderados con promedios aritméticos.

Las figuras 1 A y B muestra los perfiles de RAPD obtenidos y el dendograma obtenido a partir de los mismos, respectivamente,
realizados sobre los aislamientos provenientes de Quinoa Chilena (Q2), Roja Pandela (Q5), Real Hornillo (Q3).
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Figura 1. Perfiles de RAPD obtenidos (A) y andlisis comparativo (B) entre cepas de Bacterias Lacticas aisladas de semillas de Quinoa
Chilena (Q2), Roja Pandela (Q5), Real Hornillo (Q3).

Las figuras 2 A y B muetras la diversidad genetica entre las cepas de BL de semillas de Quinoa Puno (Q4) y Cica Hornillo (Q7). Del
analisis comparativo se pudo determinar la formacién de clusters que agrupan las cepas por su origen indicando la presencia de biotipos
especificos de BL para cada variedad de semilla.
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Figura 2. Perfiles de RAPD obtenidos (A) y andlisis comparativo (B) entre cepas de Bacterias Lacticas aisladas de semillas de Quinoa
Puno (Q4) y Cica Hornillo (Q7).

La identificacién taxondémica revelé como principales especies BL presentes en las semillas: Enterococcus faecium, E. mundtii y E.
hirae; Leuconostoc mesenteroides y Lc. Lactis; Lactobacillus curvatus, L. casei / paracasei y L. reuteri.

La Tabla 2 muestras como estas especies estan distribuidas y su abundancia en realcion al la variedad de semilla analizada. Las mismas
especies de BL fueron aisladas y caracterizadas a partir de “sourdoughs” fermentado espontaneamente a partir de harinas de quinoa de
2 diferentes variedades comerciales (9) indicando la materia prima como el origen de las mismas.

Tabla 2. Distribucién de las principales especies de Bacterias Lacticas identificadas en las semillas de Quinoa

Inca Real Roja Narifio Cica

Pirce Chilena  Hornillo Puno Pandela Pesto Hornillo A26
BL identificadas Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8
L. plantarum 9
L. casei/paracasei 10
L. reuteri 3 8
L. sakei 15 9
L. curvatus 14
Lc. mesenteroides 5 23
Lc. lactis 7 11 2
E. durans
E. feacalis 8
E. faecium 4 12
E. mundtti 16 3 14
E. hirae 16
Others 9 6 1 7
Total 38 24 29 18 30 21 22 30

CONCLUSION

La variabilidad genética de la quinoa es enorme, y los cultivares se adaptan al crecimiento desde climas frios y montafiosos a condiciones
subtropicales, lo que hace posible imaginar el gran reservorio de microorganimos de interées tecnologico presente en estas materias
primas. Sin embargo para profundizar en una caracterizaciéon funcional/metabdlica de las BL resulta imprescindible una correcta
identificacion de las mismas a nivel taxonémico.

Los resultados de este trabajo apuntan a crear una coleccion de cepas de BL a fin de seleccionar aquellas con las mejores propiedades
para ser aplicadas como “Biotransfromadoras” en productos novedosos a partir de Granos Andinos.
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MEJORA EN LA CALIDAD NUTRICIONAL DE PANES A BASE DE HARINA DE TRIGO
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RESUMEN

El pan es un alimento de consumo masivo que puede mejorarse nutricionalmente mediante el agregado de distintos ingredientes. Los
objetivos planteados fueron: evaluar la capacidad de algunos materiales de trigo pan (Triticum aestivum L.) para la elaboracion de panes
de buena calidad con el agregado de distintas proporciones (10 y 20%) de harina de quinua (Chenopodium quinoa Willd.), de amaranto
(Amaranthus caudatus L.) y salvado de trigo; caracterizar quimicamente las harinas puras y sus mezclas; determinar cudl es el tipo y
grado de sustitucién que produce los panes con mejores caracteristicas industriales y; determinar su grado de aceptacion. Panes con
100% harina de trigo fueron los testigos. Todas las harinas sustituidas fueron panificadas. Las harinas puras y sus mezclas se
caracterizaron quimicamente, y los panes industrial y sensorialmente. La calidad industrial de la harina base determino la capacidad de
tolerar sustituciones. Todas las mezclas al 20% produjeron aumentos en: proteina, grasa, ceniza y fibra dietaria total. Las sustituciones
con harina de quinua y salvado produjeron una mejora en la relacion m-6/®-3. Las harinas con quinua, mostraron aumento en todos los
aminoacidos esenciales, excepto Metionina y Triptéfano. El analisis sensorial mostré una mayor aceptacion de los panes con 10% de
harina de amaranto.

Palabras clave: amaranto, quinua, salvado de trigo, trigo, panes

ABSTRACT

Bread is a wordlwide food that can nutritionally be improved by adding different ingredients. The aims of this study were to assess the
ability of some wheat’s genotypes (Triticum aestivum L.) to obtain good quality breads with the addition of different rate percentages
(10 and 20%) of quinoa flour (Chenopodium quinoa Willd.), amaranth flour (Amaranthus caudatus L.) and wheat bran; distinguish
chemically pure flour and it’s blends; establish types and degrees of substitution that produce breads with better industrial characteristics
and; determine consumers degree of acceptance. Breads with 100% wheat flour were use as control sample. All flours substituted were
bread making. The pure flours, their mixtures and breads were characterized chemically, sensorially and industrially. Industrial base
quality flour determined the ability to tolerate substitutions. All twenty percent’s blends increased: protein, fat, ash and total dietary
fiber. Substitutions with quinoa flour and wheat bran improved ©-6/w-3 ratio. Quinoa flour increased all essential amino acids, except
Methionine and Tryptophan. Sensory analysis showed greatest acceptance of the loaves with 10% of amaranth flour.

Keywords: amaranth, quinoa, wheat bran, wheat, breads

INTRODUCCION

En Argentina, el consumo de harina asciende a 94,8 kg/hab/afio y el 73% de la molienda total de trigo se destina a la elaboracion de pan
y otros productos levados (1). Tanto la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentaciéon (FAO) como la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), califican a la quinua y al amaranto como alimentos Unicos por su altisimo valor nutricional
ya que pueden sustituir las proteinas de origen animal, debido a que contienen un balance de proteinas y nutrientes mas cercano al ideal
para el ser humano que cualquier otro alimento (2). Las actuales guias de nutricion enfatizan la incorporacién de granos enteros a la
dieta para mejorar la calidad de vida, mantener la salud y prevenir la mala alimentacion, obesidad, diabetes, enfermedades
cardiovasculares y coronarias, algunos tipos de cancer, entre otros. (3). Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) evaluar la capacidad
de algunos materiales (variedades y lineas experimentales) de trigo pan para la elaboracidn de panes de buena calidad con el agregado
de distintas proporciones (10 y 20%) de harina de quinua, harina de amaranto y salvado de trigo; 2) caracterizar quimicamente harinas
de trigo, quinua, amaranto, salvado de trigo y sus mezclas; 3) determinar cual es la proporcion de harina de quinua, harina de amaranto
y salvado de trigo que produce el pan con mejores caracteristicas industriales; 4) estimar la mejora de la calidad nutricional producida
por la incorporacion de la harina de quinua, harina de amaranto y salvado de trigo a una harina de trigo pan y; 5) determinar el grado de
aceptacion por parte de los consumidores, de los panes suplementados con harina de quinua y amaranto.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se realizaron en los afios 2013 y 2014. Se eligieron materiales de trigo pan, cultivados bajo las mismas condiciones
ambientales, que cubrieran un rango amplio de calidad panadera. Los granos de quinua y amaranto fueron obtenidos en ensayos
implantados en la Estacion Experimental Agropecuaria Hilario Ascasubi (Sur de la Pcia. de Buenos Aires). Las muestras de trigo se
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caracterizaron usando los métodos de rutina del Laboratorio de Calidad Industrial de Granos de Chacra Experimental Integrada Barrow.
Parametros del grano: Peso hectolitrico (Resolucion SAGPyA 557/97); Peso de mil granos (Norma IRAM 15.853: 2012); Proteina
(Método NIRT. Aparato Infratec (Tecator, Suecia)); Cenizas en grano entero y harina (Norma IRAM 15.851: 2009). Los granos se
molieron en Molino Biihler 202 D (Bulher, Suiza) (Norma IRAM 15.854-2: 2014). Para la harina se determinaron: % Gluten himedo e
indice de gluten (IRAM 15864-2: 2013); Color con el equipo Minolta Chromameter CR-310 (Minolta, Tokio), usando el Método
triestimulo, notacién CIE- Lab, L (luminosidad), a (rojo) y b (amarillo), iluminante D 65; NUmero de caida (Norma IRAM 15.862:
2003); Alveograma (Norma IRAM 15.857: 2012) y Farinograma (Norma IRAM 15.855: 2000). Los panes se elaboraron segtin la Norma
IRAM 15.858- 1y 2 (1996), que describe un ensayo de panificacion experimental para ser usado en programas de mejoramiento de
trigo. Este método propone una férmula basada exclusivamente en harina, agua, levadura, sal y azlcar, sin el agregado de otros
ingredientes ni mejoradores. Se evalu6 el volumen de los panes, el peso de las piezas y su volumen especifico (4). En el afio 2013 se
utilizaron cuatro cultivares de trigo pan, el criterio de seleccion de los mismos se basé en la presencia de caracteristicas de calidad
industrial contrastantes, se eligieron tres variedades (Buck Meteoro, ACA 303, Baguette 31) y una linea experimental (Linea 3). En el
2014, con el mismo criterio, se eligieron dos variedades: ACA 304 de buena calidad industrial y SY 200, de calidad inferior a esta.

En ambos afios de ensayo la quinua utilizada fue de la variedad Faro, de origen chileno. Para estimar su contenido de saponinas se usd
el Método de la espuma, que consiste en disolver las saponinas en agua y agitar para tener una espuma estable cuya altura esta
correlacionada con el contenido de saponinas de los granos (5). Luego se desaponificé mediante el método himedo descripto por Repo-
Carrasco (6). Las semillas de amaranto correspondian a una poblacién sin identificacién varietal. El salvado se obtuvo como subproducto
de la molienda de las muestras de trigo. Los granos de quinua y amaranto se molieron en molino de martillo (Perten 120, Suiza), con
malla de 0,5 mm para lograr una granulometria similar a la de la harina de trigo. Se confeccionaron mezclas de harina de trigo con 10 y
20 % de harina de quinua, de amaranto y de salvado de trigo. Luego se realizaron los analisis quimicos de las muestras puras vy las
mezclas: humedad y cenizas (7), proteinas totales (8), lipidos totales (Método Soxhlet. AOAC: 1990), fibra (Kkit fibra dietaria total
Megazyme, Irlanda), carbohidratos y valor energético. También se determind la composicion de acidos grasos (Método de Folch y
cromatografia gaseosa en Cromatografo Varian CP3800, EEUU) en harinas puras y mezclas; y se cuantificaron los aminoécidos
esenciales en harina de trigo, harina de quinua y sus mezclas al 10 y 20% por HPLC (High-performance liquid chromatography).

Anélisis Sensorial

El andlisis sensorial se realizé sobre los panes elaborados con el agregado de 10 y 20% de harina de Quinua y Amaranto, a una harina
de trigo pan. También se evalud el pan 100% harina de trigo que fue utilizado como testigo. Para dicho andlisis se elaboré una Planilla
de Evaluacion Sensorial, en la cual la pregunta de inicio fue: “;Qué tipo de alimentos consume mayoritariamente en su dieta?”; esto nos
permitié saber, de manera aproximada, como era la dieta de cada uno de los evaluadores. Los atributos descriptos para los panes fueron:
aroma, color y textura de corteza y miga, amargor y retrogusto; por ltimo, se pidi6 una evaluacion general de los panes. Los evaluadores
fueron 25; 13 mujeres y 12 hombres, con una franja etaria de entre 27 a 60 afios. Todos consumidores de este tipo de alimento.

En total se evaluaron 6 tipos de panes. Para realizar la degustacion de los mismos, se corté una porcién de 1 cm de espesor de cada uno
y se los ordend al azar, se taparon y numeraron del 1 al 6, cada participante debia ir completando la planilla a medida que descubria
cada rodaja, esto evitd la comparacion visual entre muestras. Se realizd el Andlisis de la Varianza (ANOVA Simple) y el Andlisis de
Componentes Principales (ACP) con los resultados obtenidos de dicha evaluacion. Se utiliz6 para ello, el paquete estadistico InfoStat

(9).

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo afio 2013

En las harinas puras los mejores panes correspondieron a la linea experimental (Linea 3), que mostré6 mayor tiempo de fermentacién,
volumen, volumen especifico y valor panadero (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de Absorcion de Agua (%AA); Tiempo de Fermentacion, min (TF); Volumen de Pan, ml (Vol), Volumen
Especifico (Ve) y Valor Panadero (VP) de las panificaciones realizadas con harinas puras, en 2013.

PANIFICACION
%AA T.FER. Vol Ve. VP
B. METEORO 60,0 120 615 45 91
BAGUETTE 31 60,0 120 610 44 93
ACA 303 60,0 120 615 45 91
LINEA 3 60,0 130 675 49 96

Cuando se panificaron las mezclas, las adicionadas con quinua presentaron los mejores volimenes de pan, adn con la sustitucion del
20%; los panes elaborados con amaranto resultaron los de menor volumen. La variedad de trigo de mejor respuesta al agregado de
salvado y harinas de quinua y amaranto fue Buck Meteoro (Tabla 2).

I"TA . . Ministerio de Agroindustria
s Instituto Nacional de

Tecnologia Agropecuaria Presidencia de la Nacién



PROYECTO ESPEC[F!CO
Estrategias para la diferenciacion de alimentos y el desarrollo de nuevos productos alimentarios.

PROYECTO INTEGRADOR Optimizacion de calidad integral y otras estrategias de agregado de valor.

Tabla 2. Volumen de pan (ml) de cada una de las variedades o lineas puras (testigo) y de sus
mezclas con salvado de trigo, harina de quinua y harina de amaranto

B. METEORO BAGUETTE 31 ACA 303 LINEA 3

TESTIGO 670 610 615 675
SALVADO 625 460 525 605

10% QUINUA 655 580 545 600
AMARANTO 645 515 460 575
SALVADO 525 425 440 475

20% QUINUA 615 490 480 500
AMARANTO 505 460 410 425

En el cuadro 3, se presentan los resultados de los andlisis quimicos realizados a las harinas puras de trigo, quinua y amaranto y a las
mezclas de harina de trigo con 20% de salvado, harina de quinua y harina de amaranto.

Tabla 3. Contenido de Humedad (Hum); Proteinas totales (Prot); Grasa total (Gra); Cenizas (Cen); Carbohidratos (Carb) y Valor
Energético en las harinas estudiadas en 2013: Harina de Trigo pura (harina de trigo pan tipo); mezcla con Salvado de Trigo al 20%;
Harina de Quinua pura y su mezcla al 20%; Harina de Amaranto y su mezcla al 20%.

Hum Prot Gra Cen Carb VE
g/100g g/100g g/100g g/100g g/100g Kcal/100g
Har. Trigo Pura 10,9 11,4 1,11 0,46 76,4 388,0
Salvado 20% 12,1 12,6 1,61 1,21 72,5 383,8
. Pura 8,5 15,4 5,15 3,44 67,4 412,3
Har. Quinua
20% 10,7 11,9 1,85 0,92 74,6 390,5
Pura 9,2 16,3 6,97 2,38 65,1 4249
Har. Amaranto
20% 10,9 11,7 2,32 0,67 74,3 393,0

Los granos andinos mostraron los valores de proteinas méas altos (15,4% para quinua y 16,3% para amaranto), por lo que las mezclas
con 20% de estas harinas presentaron un aumento en el contenido de proteinas respecto a la harina de trigo pura (4 y 3%,
respectivamente). EI mayor porcentaje correspondio a la mezcla con 20% de salvado de trigo (12,6%), y que represent6 un incremento
del 11%.

El amaranto presentd el mayor contenido de grasas (6,97%), en consecuencia, la adicion de ésta harina a la de trigo pura elevo el
contenido de 1,11 a 2,32% (109% de incremento); la harina de quinua también produjo un aumento en la mezcla con 20%, aungque no
tan marcado (67% de incremento), llegé a 1,85% de grasa. En el caso del salvado de trigo, el aumento fue ain menor (45%).

Las diferencias en el contenido de cenizas se debieron a que en el caso del trigo se retird completamente el pericarpio a través del proceso
de molienda para tener una harina blanca, en cambio, de las semillas de quinua y amaranto se obtuvo una harina integral, sin eliminar
ninguna fraccion. Como los dos granos andinos poseen naturalmente porcentajes de cenizas mayores que el trigo, esto se vio reflejado
en las cenizas de las mezclas. Sin embargo, la mezcla que dio el mayor valor de cenizas (1,21%) fue la que incorpord 20% de pericarpio
de trigo, este incremento fue de 125%, respecto a la harina de trigo pura.

El contenido de carbohidratos resulto inferior en las harinas de quinua y amaranto puras con respecto a la de trigo. Las mezclas tuvieron
valores intermedios. El valor energético, si bien fue superior en las harinas de quinua y amaranto con respecto al trigo (0,6 y 1% de
incremento, respectivamente), esas diferencias no provocaron aumentos importantes en las mezclas. En el caso de la mezcla con salvado
de trigo, el valor energético disminuy6 respecto a la harina de trigo pura (decrecié un 1%).

Como se observa en la Tabla 4, los AGS (Acidos Grasos Saturados) resultaron mas altos en la harina de amaranto que en la de trigo, lo
gue generod un pequefio aumento en la mezcla con 20% amaranto; en cuanto a la sustitucién con 20% de salvado, la concentracion de
AGS fue levemente mayor, debido posiblemente a la presencia del aceite proveniente del germen en el salvado. La harina de quinua
presentd las concentraciones mas bajas de AGS, esto coincide con lo descripto por Abugoch (11) y Koziol (12).

Los AGM (Acidos Grasos Monoinsaturados) aumentaron en todas las sustituciones con harina pero especialmente en la mezcla con
amaranto. Los AGP (Acidos Grasos Poliinsaturados) del trigo, la quinua y sus mezclas no mostraron grandes diferencias pero si el
amaranto, cuya concentracion fue muy inferior.
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En el caso del »-3 (acido linolénico), los aumentos importantes se dieron en las mezclas con salvado de trigo (4,59%) y con harina de
quinua (4,55%). La concentracion de »-6 (&cido linoleico) fue elevada en todas las muestras analizadas, siendo la mas baja la de
harina de amaranto y, por consiguiente la mezcla con ese grano.

Tabla 4. Composicion de acidos grasos: Acidos Grasos 20-22 carbones, g/100g de lipidos totales (C 20-22); Acidos Grasos Saturados
(AGS); Acidos Grasos Monoinsaturados (AGM); Acidos Grasos Poliinsaturados (AGP); sumatoria de acidos grasos -3 (®-3);
sumatoria de &cidos grasos -6 (w-6), en las harinas estudiadas en 2013: Harina de Trigo pura (harina de trigo pan tipo); mezcla con
Salvado de Trigo al 20%; Harina de Quinua pura y su mezcla al 20%; Harina de Amaranto y su mezcla al 20%.

AGS AGM AGP "'”(2)'?;)"’0 L'?ﬂ‘)’!g')co b3
(9/100g) (9/100g) (9/100g) (g/100g) (g/100g)
Har. Trigo Pura 19,34 10,11 64,63 3,35 61,29 18,32
Salvado 20% 19,86 13,00 62,28 4,59 57,69 12,58
. Pura 11,33 13,85 66,87 6,80 60,07 8,83
Har. Quinua

20% 14,33 12,59 65,35 4,55 60,80 13,49
Pura 21,95 24,87 48,47 1,40 47,07 33,72

Har. Amaranto
20% 20,35 15,99 37,19 1,73 35,46 20,46

Segun la OMS, la relacion o-6/w-3 recomendada en la dieta para humanos deberia estar entre 5:1 y 10:1 (10); la harina de trigo pura
presentd una relacion alta, de 18,32; mientras que las mezclas con harina de quinua y con salvado de trigo dieron valores de 13,49 y
12,58, respectivamente; lo cual mostré que estas sustituciones al 20% mejoraron dicha relacién.

Ensayo afio 2014

En esta campafia se usaron como testigos la harina de dos variedades de trigo pan: ACA 304 de buena calidad industrial y SY 200 de
calidad inferior, esto se evidencio en el Tabla 5, donde el volumen de pan, el volumen especifico y el valor panadero resultaron mas
altos para ACA 304. Las diferencias en las panificaciones de las mezclas no fueron tan claras como en 2013, aunque el comportamiento
de ACA 304 fue superior al de SY 200 particularmente para la sustitucion 20% (Tabla 6).

Tabla 5. Porcentaje de Absorcion de Agua (%AA); Tiempo de Fermentacion, min (TF); Volumen de Pan, ml (\Vol), Volumen
Especifico (Ve) y Valor Panadero (VP) de las panificaciones realizadas con harinas puras, en 2014.

PANIFICACION
AA T.FER. VOL Ve. VP
ACA304 625 130 655 4.8 97
SY 200 60,1 115 610 43 90

Tabla 6. Volumen de pan (ml) de cada una de las variedades o lineas puras (testigo) y de sus mezclas con salvado de trigo, harina de
quinua y harina de amaranto.

ACA 304 SY 200

TESTIGO 655 610

SALVADO 565 515

10% QUINUA 545 450
AMARANTO 560 485

SALVADO 470 410

20% QUINUA 545 405
AMARANTO 470 <400

En el Tabla 7 se observan resultados similares a los del afio

2013 (Tabla 3), en los cuales el contenido de proteinas, de grasas y de cenizas fue mayor en las harinas puras de granos andinos y en el
salvado de trigo, provocando aumentos en las mezclas, respecto a la harina de trigo pan pura. Los valores obtenidos en ambos afios para
el analisis quimico de la quinua y del amaranto coincidieron con los mencionados por diferentes autores (12-17).
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Tabla 7. Contenido de Humedad (Hum); Proteinas totales (Prot), Grasa total (Gra), Cenizas (Cen), Carbohidratos (Carb), Valor
Energético (VE), Fibra Dietaria Insoluble (FDI), Fibra Dietaria Soluble (FDS), y Fibra Dietaria Total (FDT), en las harinas estudiadas
en 2014: Harina de Trigo pura (harina de trigo pan tipo); mezcla con Salvado de Trigo 10 y 20%; Harina de Quinua pura y su mezcla

10 y 20%; Harina de Amaranto y su mezcla 10 y 20%.

Hum Prot Gra Cen Carb VE FDI FDS FDT
g/100 g/100g  g/100g  g/100g g/100g  Kcal/100g g/100g g/100g g/100g
Har. Trigo Pura 11,7 12,2 0,94 0,56 74,9 4345 244 0,24 2,68
Pura 10,4 16,1 6,34 2,23 64,9 416,9 36,86 1,70 37,67
Salvado 10% 11,9 12,5 1,36 0,99 73,2 383,7 438 0,81 5,19
20% 12,3 12,9 1,76 1,26 71,7 384,1 7,43 0,48 7,91
Pura 12,4 16,4 4,64 2,43 64,1 456,0 8,64 0,79 943
Har. Quinua 10% 11,6 12,7 1,45 0,69 735 4379 1,89 0,64 2,53
20% 10,8 13,1 1,95 0,86 733 440,1 3,58 0,26 3.84
Pura 6,0 17,6 5,61 2,62 68,1 4320 4,74 0,16 4,90
Har. Amaranto 10% 11,7 12,8 1,52 0,31 73,7 388,8 2,38 0,16 2,54
20% 11,7 12,9 2,03 0,69 72,7 390,2 3,68 0,29 3,97

Los contenidos de fibra dietaria total (FDT) del salvado de trigo (37,67%), de la quinua y del amaranto fueron altos, por lo que se
produjeron incrementos importantes en los distintos tipos y grados de sustitucion respecto a la harina de trigo pura. Los incrementos
registrados en las mezclas de 20% fueron: 195% con salvado, 43% con quinua y 48% con amaranto. Los valores de fibra dietaria total
obtenidos para la quinua coincidieron con los presentados por diversos autores (15-16, 18-19). En la tabla 8 se presenta el contenido de
acidos grasos en las muestras ensayadas durante el afio 2014. Los AGS se encontraron en mayor cantidad en el salvado que en la harina
de trigo (20,58% vs 17,02%), aunque no provocd cambios importantes en sus mezclas. La quinua mostré valores intermedios y produjo
disminuciones en los contenidos de AGS de las mezclas, respecto a la harina de trigo pura.

En el caso de los AGM, se confirmé lo obtenido en 2013 (Tabla 4), donde las sustituciones con quinua, amaranto y salvado de trigo
presentaron contenidos mas altos (15,83%, 19,90% y 17,35%, respectivamente) que la harina de trigo pura (12,76%). Los AGP también
se comportaron de manera similar al 2013, las sustituciones con quinua dieron valores mas altos que la harina de trigo pura y las mezclas
con amaranto dieron valores mas bajos.

El acido graso linolénico (®-3) se encontrd en mayores concentraciones en las mezclas con harina de quinua (4,07%) y con salvado de
trigo (4,54%) al 20%. En la harina de quinua y en las mezclas con quinua se encontraron los porcentajes mas altos del &cido graso
linoleico (w-6) 59,13 v 60,31%, respectivamente. Las relaciones m-6/®w-3 mas saludables, segin lo recomendado por la OMS, se
obtuvieron para las mezclas al 20% con salvado de trigo y con harina de quinua; resultados similares fueron obtenidos en los ensayos
del 2013 (Tabla 4).

Tabla 8. Composicion de acidos grasos: Acidos Grasos 20-22 carbones, g/100g de lipidos totales (C 20-22); Acidos Grasos Saturados
(AGS); Acidos Grasos Monoinsaturados (AGM); Acidos Grasos Poliinsaturados (AGP); sumatoria de 4cidos grasos -3, (-3);
sumatoria de acidos grasos -6 (w-6), en las harinas estudiadas en 2014: Harina de Trigo pura (harina de trigo pan tipo); mezcla con
Salvado de Trigo 10 y 20%; Harina de Quinua pura y su mezcla 10 y 20%; Harina de Amaranto y su mezcla 10 y 20%.

AGS AGM AGP Linol_e’%ico Lino!gi)co s
9/100 9/100 g/100 g(;(;)loo gfloo w-6/0
Har. Trigo Pura 17,02 12,76 60,30 355 56,75 16,01
Pura 20,58 23,61 4527 141 4386 31,06
Salvado 10% 16,81 14,53 59,25 3,80 55,44 14,58
20% 17,22 17,35 62,57 4,54 58,03 12,78
Pura 16,17 19,12 60,22 4,95 59,13 11,16
Har. Quinua 10% 15,89 15,01 65,56 370 61,86 16,73
20% 15,07 15,83 64,38 4,07 60,31 14,80
Pura - 16,79 63,97 4,84 55,27 12,22
Har. Amaranto 10% 16,56 15,77 50,22 2,47 4775 19,34
20% 19,19 19,90 51,82 231 4951 21,48
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En la Tabla 9 se observa el contenido de aminoacidos esenciales en harina de trigo pura, en harina de quinua y en las sustituciones al 10
y 20%. Todos los aminoacidos esenciales se encontraron en mayor concentracion en la harina de quinua que en la harina de trigo pan,
coincidente con los datos publicados por Repo-Carrasco et al. (13), por esta razén, en las mezclas se produjo un aumento para todos los
aminoacidos, excepto la Met y el Trp que se mantuvieron en valores similares a los hallados para la harina de trigo pan pura. Comparando
la harina de trigo pura con la sustitucion al 20% de harina de quinua, se observo que la Lis fue el aminoécido que presentd mayor
incremento, pasando de 1,45 a 2,11 g/100 g proteina (equivale a un 45% de aumento); algo similar ocurrié con los aminoacidos Val y
Leu, que mostraron valores 30% mas altos y con Isoleucina e Histidina donde el aumento fue de casi un 25%.

Tabla 9. Contenido de aminoacidos esenciales, g/100 g de proteina en algunas harinas estudiadas en 2014: Harina de Trigo pura
(harina de trigo pan tipo); Harina de Quinua pura y su mezclas 10 y 20%.
ND: No Detectado

Thr Val Met lle Leu Phe His Trp Lys Arg

Har. Trigo Pura 1,74 1,95 0,87 1,81 3,33 2,82 1,38 ND 1,45 2,24
Pura 2,46 2,56 1,33 2,46 3,79 2,96 2,14 0,05 3,9 6,19

Har. Quinua 10% 1,94 2,64 1,04 2,36 4,44 3,37 1,73 ND 2,01 2,98
20% 1,97 2,58 0,88 2,24 4,35 3,08 1,70 ND 2,11 2,78

Andlisis Sensorial

Como se muestra en la Figura 1, se pudo determinar la distribucion de los distintos tipos de alimentos consumidos mayoritariamente
por los evaluadores. La carne representé el 37%, siendo el tipo de alimento mas elegido, las frutas y verduras y los hidratos de carbono
mostraron porcentajes de 27 y 20%, respectivamente. Mientras que los cereales resultaron ser los menos consumidos (16%).

CEREALES
16% FRUTAS Y
VERDURAS
27%

Figura 1. Distribucion del tipo de alimento consumido habitualmente por los participantes de la evaluacion sensorial

La tabla 10 muestra los puntajes promedio obtenidos para cada atributo sensorial en cada tipo de pan. El pan elaborado con 100% harina
de trigo pan (Testigo), tal lo esperado, fue el que mayor aceptacion general obtuvo, con aromay textura de corteza y miga mas agradable,
y con el menor retrogusto y amargor. En el otro extremo, el pan elaborado con 20% con harina de quinua estuvo asociado con los
atributos méas negativos de la evaluacion sensorial, se caracterizd por tener aroma y textura mas desagradable, mayor amargor y
retrogusto y una aceptacion general mas baja. Los panes con 10 y 20% de harina de amaranto y con 10% de quinua tuvieron una
aceptacion relativamente buena, sin diferencias estadisticas significativas con el testigo.

El atributo de color de miga y corteza evidencio que los panes elaborados con 20% harina de quinua resultaron los mas oscuros, mientras
que el mas claro fue el testigo, mostrando diferencias significativas con el resto de los panificados estudiados.
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Tabla 10. Puntajes promedio de los atributos sensoriales evaluados por los consumidores en los panes: Pan harina de trigo al 100%
(testigo); Pan mezcla de harina de trigo y 10% de harina de quinua (10% quinua); Pan mezcla de harina de trigo y 20% de harina de
quinua (20% quinua); Pan mezcla de harina de trigo y 10% de harina de amaranto (10% amaranto) y; Pan mezcla de harina de trigo y
20% de harina de amaranto (20% amaranto)

ATRIBUTOS
Color Color  Textura  Textura Aceptacion
Panes Aroma corteza miga corteza miga Amargor Retrogusto general
TESTIGO 72b 6,2a 28a 7,7b 79b 24a 26a 7,7b
10%
QUINUA 6,3 ab 6,9 ab 4,7b 6,8b 6,8 ab 3,0ab 3,7ab 6,7 ab
20% 55a  80b  65c 52a  57a 46b 44b 56a
QUINUA ) . . , ) , . ,
10% 75b  66a  42b  66ab  72b 26a 32ab 73b
AMARANTO ' ' ' ' ' ' ' '
20%
AMARANTO 6,5 ab 6,4 a 50b 6,8b 6,9 ab 34 ab 34 ab 6,6 ab

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

Con los datos obtenidos del analisis sensorial se realiz6 un ACP (Figura 2), en el cual la primer componente principal (CP 1) explico el
93,8% de la variacion de los datos y la segunda componente principal (CP 2) el 3,7%; esto resulté en una explicacion total de los datos
del 97,5%. A su vez, el porcentaje de reconstruccion de cada uno de los atributos sensoriales evaluados resultaron ser elevados, con
valores mayores al 93,0% (Tabla 11). La CP 1 separé los panificados evaluados en 2 grandes grupos: los que tuvieron mayor aceptacion
general, con aromay texturas mas agradables, donde se ubicaron el testigo y los panes realizados con la sustitucion 10% de harina de
amaranto y; los que estaban asociados a los atributos de menor aceptacion, tales como mayor retrogusto, amargor y color mas oscuro de
corteza y miga, ahi se ubicaron los panes sustituidos con 20% de harina de quinua. Los panes elaborados con 10% de harina de quinua
y con 20% de harina de amaranto se ubicaron en una zona intermedia a estos dos grupos descriptos anteriormente. Si evaluamos el grado
de relacion entre los atributos estudiados para estos panificados, podemos destacar que el retrogusto estuvo asociado positivamente con
el color de la miga y corteza; mientras que el amargor estuvo relacionado de manera negativa con el aroma y con la aceptacién general
de los panes.

ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Aroma

Color Corteza

Retrogusto 10% AMARANT( Aceptacion Gral.

10% QUINU. .\ .
20% AMARANTO Textura Miga 100% TRIGO

Amargor

Color Miga

CP 2 (3,7%)

=
=}
=)

20% QUINUA
.

Textura Corteza

-5,00 -2.50 0,00 2,50 5,00
CP 1 (93.8%)

Figura 2. Analisis de Componentes Principales sobre la evaluacion sensorial de los panes por parte de los consumidores

Tabla 11. Correlaciones de las Componentes Principales (CP 1y 2) y porcentaje de reconstruccion
de cada uno de los atributos sensoriales evaluados

% Reconstruccion

Atributos CP1 CP2 Total
Aroma 0,92 0,36 98,0
Color Corteza -0,95 0,17 93,0
Color Miga -0,98 0,04 96,0
Textura Corteza 0,95 -0,30 99,0
Textura Miga 1,00 -0,04 100,0
Amargor -0,97 -0,16 97,0
Retrogusto -0,98 0,08 97,0
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Aceptacion General 0,99 0,13 100,0

CONCLUSIONES

Todas las mezclas con harina de quinua, amaranto o salvado de trigo evaluadas mostraron una disminucién del volumen de pan respecto
del testigo (100% harina de trigo), para ambos niveles de sustitucion (10 y 20%) v, la calidad panadera de la harina base influye en ese
comportamiento.

Para todas las variedades analizadas en el 2013, los mejores panes se obtuvieron con quinua (ambas sustituciones); en el afio 2014, para
las sustituciones al 10% fue el salvado el que mostré6 mejor comportamiento, mientras que en las sustituciones al 20% el salvado y la
quinua produjeron las menores reducciones de volumen de pan.

Se registrd una ganancia en el contenido de proteinas, grasas y cenizas y una disminucién en el contenido de hidratos de carbono para
los dos afios de experimentacién cuando 20% de harina de trigo fue sustituida por salvado o harina de quinua o amaranto. En el afio
2014, se observo un cambio sustantivo a nivel nutricional asociado con el importante aporte de fibra de los panes suplementados.

Se detectd un aumento en las concentraciones de AGM y AGP, lo que resultaria altamente beneficioso para la salud debido a que algunos
de ellos son esenciales para el hombre; dentro de este grupo se encuentran los acidos grasos m-6 y -3. El ®-3 aumenté en todas las
mezclas, lo que también trajo una mejora en la relacion w-6/w-3, haciendo que se acercara a los valores recomendados por la
Organizacion Mundial de la Salud.

La incorporacién de harina de quinua en un 20% gener6 incrementos muy importantes para la mayoria de los aminoacidos esenciales y
en particular para el caso de Lisina, Valina, Leucina, Isoleucina e Histidina.

El agregado de harina de quinua o amaranto o de salvado de trigo en los panificados de harina de trigo que se usaron como base produjo
una mejora en el valor nutricional, fundamentada en el aumento de los contenidos de proteina, grasa, ceniza, fibra, acidos grasos
poliinsaturados -3 y todos los aminoécidos esenciales, manteniendo el valor energético del alimento.

Del analisis sensorial de las muestras surge que los panes sustituidos en un 10% con harina de amaranto resultaron ser los de mayor
aceptacion general por parte de los consumidores, sin presentar diferencias significativas con el testigo. Los panes elaborados con 20%
de harina de quinua, en principio, no tendrian una buena aceptacion, lo cual estaria asociado principalmente al amargor y retrogusto de
los mismos.
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RESUMEN

En la preparacion de bebidas fermentadas a partir de cereales, se han utilizado una gama de materias primas que dependen de la regién
del mundo donde se ha desarrollado la civilizacion: principalmente cebada malteada, maiz, sorgo, trigo y arroz. EI malteado es un
proceso que aumenta el costo final del cereal unas 4 veces debido a la demanda energética que requiere el proceso. Por lo tanto, las
nuevas alternativas de elaboracion implican la adicion de enzimas desarrolladas a través de la biotecnologia y proceder a la maceracion
a partir del grano virgen, reduciendo drasticamente la huella de CO; del proceso de elaboracién de las bebidas fermentadas, otorgando
sostenibilidad al proceso y la compania que lo hace. La provincia de Entre Rios, es un importante productor de arroz en el pais, la
disponibilidad de esta materia prima ofrece las caracteristicas ideales para el procesamiento de alimentos sin TACC adecuado para
celiacos.! El objetivo de este estudio fue aplicar la biotecnologia a través de un proceso innovador para una bebida tipo cerveza sin
TACC a partir de un subproducto de la molineria, el arroz partido. Las variedades Puitd INTA CL, Camba INTA CL, Guri INTACLy
Koshihikari INTA, con porcentajes de amilosa diferentes y la misma temperatura de gelatinizacion se probaron para contrastar. El
proceso de fabricacion difiere en algunos detalles en lo que respecta a una cerveza comercial. La maceracion se induce mediante la
adicion de proteinas amilasas exogenas. El sdlido es separado del liquido mediante filtraciones sucesivas. EI mosto se hierve durante 90
minutos con la adicién de IUpulos al inicio y final del hervor. De acuerdo con el producto de fermentacién obtenido, se concluyé que las
variedades largo fino cumplen con los parametros para la produccion de cerveza fermentada con un contenido final promedio de 5% de
ABV. Las levaduras arométicas dan un mejor producto final y con caracteristicas organolépticas aceptadas por el panel de degustacion.
Conocer el proceso de fermentacion biotecnolégica hace que pueda ser adaptado a cualquier tipo de cereal siempre que se reproduzcan
las condiciones dptimas para cada biotransformacion. Hay un énfasis considerable en la recuperacion, el reciclaje y la mejora de la
industria de procesamiento de residuos y la produccién de alimentos, haciéndolos sostenibles y ecolégicos. Los residuos de levaduras
pueden ser reutilizados para la formulacién de alimentos funcionales. La aplicacién y desarrollo de nuevas alternativas con respecto a
la oferta de una bebida sin TACC tipo cerveza para las personas que necesitan o quieren , la reutilizacién del arroz partido en los procesos
de fermentacién y el desarrollo de un producto secundario saludable contribuye a la cadena de valor territorial impulsando el crecimiento
de las provincias arroceras del pais.

Palabras clave: salud, innovacion, bio-economia, arroz, valor agregado.

ABSTRACT

In the preparation of fermented beverages from cereals they have used a range of raw materials dependent region in the world were
made: mainly malted barley, corn, sorghum, wheat and rice. Malting is a process which increases the final cost of cereal about 4 times
due to energy demand required by the process. Therefore the new alternatives brewing directly involve adding enzymes developed
through biotechnology, and proceed to macerate from virgin grain, drastically reducing the CO; footprint of the brewing process. Giving
sustainability to the process and the company that makes it. The province of Entre Rios is a major producer of rice in the country, the
availability of this raw material offers the ideal characteristics for food processing without TACC suitable for celiacs. The aim of this
study was to apply biotechnology through an innovative process for a type drink beer without TACC from a byproduct of the rice
industry, broken rice. Puitd INTA CL, Camba INTA, Guri INTA CL and Koshihikari INTA varieties, with different amylose percentage
and the same gelatinization temperatures were tested for contrast. The manufacturing process differs in some details to proce3ss a
commercial beer. The maceration is induced by the addition of exogenous amylases protein. The solid is separated from the liquid by
filtration. The liquid (wort) is boiled for 90 minutes with addition of Cascade and Nugget hops at a rate of 1.5g / |, at the beginning and
end of the boil. According to the fermentation product obtained it was concluded that the fine long variety is one that meets the
parameters for the production of fermented drink rice beer guy with a final content average of 5% ABV. Aromatic yeasts give best final
product and better organoleptic characteristics as tasting panel. Knowing the biotechnological fermentation process can adapt it to any
type of cereal provided the optimal conditions for each biotransformation reproduce. There is considerable emphasis on recovery,
recycling and upgrading of waste processing industry and food production, making them sustainable and environmentally friendly. Yeast
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residues can be reused for the formulation of functional foods. Application and development of new alternatives with respect to the offer
of a drink without TACC type beer for both people who need or want and use of broken rice in fermentation processes and the
development of a shack healthy byproduct contributes to territorial contribution value chain in the rice-growing provinces.

Keywords: health, innovation, bio economy, rice, added value.

INTRODUCCION

El arroz es el segundo cereal mas producido en el mundo, le antecede el maiz se puede decir que el arroz es el cereal mas importante en
la alimentacion humana, y contribuye de forma muy efectiva al aporte calérico de la dieta en la mayoria de los paises. Segun FAO,
Organizacidon de las Naciones Unidas de Alimentacién y Agricultura, el consumo mundial de arroz per capita es de 53,8 kg, sin
embargo en Argentina solo se consume de 7 a 8 kg per capita. Entre Rios es la segunda provincia con mayor superficie sembrada de
arroz en el pais, con 71.400 Hectéareas en la campafia 2016-2017, luego de Corrientes.

Los principales destinos de la produccion son para semilla y consumo humano. La disponibilidad de esta materia prima ofrece las
caracteristicas ideales para el desarrollo de nuevas alternativas de alimentos funcionales aptos para toda la poblacién, principalmente
destinadas a grupos vulnerables que presentan intolerancias o alergias alimentarias, asi como adultos mayores. El agregado de valor de
subproductos o residuos de las industrias agroalimentarias regionales, contribuyen al aporte territorial de las cadenas productivas en las
diferentes provincias del pais.

Mediante la aplicacion de nuevas tecnologias y procedimientos innovadores, pueden utilizarse los subproductos de la industria arrocera
como lo es el arroz quebrado, y sumarle valor agregado e introducir en el mercado alimentos como bebidas sin trigo, avena, cebada y
centeno (TACC) y otros de diferentes formulaciones como por ejemplo barras de cereales y snacks saludables, suplementados con
semillas, generando nuevos alimentos funcionales (9).

La celiaquia (EC) se considera una anomalia hereditaria y autoinmune, que consiste en una intolerancia al gluten, que se encuentra en
los cereales trigo, avena, cebada y centeno. (TACC) La incorporacion de esta proteina produce una lesion intestinal impidiendo la
absorcion de los nutrientes presentes en los alimentos, lo cual trae como consecuencia la presencia de signos muy variados que van
desde vémitos hasta corta estatura.

Segun valores mundiales, una de cada cien personas padece algin tipo de intolerancia a estos cereales. Para las personas con EC no
existe medicina para su cura, los alimentos ingeridos contribuyen a ““su tratamiento” durante toda la vida, para mejorar su salud, prevenir
y revertir muchas de sus complicaciones. Por todo esto, la alimentacién del individuo celiaco, adquiere una importancia poco
comparable a la de otras patologias.

Aproximadamente el 70% de los productos manufacturados contienen gluten incorporado para vehiculizar aromas, colorantes, aditivos
y espesantes. Alimentos y bebidas que hacen la cotidianeidad son prohibidos para personas que padecen algin grado de intolerancia a
los cereales TACC (2).

Este sector de la poblacion puede sentirse bajo una sensacion de exclusién a la hora de compartir eventos sociales, ademas de la baja
disponibilidad de variedad en alimentos sin TACC, seguros e inocuos y con valores nutritivos no adecuados, sumado al costo elevado
que llega al consumidor por ser un producto diferenciado (3, 4, 5).

El siguiente trabajo tiene como objetivo la obtencién de una bebida fermentada 100% arroz libre de gluten, seleccionando la variedad
de arroz apropiada segln sus propiedades fisicoquimicas para la elaboracién de la misma.

MATERIALES Y METODOS

En el esquema 1 se presenta el proceso de elaboracién de la bebida fermentada.

Dos de los pardmetros mas importantes para evaluar la propiedad fisico quimica del arroz son el contenido de amilosa y la temperatura
de gelatinizacion (6) Se ensayaron las variedades, Puita INTA CL, Camba INTA CL, Guri INTA CL y Koshihikari INTA (Tabla 1)
para contrastar sus caracteristicas fisicoquimicas (7,8) y seleccionar aquella que se adapte mejor a estos requerimientos industriales. Se
utilizaron levaduras Saforew WBO06, Safale US-05 y Saflager 34/70 (Fermentis®), extractos enzimaticos comerciales nacionales e
importados y lGpulos de origen nacional Cascade y Nugget. El lipulo fue ensayado y adicionado durante el hervor en cantidades de 1g/I
1,5g/1'y 2g/l al inicio y final del hervor segin amargor y aroma deseado.

Tabla 1. Caracteristicas de los cultivares ensayados

% TEMPERATURA DE %

CULTIVAR TIPO AMILOSA pH GELATINIZACION | PROTEINAS
Puita— INTA CL 29.5 6.5 6.61
Camba - INTA CL Largo fino 28.9 6.4 63 a 68 °C 6.04
Guri — INTA CL 27.6 6.0 6.76
Koshihikari INTA | Corto Japonés 15.6 6.0 6.50
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“CEREAL MASH” 92,

MOLIENDA

GELATINIZACION 0 EXTRACTO

ENZIMATICO
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~ HERVOR
AMASADO Y
LUPULO

ENFRIADO

INOCULO

Esquema 1: Proceso de elaboracidn de bebida fermentada y aprovechamiento del residuo.

RESULTADOS Y DISCUSION:
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Los anélisis realizados en los cultivares se muestran en la Tabla 1.

Estos ensayos fueron realizados con el fin de contrastar los caracteres en funcion de aquellas que presentan las mejores caracteristicas
cerveceras como % amilosa, temperatura de gelatinizacion del grano y % proteinas. Los productos de fermentacion obtenidos fueron
catados por paneles no entrenados de personas con celiaquia y tolerantes al gluten.

-Discriminacion: Diferenciacion de productos por comparacion de pares.

-Cualitativa: Analisis descriptivo del producto. Buena apariencia, Transparencia aceptable, Color blanco opaco.

-Formacién de burbujas, efervescente en boca, Espuma con estabilidad media baja

-Flavor citrico, Gusto amargo/jengibre, Aroma afrutado, Sensacidn en boca, refrescante, ligera.

-Pruebas afectivas: Alta aceptacion.

CONCLUSIONES:

-Seguln el producto de fermentacion obtenido, las variedades Puitd INTA CL, Camba INTA y Guri INTA CL ,fueron aquellas que
cumplen los parametros para la elaboracién de la bebida fermentada tipo cerveza de arroz con un contenido final entre 4.5 - 5% Volumen
de alcohol, frente a Koshihikari 3%. Logrando mejores caracteristicas organolépticas segin panel de cata, con la adicion de 1,5 g/l de
lapulo.

-La elaboracidén de bebidas de baja graduacién alcoholica no descartan la utilizacién de la variedad Koshihikari, aunque durante el
procedimiento de elaboracién se encontraron problemas de aglutinacion.

-La estabilidad media de la espuma esta siendo mejorada evaluando a adicién de proteinas de guisante y otros cereales para estas
variedades, asi como el ensayo con otras variedades de arroz con % de proteinas por encima de 10% Yy diferentes mezclas de cereales
como Quinoa y Trigo sarraceno donde se observa una mejora.

-La evaluacion de la composicién del residuo sugiere que puede ser un potencial ingrediente en la formulacion de alimentos y diferentes
alternativas desde snacks saludables como barras de cereales suplementadas con otros cereales sin TACC y semillas a fin de que sean
alimentos funcionales y un posible sustituto de pan rallado.

-El desarrollo biotecnoldgico y la aplicacion de nuevas alternativas de oferta de bebidas sin TACC tipo cerveza tanto para poblaciones
que lo requieran o lo deseen y el aprovechamiento del arroz quebrado en procesos de fermentacién para la elaboracion de alimentos
saludables como subproducto contribuye al aporte territorial de cadena de valor en las provincias arroceras del pais.

-Esta propuesta ofrece la oportunidad de creacion de microempresas artesanales en el territorio atendiendo la salud de los individuos y
contribuyendo al atractivo para el turismo loco, impulsando la bioeconomia regional.
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RESUMEN

La anemia ferropénica es la deficiencia nutricional de mayor prevalencia en el mundo (20%). En Argentina, la incidencia y
vulnerabilidad es superior en el grupo materno-infantil (38% en el NOA). La formulacion de alimentos fortificados, es la estrategia mas
sustentable para la prevencién y el tratamiento de dicha carencia. Los productos lacteos caprinos crecieron en volumen y calidad en el
NOA en los ultimos afios, destacandose por su aporte nutricional, funcional y caracteristicas hipoalergénicas. El objetivo fue desarrollar
microcépsulas con hierro para fortificar leche caprina. Se formularon microcapsulas liposomales utilizando agua bi-destilada y lecitinas
de uso alimentario, liquida y granulada; sulfato ferroso heptahidratado y &cido L- ascérbico, en proporcién de 15/1 g en 100 ml,
empleando un homogeneizador de alta velocidad. Se ensayaron dos formas (A y C) para la obtencién de liposomas y luego se planteo
un disefio experimental de tres factores: tipo de lecitina (liquida y granulada); tiempo de tratamiento (7, 10 y 13 minutos) y concentracién
de lecitina (3,5; 4,7 y 5,9 g), con un total de 18 ensayos. En cada punto del disefio se determiné el contenido de hierro por colorimetria
con Tirdn (1) y fésforo con la técnica de Barlett (2); estimandose eficiencia de encapsulacion de hierro y relacion Fe/P. Los resultados
se evaluaron por analisis de varianza con interacciones dobles y triples. Los liposomas obtenidos se observaron en camara de Neubauer
adosada a un microscopio 6ptico y se tomaron imagenes de los liposomas obtenidos. Se estudié la estabilidad de dichas particulas a
temperaturas de pasteurizacién, por calorimetria diferencial de barrido (DSC). Se selecciond el proceso C, para la obtencion de liposomas
a partir de lecitina liquida, a una concentracion de 3,5g, a 11000 rpm, durante 10 minutos alcanzé una eficiencia de encapsulado de
hierro de 98,91% y una retencién de micronutriente de 2,95g Fe/100ml lo que cubrié méas del 30% dela dosis diaria recomendada para
el mineral. El tamafio de los liposomas fue inferior a 250 pum, presentando estabilidad térmica a superior a la temperatura de
pasteurizacion. Las lecitinas granuladas no fueron viables para la obtencion de liposomas en las condiciones de tratamiento estudiadas.

Palabras Clave: leche de cabra, fortificacion, hierro, liposomas

ABSTRACT

Iron deficiency anemia is the most common type of anemia in the world (%20). Mother and child group is the most vulnerable in
Argentina (38% in the North West). The fortified food formulation is the best strategy to prevent and treat such condition. Goat milk
products increased and improved in the North West over the last few years being distinguishable for their nutritional, functional and
hypoallergenic benefits. The aim was to develop iron microcapsules to fortify pasteurized goat milk. Liposomal microcapsules were
made using bi-distilled water and liquid and granulated lecithin for human consumption; ferrous sulphate heptahydrate and 15 gr/1 gr
per 100 ml of | — absorbic acid, using a high speed homogeniser A and C processes were tested, a three-factor-experimental design:
liquid and granulated lecithin in two levels; time of treatment, in three levels: 7, 10 and 13 minutes and 3,5gr; 4,7gr and 5,9gr lecithin
concentration for each type of lecithin. The iron and phosphorus content was determined for each item of the design by colourimeter
with tiron according to (1) andwith the Barlett’s technique (2) respectively. The iron encapsulation efficiency and the Fe/P relationship
were estimated. The obtained liposomes were viewed with a Neubauer to an optical microscope with a camera to capture the images.
Proces C was selected to obtain liposomes from liquid lecithins at concentration 3.5g, 11000rpm, during 10 min, iron encapsulation
efficiency was 98.91%, and a micronutrients retention of 2.95g fe/100ml were reached and give more than 30 % of Iron recommended.
Their size was smaller than 250 pum and thermally stable under temperatures over pasteurization level. Granulated lecithin was not viable
to obtain liposomes under the mentioned treatment conditions.

Key words: goat Milk, fortification, iron, liposomes.

INTRODUCCION

La anemia ferropénica es segiin la OMS la enfermedad carencial mas prevalente en la poblacion mundial (20%) y en el grupo materno
infantil, la més frecuente (3-4). De la Gltima encuesta de Salud en Argentina, en nifios de 6 a 23 meses fue de 34,1% y en las provincias
del NOA fue de 38% y la deficiencia de hierro en la zona para el mismo grupo etario fue de 45% (5). Dicha carencia se presenta a
temprana edad y si logra sobrellevarse, ademds de los efectos deletéreos, en la adultez, acarrea déficit laboral y productivo importante
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(4, 5). Todas las acciones que contribuyan a prevenir, atenuar y mejorar la anemia son priorizadas y estudiadas, la fortificacion de
alimentos con hierro es una de las estrategias mas efectivas (6).

El sulfato ferroso, es la forma de mayor biodisponibilidad del nutriente y podria interactuar con la matriz alimentaria, disminuyendo sus
caracteristicas sensoriales o alterando el aporte nutricional del alimento vehiculo (7) Dicho compuesto, es reactivo en la matriz leche,
puede provocar rancidez oxidativa al interactuar con la grasa lactea. Es recomendable que se encuentre “protegido o ligado”, en medios
acuosos o leche fluida, ya que puede alterar las caracteristicas sensoriales (8, 9). La metodologia de microencapsulacion ha sido reportada
en la bibliografia como una de las mas viables. Algunos autores la desarrollaron para atrapar el sulfato ferroso para aislado para evitar
la reactividad del mineral en de la matriz alimentaria fortificada, para que se libere en el tracto digestivo. Las microcapsulas se elaboran
con diferentes materiales de pared, tales como alginatos en productos de panificados (10) y emulsiones liposomales con lecitinas en
productos acuosos (11, 8, 12, 13). Las leches fortificadas con hierro disponibles en el mercado, reportan una adicion de hierro equivalente
de 15 mg/litro esto es del 20 al 23 % de la dosis diaria recomendada para el adulto (14 mg/dia) por porcion de 200ml (14-2).

Los liposomas son vesiculas esféricas cerradas sobre si, formadas a partir de una doble capa lipidica que se flexibiliza y se curva
atrapando parte de solventes y soluciones libres englobandolas en su interior; pueden tener una 0 mas membranas concéntricas, su
tamafio puede variar desde dos decenas de nanémetros a decenas de micrdmetros (15-2). Las estructuras liposomales logradas pueden
ser grandes o pequefias y en relacién al nimero de lamelas o al tamafio pueden ser multilamelares (MLV’s), unilamelares pequefias o
grandes (SUV's LUV’s respectivamente). La utilizacion de homogeneizadores de alta velocidad ha permitido incorporar las sustancias
de interés dentro de las particulas liposomales dispersas en emulsiones simples o dobles, en las que el tamafio de las particulas tiene
estrecha relacién con la velocidad de agitacion (2). La homogeneidad de las emulsiones facilita maniobras posteriores de reduccion o
aumento del tamafio de particulas, con resultados mas favorables también para alimentos (16). Una forma efectiva para lograr encapsular
mas material de interés, es la aplicacion de procesos de congelado y descongelado, (Freeze Thawing -FT-) este proceso se utiliza en la
ruptura y refusion de liposomas tipo SUV’s, los solutos del interior y el exterior se reorganizan y puede encapsularse mas material, hasta
un 30% en el material encapsulado, a riesgo de incrementar los tamafios de las particulas (15, 2).

La leche de cabra (Capra hircus) ha sido usada por el hombre como alimento, desde los inicios del periodo sedentario hasta nuestros
dias (17). En Argentina la especie se encuentra presente en casi todas las provincias del territorio nacional, se concentran en tres
provincias: Santiago del Estero, Neuquén y Mendoza (18). En la ultima década, en el NOA, se advirtié una creciente demanda de los
productos de origen caprino (19) tanto productores como actores privados, interesados por la actividad, sitlan los establecimientos en
tierras con aptitud agricola. Adema4s, incorporan diferentes tecnologias en cada etapa del sistema. Sin embargo, la produccién de quesos
es el destino ancestral y actual (20). La leche caprina es valorada por su aporte nutricional y funcional las leches en general y la de
cabra en particular no aportan cantidades significativas de hierro a la alimentacion, algunos autores documentan presencia de hierro en
leches de cabra manifestando que, respecto a leche de vaca, logran una recuperacién mayor de las anemias. (21, 22, 23). La densidad
caldrica mayor y sus polimorfimos proteicos dan cuenta de una mejor tolerancia gastrica y una mayor proporcién de acidos graso de
cadena larga, vinculados con el tipo de alimentacion del rodeo caprino, lo que redunda en calidad y funcionalidad de nutrientes aportados
(24, 25, 26, 27).

Los objetivos del presente trabajo fue desarrollar microcapsulas con hierro, disefiar una tecnologia para obtenerlas, caracterizar y evaluar
los liposomas obtenidos considerados adecuados para fortificar leche caprina para cubrir al menos un 30% de la dosis diaria recomendada
a fin de obtener un alimento de interés a un producto de la region.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con lecitina de uso alimentario marca Melar; de dos tipos liquida y granulada provista por la firma Melar S.A. de Argentina.
Para la obtencion de liposomas con hierro, se probaron dos formas diferentes, identificadas como Proceso Ay Proceso C, tomando como
referencia el método descripto por De Paoli, et al., (28) y aplicado en lecitinas liquidas. El Proceso A, consistid en desarrollar liposomas,
con lecitina y agua destilada en un agitador de alta velocidad, luego se aplicaron dos ciclos de congelado y descongelado (Freeze Thaw:
FT) luego, a temperatura de 20°C, con agitacién baja, se adicion sulfato ferroso heptahidratado y acido L ascorbico en una proporcién
de 15¢:1g/100ml de emulsién, seguido de otros dos ciclos de FT. En el Proceso C, se formaron liposomas con lecitina de igual modo
que lo mencionado en el proceso A, una vez logrados, se les adiciond sulfato ferroso y acido ascorbico en la concentracion referida, en
idénticas condiciones de temperatura y velocidad planteadas para el proceso A, con una posterior aplicacién de dos ciclos de FT.
Contenido de Hierro en Liposomas: En cada etapa del proceso (1° y 2° FT) se obtuvo un concentrado de liposomas utilizando una
centrifuga Presvac modelo DCS 16RV, a 3200 rpm durante 20 minutos, a los que se midid el contenido de hierro por colorimetria con
Tirdn (1) y fésforo inorgénico por la técnica de Barlett (2). Se calcul6 la eficiencia de encapsulado (EE), definida como la relacién de
hierro retenido en liposomas sobre la cantidad de hierro adicionado para realizar la emulsion por 100, expresandose como porcentaje de
hierro retenido en liposomas (9), se calcul6 ademas la relacion hierro/fésforo. Los valores obtenidos se procesaron estadisticamente a
través del andlisis de la varianza y se aplicé prueba de Tukey utilizando un programa Infostat, Version 2011 licencia INTA, actualizada.
A fin de optimizar el contenido de hierro en los liposomas, se plante6 un disefio experimental en el que se estudiaron otros parametros
de procesos con tres factores: tipo de lecitina de uso alimentario una liquida y otra granulada; concentracion de lecitina y tiempo de
tratamiento en tres niveles 3,5; 4,7; 5,9g de lecitina/100ml y 7; 10 y 13 minutos alto medio y bajo respectivamente a cada factor,
resultando 18 ensayos para los dos tipos de lecitinas, de nueve puntos en cada una. Los datos obtenidos se procesaron estadisticamente
mediante analisis de varianza y observando las interacciones dobles y triples de cada factor estudiado. Los liposomas optimizados asi
obtenidos se afiadieron luego a la leche de cabra.
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Con la finalidad de determinar el tamafio aproximado de los liposomas obtenidos, se empled una cdmara de Neubauer para la
observacion, en un microscopio optico Nikon Eclipse E200, se capturaron imagenes con la camara adosada a este equipo y se procesaron
con el programa Micrometrics Premium SE. La estabilidad térmica de los liposomas producidos, se evalud por calorimetria diferencial
de barrido (DSC), en un equipo DSC Q200V24 Build 116, con un intervalo de barrido de 20 °C a 130 °C con una velocidad de
calentamiento de 10 °C/min, bajo flujo de nitrégeno (10ml/min) a fin de referir dicho comportamiento con la temperatura de
pasteurizacion de la leche de cabra.

RESULTADOS Y DISCUSION

Liposomas: Luego de aplicar las dos formas de obtencién de liposomas se tuvieron los datos que se observan en la Tabla 1; la
concentracion de lecitina en ambos procesos fue la misma e la cantidad de Fésforo en las distintas etapas y fracciones no se modifico.
Estadisticamente no hubo diferencias significativas para la concentracion de dicho mineral entre las muestras, tratamientos, ni entre la
interaccion muestras/ tratamiento. EI contenido de hierro en liposomas obtenidos con proceso A, resulté ser mayor apenas elaborado,
sin embargo, luego de dos ciclos de FT solo retiene un 66,45% de la cantidad inicial de hierro. Estadisticamente se hallé diferencia
significativa entre las muestras y los tratamientos.

En el Proceso C el contenido de hierro inicial fue sélo un 0.59¢/100 pero aplicados dos FT se incrementa la eficiencia en 80%, sin
diferencias estadisticas entre el 1° y 2° FT; se encontraron diferencias significativas entre las muestras y procesos, también en la
interaccion entre ambos.

El menor contenido de hierro dentro de los liposomas en el proceso A, puede deberse a la mayor manipulacion y deterioro de la particula
liposomal por los 4 ciclos de FT, aumentando la probabilidad de flocular, agregarse, flexibilizarse e inclusive, liberar parte del material
encapsulado (15-29). Sin embargo, en ambos procedimientos se verifica que FT mejora el encapsulado (2). El procedimiento C se ajusta
mejor a lo requerido desde el punto de la eficiencia de encapsulado y brevedad en la obtencidn.

Tabla 1. Contenido de hierro, fésforo, relacién Fe/P y eficiencia de encapsulado (EE) en liposomas segln procesos de

obtencion Ay C

Proceso A | Hierro g/100ml Fosforo g/100ml Relacién Fe/P E.E.

Muestras | Promedio | D.E. | Promedio | D.E. | Promedio | D.E. | Promedio | D.E.
vacios 0,00 a 0,001 | 0,10 a 0,001 | 0,05 a |004 |0,07 a 0,02
Lip hierro* | 1,26 e 0,03 0,09 a 0,001 | 13,73 b 0,09 39,76 e 1,00
1°FT 0,23 b 0 0,09 a 0,002 | 2,66 a 0,06 729 b 0
2°FT 0,84 d 0,04 |005a 0,055 | 8,75 ab | 0,17 | 26,42 d | 1,27
Proceso C Hierro g/100ml Fosforo g/100ml Relacion Fe/P E. E.
Muestras Promedio | D.E. | Promedio | D.E. | Promedio | D.E. | Promedio | D.E.
vacios 0,00 a 0,001 | 0,09 a 0,004 | 0,045 a | 0,018 | 0,085 a 0,17
Lip hierro* | 0,59 ¢ 0,016 | 0,09 a 0,021 | 6,26 ab | 1,56 1855 ¢ 0,52
1°FT 2,56 f 0,002 | 0,09 a 0,022 | 27,07 b | 6,07 | 80,82 f 0,06
2°FT 2,57 f 0,013 | 0,09 a 0,002 | 2822 b | 0,22 | 8100 f 0,4

Referencias: * liposomas con hierro sin FT. Letras diferentes en la misma columna significan diferencias significativas (p< 0,05)

En relacion al disefio experimental aplicado, la emulsién de liposomas fue fisicamente mas estable en las lecitinas liquidas que en las
granuladas, ya que estas presentaron una evidente separacion de fases al ser descongeladas (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Emulsién con lecitinas liquidas Figura 2. Emulsidn con lecitinas granuladas

Los datos obtenidos se observan en la Tabla 2, el contenido de hierro en liposomas mostrd diferencias altamente significativas
(p<0,0001) entre los tipos de lecitinas empleados, los elaborados con la lecitina liquida retuvieron mas mineral (2,51gFe/100ml) que los
con granulada (2,26 g Fe/100ml). Entre los tiempos de tratamiento se encontraron diferencias altamente significativas, un tratamiento
de 10 minutos fue el de mayor contenido de hierro (2,55 g Fe/100ml) y no se presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre las tres concentraciones de lecitina.

En el andlisis de las interacciones, se observé que para el contenido de hierro segln la concentracion de lecitina/tiempo (Figura 3) y tipo
de lecitina/tiempo (Figura 4) hubo diferencias estadisticas (p<0,0001); los mayores valores, se observaron en los liposomas elaborados
con 10 minutos de tratamiento y 3,59 de lecitina; como asi también, en los producidos con lecitinas liquidas y tratados a igual tiempo.

Tabla 2. Contenido promedio de hierro y fésforo (g/100ml); eficiencia de encapsulado y relacién hierro/ fosforo segun tipo

de lecitina.
° Fe g/100ml + D.E P g/100ml + D.E E.E. (%) Rel Fe/P
>
[+
L‘I'cj Liquida Gran. Liquida Gran. Liquida | Gran. | Liquida | Gran.

1
1,80+0.01 | 2.41+0.02 | 0,34 +0.66 | 0,13 +0.01 6024 | 8214 531 18,00

2
2,67+0.05 | 2,06+0.08 | 0,35+0.12 | 0,31 +0.02 8945 | 69,64 7.65 6,64

3 2,02+0.02 | 2,47 +0.11 | 0,17 +0.01 | 0,44 +0.00 67.87 | 8405 | 12,09 5,57

4
2,95+0.08 | 2,51+0.00 | 0,36 +0.09 | 0,31+0.01 9891 | 85.37 8.3 8,12

5 256+0.10 | 1,96 +0.13 | 0,40+0.16 | 0,38 +0.18 86,04 | 66,63 7.37 7.07

6 290+0.07 | 2,42+0.02 | 0,64 +0.01 | 0,36 +0.04 9724 | 8242 4,50 6,72

7
2,34+0.02 | 237+0.10 | 0,28+0.02 | 0,27 + 0.03 7850 | 80.47 8,38 8,94

8
2,92+ 0.04 | 2,46+ 0.09 | 0,41+0.04 | 0,30 + 0.03 97.96 | 8359 7,06 8,33

9
2,28+0.08 | 2,33+0.03 | 0,25+0.12 | 0,31 + 0.07 76,63 | 7929 | 10,16 7,67

Referencias: + Desvio estandar (D.E.)
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Figura 3. Interaccidn concentracién de lecitina y tiempo para elaboracion de liposomas en relacion a su contenido de hierro
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Figura 4. Interaccion tiempo y tipo de lecitina empleada para la elaboracion de liposomas en relacion a su contenido de
hierro

En la Figura 5 se muestran los resultados de las interacciones tiempo/lecitina/concentracion, se encontraron diferencias altamente
significativas entre las mismas. Cabe sefialar que se registré el mayor contenido de hierro de 2,95 g/100 ml en liposomas producidos
con lecitina liquida a una concentracion de 3,5g con tratamiento de 10 minutos.
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Figura 5. Interaccion concentracion de lecitina, tiempo y tipo de lecitina empleada para la elaboracion de liposomas en
relacion a su contenido de hierro

Con respecto al contenido de fosforo en liposomas, solo se encontraron diferencias significativas (p=0,041) entre los tiempos de
tratamiento; con 10 minutos, se obtuvo el mayor contenido del mineral 0,403 g de P/100ml. Con el andlisis de la varianza para la
eficiencia de encapsulado, se hallaron diferencias altamente significativas (p < 0,0001) entre los tipos de lecitinas y los tiempos de
tratamiento. La lecitina liquida fue mas eficiente, alcanzando un valor promedio de 83,65% en relacidn a 79,3% en la granulada; con un
tiempo de tratamiento de 10 minutos (Figuras 6 y 7). En cuanto a la concentracion de lecitina no se encontraron diferencias estadisticas.

87,277 e 85,57 — —
p— ] 1
65,45 64,184
W 43,641 i 42,78
21,824 21,399
0,00 T T 1 0,00 T T T 1
granuladas liquidas 7 10 13
Lecitinas Tiempo
Figura 6. Valores medios y desvios estandar de Figura 7. Valores medios y desvios estandar de eficiencia
eficiencia de encapsulado (EE) segun tipo de lecitina encapsulado (EE) segln tiempo de proceso

Con la interaccién lecitina/tiempo la EE resultd altamente significativa (p<0,0001). EI mayor valor 90,85% se registro para la lecitina
liquida, con un tiempo de agitacion de 10 minutos. La interaccion lecitina/concentracién/tiempo mostré que los liposomas producidos
con 3,5 g lecitinas liquida, con un tratamiento de 10 minutos, presentd una eficiencia de encapsulado de 98,91%

Respecto a la variable relacion hierro/fosforo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tipos de
lecitinas/concentracion, ni entre los tiempos de tratamiento empleados. De las interacciones dobles analizadas, la Unica que resultd
significativa (p=0,0263) fue la de tipo de lecitina/concentracion; para de 4,79 la relacion hierro/fosforo registré valores semejantes en
ambos tipos de lecitina. La triple interaccion planteada para el analisis de la relacion hierro/fésforo resulté altamente significativa,
observandose que en la lecitina granulada, tratada con el menor tiempo de los tiempos ensayados (7 min.) y con una concentracion de
3,59 mostrd la mejor relacién hierro/fésforo la que result6 igual a 18. Sin embargo, debido a la inestabilidad fisica demostrada por este
tipo de lecitina, no se considerd viable para la obtencion de los liposomas.
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Tamafio de los liposomas: La observacion microscopica de los liposomas en camara de Neubauer permitié aproximar el tamafio de las
particulas, si bien se observa una gran diversidad de tamafios se pudo determinar que la poblacién en su mayor proporcion fueron
menores a 250 um. los fotografiados (Figura 8) corresponden a los de mayor eficiencia de encapsulado que cumplieron el proposito de
fortificar con el 30% de la dosis diaria recomendada.

Estabilidad térmica: En el termograma de las Figura 9 correspondientes a los liposomas obtenidos en el ensayo 4; que retuvo mayor
contenido de hierro, se puedo establecer que no se produce transicion de fase en los liposomas, aln a temperaturas superiores a la de
pasteurizacién, lo que asegurd la estabilidad térmica de los mismos al ser adicionados a la leche de cabra a temperatura de pasteurizacion.

A. Liposomas en camara de Neubauer | B. Detalles multilamelas en cdmara de | C. Microscopia de liposoma (100x) en
préoximos al cuadrante secundario B | Neubauer proximos al cuadrante | inmersion.
(10x). secundario B (40x)

Figura 8. Liposomas en camara de Neubauer con distintos aumentos (10x; 40x; 100x)

20
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Figura 9. Termograma de Liposomas con hierro

CONCLUSIONES

- Fue posible elaborar liposomas a partir de lecitinas de uso alimentario adicionados con hierro utilizando un homogeneizador de
alta velocidad, mediante un proceso de obtencion definido como “C”.

- La aplicacion de congelado y descongelado, al menos 2 ciclos, favorecen el encapsulado de hierro.

- Para la mayoria de las variables estudiadas se establecié que los liposomas mas eficientes y con mayor cantidad de hierro, fueron
los elaborados con lecitina liquida a una concentracién de 3,5 g/100ml y tratados durante 10 minutos los que retuvieron 2,95 g de
Fe/100ml y una eficiencia de encapsulado de 98,91%.

- Los resultados obtenidos en las variables de proceso realizadas con lecitina granulada, ademas, de su comprobada inestabilidad
fisica, no cumplieron con caracteristicas apropiadas para la obtencion de liposomas viables para fortificar leche caprina.
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Los tamafios de los liposomas obtenidos en el ensayo escogido, se mantuvieron dentro del rango micrométrico planteado, la
mayoria fueron menores a 250 pm.
Los liposomas obtenidos fueron estables a las temperaturas fijadas para la pasteurizacion en leche de cabra.
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OBTENCION DE SNACKS DULCES Y SALADOS A PARTIR DEL SABORIZADO DE
ALMENDRAS Y PISTACHOS.
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RESUMEN

Se propuso investigar la posibilidad de desarrollar nuevos productos, almendras y pistachos saborizados con incrustaciones de especias
y aromaticas deshidratadas. Los ensayos fueron programados en dos etapas. Una a escala artesanal en laboratorio y otra a escala
industrial. Los materiales de frutos secos elegidos fueron almendra variedad Guara y Non Pareil, y pistacho variedad Kerman. Se
plantearon distintos tratamientos utilizando diferentes fases liquidas proteicas, azucaradas y aceitosas como soporte para la incorporacién
de las sustancias aromaticas sobre la superficie de los frutos. Se usaron diferentes especias en polvo y arométicas deshidratadas y molidas
buscando diferentes opciones de sabor. A escala artesanal, los mejores tratamientos fueron aquellos en los que se utilizd jarabe de
sacarosa Yy aceite de canola para mojar los frutos, debido a que presentaron mejor apariencia visual, ausencia de aromas rancios y menor
capacidad de desgrane de las capas externas formadas durante el saborizado. El trabajo realizado a escala industrial en pailas
grageadoras, todos los tratamientos obtuvieron productos de buena calidad organoléptica y apariencia visual, destacandose aquellos en
los que se utilizé aceite de canola que confirié a los productos terminados mayor brillo y untuosidad, mostrando buena estabilidad para
la manipulacion durante el almacenamiento.

Palabras clave: almendra, pistacho, saborizado, snacks

ABSTRACT

It was proposed to investigate the possibility of developing new products, almonds and flavored pistachios with spices and dehydrated
aromatic herbs. The trials were scheduled in two stages. One, on an artisan scale in laboratory and another, on an industrial scale. The
selected nut materials were almond variety Guara and Non Pareil, and pistachio variety Kerman. Different treatments were proposed
using different protein, sugary and oily liquid phases as a support for the incorporation of the aromatic substances on the surface of the
fruits. Different dehydrated and ground aromatic herbs and powdery spices were used looking for different flavor options. At the artisanal
scale, the best treatments were those in which sucrose syrup and canola oil were used to get wet the fruits, because they presented better
visual appearance, absence of rancid aromas and less shelling capacity of the external layers formed during the flavoring. The work
carried out on an industrial scale in confi bowl, all treatments obtained products of good organoleptic quality and visual appearance,
standing out those in which canola oil was used because finished products showed greater brightness and flavor, gaining good stability
of coatings for handling during storage.

Keywords: almonds, pistachio, flavoring, snacks

INTRODUCCION

En el mercado Argentino, actualmente se encuentran frutos secos procesados en forma de peladillas dulces o bafiados en chocolate
blanco o negro pero no se elaboran en el mercado frutos secos saborizados dulces y salados y se planted desde esta linea de investigacién
la posibilidad de desarrollar un nuevo producto, almendras y pistachos saborizados con incrustaciones de especias y aromaéticas
deshidratadas, que puedan enriquecerlos ofreciendo una nueva alternativa de snack para los consumidores.

MATERIALES Y METODOS

En la primera etapa del trabajo, se evaluaron diferentes combinaciones de ingredientes procesados en forma artesanal, utilizando un
horno convencional.

Se utiliz6 almendras de variedad Guara y pistacho variedad Kerman cultivados en San Juan.

La fruta, solo fue lavada con agua fria, sin remover la piel, y secada a temperatura ambiente, conservando la rugosidad superficial
original

Toda la fruta, fue secada primero a temperatura ambiente y posteriormente tostada en horno a 65°C durante 30 minutos.
En forma separada, almendras y pistachos, sufrieron un tostado, y posteriormente fueron fraccionados en 24 lotes de 2 kilogramo cada
uno, que fueron sometidos a los siguientes tratamientos (T):
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T1- Inmersion en clara de huevo batida a nivel medio, escurrido y rebozado en mezcla seca de 25 g canela en polvo, 25 g nuez
moscada en polvo, 200 g azlcar molida fina blanca.

T2- Inmersion en clara de huevo batida a nivel medio, escurrido y rebozado en mezcla seca de 150 g cacao amargo en polvo, 200
g azucar molida fina blanca.

T3- Inmersion en clara de huevo batida a nivel medio, escurrido y rebozado en mezcla seca de 150 g café instantaneo molido fino,
200 g azlcar molida fina blanca.

T4- Inmersion en jarabe de sacarosa de 57 © Brix (Bx) escurrido y rebozado en mezcla seca de 25 g canela en polvo, 25 g nuez
moscada en polvo, 200 g azlcar molida fina blanca

T5- Inmersién en jarabe de sacarosa de 57 © (Bx), escurrido y rebozado en mezcla seca de 150 g cacao amargo en polvo y 200 g
azucar molida fina blanca.

T6- Inmersion en jarabe de sacarosa de 57 © (Bx), escurrido y rebozado en mezcla seca de 150 g café instantaneo molido fino, 200
g azlcar molida fina blanca.

T7- Inmersion en aceite de canola a temperatura ambiente, y rebozado en un preparado de 30 g sal fina y 100 gr mezcla comercial
pre-elaborada para saborizar pizza.

T8- Inmersion en aceite de canola a temperatura ambiente, y rebozado en un preparado de 30 g sal fina y 100 g mezcla comercial
pre-elaborada para saborizar pesto

T9- Inmersion en aceite de canola a temperatura ambiente y rebozado en un preparado de 30 g sal fina y 100 g mezcla pre-elaborada
para saborizar provenzal

T10- Inmersion en aceite de oliva a temperatura ambiente, y rebozado en un preparado de 30 g sal fina y 100 gr mezcla comercial
pre-elaborada para saborizar pizza.

T11- Inmersion en aceite de oliva a temperatura ambiente y rebozado en un preparado de 30 g sal fina y 100 g mezcla comercial
pre-elaborada para saborizar pesto

T12- Inmersidn en aceite de oliva a temperatura ambiente y rebozado en un preparado de 30 g sal fina y 100 g mezcla pre-elaborada
para saborizar provenzal

Las muestras correspondientes a cada tratamiento, fueron posteriormente secadas en horno a temperatura de 60 °C durante 30 minutos
y luego enfriadas a temperatura ambiente.

Terminado el proceso, fueron almacenadas en recipientes abiertos durante 24 horas que, luego de cerrados herméticamente, fueron
conservados a temperatura ambiente.

RESULTADOS

En los tratamientos en que se utilizé clara de huevo como agente de adhesién para los sabores a incorporar, el aspecto externo obtenido
tenia caracteristicas de costra firme, aireada, en la cual no se diferenciaban o sobresalian las particulas de especias, cacao y café finamente
molidos. La costra formé una capa consistente y homogénea pero rugosa, que resiste el roce de los frutos sin quebrarse o separarse ain
después de 6 meses de almacenamiento.

La fruta tratada con jarabe de sacarosa de 57 °Brix obtuvo una apariencia externa més azucarada, de cristales finos que se distinguian
incluso en boca, mostrando buena adhesion inicial de las particulas de las sustancias utilizadas para incorporar el sabor, pudiendo
observarse las tonalidades originales de cada ingrediente en el acabado de la cobertura final. Estas muestras, mostraron tendencia a la
separacion de particulas, cristales de sacarosa, por roce durante el periodo de 6 meses de almacenamiento.

Para los tratamientos en que se utilizo el aceite de canola como agente para la adhesion en la superficie de los ingredientes elegidos, la
apariencia fue mas brillosa, aunque no aceitosa al tacto, y las particulas de aromaticas y especias molidas finas, podian diferenciarse de
la superficie de la almendra y del pistacho, manteniendo sus colores originales en forma independiente unas de otras. No se observo la
aparicion de sabores ni olores rancios debidos al aceite de canola, por lo que el producto se mantuvo estable durante los 6 meses de
almacenamiento a temperatura ambiente.

Finalmente, aquellas muestras en las que se utiliz6 aceite de oliva, si se observo al tacto una sensacion aceitosa y el olor caracteristico a
aceituna fue desvaneciéndose durante el almacenamiento mostrando incluso la aparicidn de un leve aroma a rancio al finalizar los 6
meses de guarda.

SABORIZADO EN PAILA ROTATIVA O BOMBO GRAGEADOR

INTRODUCCION

Con el objeto de llevar a escala industrial la produccion de snacks de frutos secos se utilizé una técnica similar a la del grageado, en la
cual la gragea se fabrica con centros hechos en una paila bombo en rotacion (Fig. 1 y 2), en la que se forma una envoltura constituida
por diferentes capas de azucar recristalizado con una humedad residual que puede variar del 1 al 3%
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Figura 1. Bombo con conductos para soplado con aire Figura 2. Paila bombo rotativa

Los centros se clasifican en naturales y fabricados, segun el origen de los mismos que en este caso, son naturales, por tratarse de frutas,
pepitas de almendra y pistacho.

En la técnica del grageado, la solucidn del grageado es clave para que cada capa de envoltura siga el contorno de los centros, en este
caso centros naturales constituidos por las pepitas de almendra y de pistacho. EI mojado, es la etapa en que se afiade en el bombo el
jarabe de engrosado, que formara una capa alrededor de los centros. Se utiliza generalmente para el grageado un jarabe de azucar de 65
a 80 % de Solidos Solubles.

La segunda etapa es la de engrosado, que consiste en la formacién sucesiva de capas por adicion sucesiva de jarabe. Las grageas duras
son productos de confiteria compuestos de un centro recubierto de varias capas.

Es importante el calibrado correcto y homogéneo de los frutos para que en el proceso, las grageas queden del mismo tamafio.

La formacion de cada capa, necesita de tres etapas:

1) La adicién de jarabe de engrosado

2) La distribucién homogénea de jarabe en la superficie de los centros (pepitas)

3) El secado, que se produce por la inyeccidn de aire seco cuya temperatura puede oscilar entre 40 — 60 °C

La velocidad de rotacién del bombo se regula en funcion del tamafio y peso de la fruta de manera de garantizar que todos los centros
estén en movimiento permanente rotativo sin resbalar por las paredes, sino rozando en forma continua unos sobre otros mientras giran
sobre sus ejes.

MATERIALES Y METODOS

En estos ensayos se trabajo con almendra variedad Non Pareil, tamafio grande y uniforme, de piel clara y de baja rugosidad, cuya pepita
de forma plana es de apariencia atractiva.

El tostado de la fruta con piel, sin repelado, para asegurar la adhesion o incrustacion de las sustancias saborizantes, se realizé en horno
panadero, de bandejas rotatorias y con corriente de aire caliente a 65.5°C, lo que permiti6 dar a toda la partida de fruta un nivel de
humedad y color finales homogéneos.

Para este ensayo, se prepard un jarabe de sacarosa de 57° Bx al que posteriormente se le incorporé goma arabiga en una proporcion del
25% (Fig. 3).
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Figura 3. Jarabe concentrado de sacarosa y goma arabiga.

La fruta desecada y tostada, fue incorporada dentro de la paila rotatoria tipo bombo grageador. Se procedié o mojarla con el jarabe,
dejandola rotar en el interior primero durante 5 minutos para garantizar que toda la fruta habia sido mojada por el jarabe
homogéneamente, cumpliendo esta fase liquida con la funcién de goma, sobre la cual se adhieren las particulas de especias y/ o de las
aromaticas molidas, ademas de endulzar.

Posteriormente se fueron incorporando las especias y arométicas, lentamente, de a poco, dejando la fruta rotar en el bombo para
garantizar la cobertura de toda la superficie del fruto con las particulas que se deseaba incorporar.

Durante 30 minutos, para cada muestra, se realizaron agregados intercalados de jarabe con goma, aceite de canola, especias y aromaticas
secas (Fig. 4) segun lo estipulado para cada tratamiento.

Durante el proceso, al girar, se fueron formando capas de goma y aromas sobre cada pepita de fruto, a medida que van secandose unas
sobre otras. El giro de la paila, sumado al soplado de aire seco y fresco por la boca, facilita el secado rapido de la mezcla almibar y goma
sobre la superficie de la fruta, entre giro y giro, lo que permite obtener al final del proceso una textura granulosa y seca en cada fruta,
con las especias y aromaticas bien adheridas y distribuidas. En el interior de la paila los frutos fueron sometidos a un movimiento
rotativo, por lo que las superficies resultaron bien cargadas, sin excesos, debido a la friccién entre los frutos.

Figura 4. Fruta girando sobre su propio eje en el interior del bombo

El punto final fue determinado para cada muestra en funcidn de la sensacion al tacto (seco), la apariencia visual (cobertura homogénea)
y sabor (agradable, en el que se pudieron reconocer los aromas)

Los tratamientos evaluados en paila tipo bombo rotatorio para grageado, fueron los siguientes:
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T1: 5 kg de almendra + 125 g café instantaneo sabor mokaccino + 120 g café instantaneo sabor capuccino + 130 g cacac amargo +
25 g canela molida. Jarabe 500 ml

T2:1 kg de almendra + 25 g canela molida + 50 g nuez moscada molida. Jarabe 250 ml

T3: 1 kg de almendra + 75 g premezcla condimento deshidratado sabor pizza + 50 ml de aceite de canola. Jarabe 250 ml.

T3: 1 kg de almendra + 75 g premezcla condimento deshidratado sabor pizza + 10 g de ajo en polvo + 50 ml de aceite de canola.
Jarabe 250ml.

T4: 1 kg de almendra + 100 g premezcla condimento deshidratado sabor provenzal + 20 g de ajo en polvo + 50 ml de aceite de
canola. Jarabe 250 ml.

T5: 1 kg de almendra + 50 g albahaca molida deshidratada + 50 ml de aceite de canola. Jarabe 200 ml.

Las muestras fueron almacenadas en bolsas semiabiertas (Fig. 5) durante 5 dias al cabo de los cuales, la superficie estaba totalmente
seca y los aromas habian sido ya incorporados a la fruta en un todo.

.
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Figura 5. Producto terminado himedo

Después de ese periodo, se degustaron comprobando que la textura era seca ero se habian estabilizado los aromas, pudiendo distinguirse
perfectamente cada sabor en cada muestra, detectando todas las especias y aromaticas intervinientes.

El procesado en paila rotatoria dio recubrimientos mejor adheridos a la pared de las pepitas, lo que le confirié6 mayor estabilidad en el
almacenamiento (Fig. 6 a 9).

Figura 6. Sabor canela y nuez moscada Figura 6. Sabor cacao, café mokaccino y capuccino
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Figura 7. Sabor pizza Figura 8. Sabor pesto

CONCLUSIONES

La obtencion de snacks a partir de pistachos con este tipo de metodologia es totalmente posible. En este trabajo se lograron los resultados
esperados, abriéndose un sinfin de posibilidades para la agroindustria local, ya que el proceso es simple, de bajo costo, de baja inversion
en equipamiento, y la posibilidad de ofrecer variedad de aromas es tan amplia como la creatividad de quien desarrolle cada formula.
También existe una amplia gama de aditivos alimentarios que podrian realzar los aromas y prolongar el almacenamiento de estos
productos y que todavia deben ser testeados. Se debe tener en cuenta que incluso los sabores cambian en funcién de la variedad de fruta
elegida. Este trabajo, se transforma en el punto de inicio para el desarrollo de productos de alto valor agregado con un gran potencial
para el mercado local e internacional.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue la optimizacion del método de extraccion de compuestos fenolicos presentes en lechuga (Lactuca
sativa L.) mediante la metodologia de superficie de respuesta. Para ello, se utiliz6 un disefio D-Optimal a partir del cual fueron evaluadas
diferentes combinaciones de proporcion de metanol como solvente de extraccion (metanol al 30, 50 y 70% con agua acidificada, v/v),
temperatura (25, 45y 60 °C) y tiempo (1 y 2 horas) sobre el contenido de compuestos fenélicos totales. El analisis de ANOVA, evidencio
que el modelo fue consistente para los datos experimentales (R?=0,67, p<0,0001) con falta de ajuste no significativa (plack of fit > 0.05).
Los valores predichos de la variable respuesta calculados a partir del modelo presentaron un alto coeficiente de correlacién con los
resultados experimentales. Las condiciones 6ptimas de extraccién para los compuestos fenélicos fueron una temperatura de 25 °C
durante un intervalo de tiempo de 2 h independientemente de la concentracion de metanol.

Palabras clave: optimizacidn, método de extraccidn, compuestos fenélicos, Lactuca sativa L.

ABSTRACT

The main objective of the present work was to optimize the extraction conditions for total phenolics content present in lettuce (Lactuca
sativa L.), using response surface methodology. For this, a design of D-Optimal with different combinations of proportion of methanol
as solvents (methanol at 30, 50 y 70 % with acid water, v/v), temperature (25, 45 and 60 °C) and extraction time (1 and 2 hour) on total
phenolics content were applied. ANOVA analysis showed consistent fittings using the models of the experimental data with regard to
total phenolics content (R?=0,67 and p< 0,001) with lack of fit not significant (plack of fit > 0.05) independently of methanol proportion.
A close agreement between experimental and predicted values was found when applying these conditions. The optimum extraction
conditions for total phenolics content were 25 °C and 2 h, independently of methanol proportion.

Keywords: optimization, extraction method, polyphenols compounds, Lactuca sativa L.

INTRODUCCION

En los Gltimos afios, se ha desarrollado un creciente interés en los compuestos bioactivos presentes en hortalizas, tanto por investigadores
como por consumidores. Ello se fundamenta en los beneficios sobre la salud humana asociados al consumo de hortalizas. Entre los
vegetales de hoja, la lechuga se destaca por su contenido de compuestos bioactivos, entre los cuales se encuentran los compuestos
fendlicos, vitaminas C y E, clorofilas y carotenoides (1). En lechuga, la determinacion de compuestos fendlicos se lleva a cabo a partir
de extractos liquidos obtenidos bajo diferentes condiciones, entre ellas: a) empleando metanol como solvente de extraccion (2) con
agitacion continua durante 1 h (3); a temperatura ambiente agitando durante 30 s (4) o mediante reflujo por 1 h (5); b) empleando agua
como solvente de extraccion bajo reflujo por 1 h (5), por 6 0 24 h a temperatura ambiente (6, 7) o por 10 min a 80 °C (6); ¢) empleando
metanol:agua:acido acético (85:15:0,5 v/v) con sonicacion por 5 min y luego manteniendo a temperatura ambiente por 20 min (8, 9); d)
empleando fosfato de sodio (pH: 7,5) por 1 min seguido de la extraccion con acetato de etilo (10) y e) empleando acetona:agua:acido
acético (70:29:5:0,5, v/v) por 24 h a 4 °C (11). El tipo de solventes de extraccion empleado determina que compuestos son extraidos,
mientras que la proporcién del mismo, temperatura y tiempo, influyen en la eficiencia, rendimiento y estabilidad de los compuestos en
solucion, lo cual conduce en general a diferentes resultados. Para evitar ello y obtener resultados reproducibles, comparables a los
obtenidos por diferentes grupos de trabajo y matrices, las condiciones de extraccion deben ser optimizadas y maximizadas.

La extraccion de los principios bioactivos es el paso inicial para su deteccién y cuantificacion en diferentes matrices vegetales. Debido
al alto costo de reactivos y las variables que afectan los procesos analiticos, resulta esencial contar con métodos adecuados para este
proposito. En quimica analitica, la optimizacion de los métodos es imprescindible al momento de determinar la serie de condiciones que
se requieren para obtener un resultado deseable u éptimo (12). El disefio multivariado de experimentos o modelado de la superficie de
respuesta (DOE) presenta como ventajas requerimientos minimos de tiempo, esfuerzo y recursos, comparado con los procedimientos
univariados, facilitando la obtencién de informacién mientras se minimiza la cantidad de experimentos (13). DOE y la metodologia de
superficie de respuesta (RSM) han demostrado ser Utiles para el desarrollo, mejora y optimizacién de procesos, siendo utilizados en
aplicaciones analiticas, en la industria y en bioprocesos (13).
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El objetivo del presente trabajo fue la optimizacion de los parametros criticos (concentracién de solvente, temperatura y tiempo) que
afectan la extraccién de compuestos fenolicos presentes en lechuga usando la metodologia de superficie de respuesta.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Lechuga cv Rapidmor oscura fue implantada en la EEA La Consulta en un disefio de bloques completos al azar. Las plantas fueron
cosechadas e inmediatamente acondicionadas en el laboratorio para su posterior analisis. Hojas sanas, libres de defectos y ataque de
insectos fueron seleccionadas para cada experimento.

Procedimiento de extraccion

La extraccién fue efectuada siguiendo el método propuesto por Viacava et al. 2015 (14), variando los parametros: concentracion de
metanol (MeOH):agua acidificada (v/v), temperatura y duracidn del proceso de extraccion. Hojas frescas fueron homogeneizadas en un
blender durante 1 min. Luego, 10 mL del solvente de extraccién fueron adicionados a 1 g de tejido. Las proporciones de metanol
evaluadas fueron: 30, 50 y 70%, el tiempo: 1y 2 horas y la temperatura de extraccion: 25, 45 y 60 °C. Durante la extraccion, cada
intervalo de 25 min., se realiz6 agitacion en bafio de ultrasonido (5 min.) y vortex. Una vez finalizado el proceso, los homogenatos
fueron centrifugados a 14000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se conservo en freezer a -20 °C hasta el momento de anélisis.
Determinacién de compuestos fendlicos totales (CFT)

El andlisis fue llevado a cabo siguiendo la metodologia propuesta por Singleton (15), usando el reactivo de Folin-Ciocalteu (FCR) con
acido galico como estandar. Para ello, se adicionaron de 2,5 mL de agua y 0,25 mL de FCR a 50 L de extracto de lechuga. Luego de 3
min., se agregaron 0,75 mL de carbonato de sodio (25% p/v) y 1,5 mL de agua. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente y a la
oscuridad durante 60 min. La absorbancia fue medida a 765 nmy el CFT se calcul6 usando una curva de calibracion lineal. Los resultados
obtenidos fueron expresados en mg de acido galico equivalentes por gramo de tejido fresco de lechuga (mg GAE/g pf).

Disefio experimental y analisis estadistico

La metodologia de superficie de respuesta fue utilizada para evaluar la influencia de las condiciones de extraccion de CFT en lechuga
fresca. Los datos fueron analizados mediante el software Design-Expert 6.0.10. El analisis estadistico incluy6 el analisis de la varianza
(ANOVA), el estimador F, el cual establece la significancia del modelo y el coeficiente de determinacion R2. El test de falta de ajuste
del modelo se establecio para un nivel de significancia del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 1 muestra el contenido de fenoles totales bajo las condiciones establecidas para un disefio D-Optimal de 15 ensayos,
observandose la variacién en CFT en funcion de las condiciones de extraccion evaluadas. EI contenido mas alto de CFT fue hallado en
la extraccion bajo las condiciones del experimento 4 mientras que el mas bajo, en las condiciones del experimento 2. Los valores de
CFT fueron superiores a los reportados por Gomes et al. (16) y Viacava et al. (17), quienes emplearon como solventes de extraccién
metanol, acetona y etanol, respectivamente. Estas diferencias en los valores pueden deberse no solo a los solventes de extraccién
utilizados sino también a las temperaturas, tiempos y condiciones de extraccion (agitacion vs bafio de ultrasonido).

Tabla 1. Matriz del disefio D-Optimal evaluado.

RUN Factor 1 I_:actor 2 Factor 3 Respuesta
Temperatura (°C) Tiempo (h) | Metanol (%) | CFT (mg g* pf)
1 25 2 70 1,657
2 45 1 70 1,403
3 25 2 30 1,720
4 25 1 70 1,039
5 60 1 30 1,824
6 45 2 30 1,398
7 45 1 50 1,573
8 25 1 50 0,964
9 25 2 50 2,027
10 45 1 30 0,916
11 60 2 50 1,064
12 60 2 30 1,007
13 60 1 50 1,775
14 25 1 30 0,972
15 45 2 50 1,100
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A continuacidn, se presentan las ecuaciones del modelo que explica el CFT en términos de los factores codificados (Ec. 1) y sin
codificar (Ec. 2):

Ecuacioén 1:
CFT =1,36 —5,15E— 003 *A+0,025«*B—0,39 *A*B
Ecuacion 2:

CFT = —1,54 + 0,07 *temperatura + 1,94 *tiempo — 0,04 * temperatura * tiempo

Como puede observarse en la ecuacién, el CFT dependi6 de los factores temperatura y tiempo asi como de la interaccién de estas
variables pero no de la concentracion del solvente de extraccion. Otros investigadores han optimizado estas mismas variables tanto para
la extraccion de compuestos fendlicos como para distintas actividades bioldgicas como por ejemplo la actividad antioxidante en lechuga
y otras matrices vegetales (17). A partir de ello se han ajustado diferentes modelos evidenciando discrepancias atribuidas a la
composicién y estructura particular de cada matriz vegetal que contienen diversos compuestos fenélicos, asi como otros constituyentes,
los cuales pueden afectar los procesos de extraccion (17). Adicionalmente, cada sistema biolégico puede responder de manera diferencial
a las condiciones de procesamiento y extraccion, lo que demuestra la importancia de evaluar diferentes variables de extraccidn en cada
matriz de alimentos utilizando técnicas de disefio experimental multivariado.

El analisis de ANOVA evidencié que el modelo fue significativo (p<0,0001) para los datos experimentales con falta de ajuste no
significativa. Ademas, los valores estimados de la variable respuesta calculados a partir del modelo (Ec 2) presentaron un alto coeficiente
de correlacion con los resultados experimentales (Figura 1), confirmando la capacidad del modelo para describir el CFT de extractos de
lechuga fresca.

2.03 |

1.47 4

Valores estimados

1.19 4

0.92 o

I T T I I
0.92 1.19 1.47 1.75 2.03

Valores experimentales

Figura 1. Grafico de valores estimados por el modelo vs valores experimentales para el CFT en extractos de lechuga.

Debido a la interaccion de las variables tiempo y temperatura, fue posible observar que el mayor CFT se hall6 en la combinacién de
menor temperatura y mayor tiempo (25 °C y 2 h) o bien para la combinacion de mayor temperatura y menor tiempo (60 °C y 1h),
independientemente de la concentracién de metanol utilizada (Figura 2). Sin embargo, teniendo en cuenta la funcion de deseabilidad, la
maxima concentracién de compuestos fendlicos se obtendria llevando a cabo las extraccidn a la menor temperatura y durante el mayor
tiempo evaluados. En concordancia con lo reportado previamente por otros autores (4, 6) el aumento de la temperatura favorece la
extraccién de compuestos fendlicos debido a que se incrementa su solubilidad, coeficiente de difusién, viscosidad del solvente y tensién
superficial. También se ha descripto que las altas temperaturas favorecen la migracion de los compuestos fenolicos hacia el solvente de
extraccion debido a la ruptura de las uniones con proteinas y polisacaridos resultando en un CFT mayor (18).
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Figura 2. Grafico de superficie de respuesta que muestra el efecto combinado del tiempo y la temperatura sobre el CFT en extractos

de lechuga.

CONCLUSIONES

De acuerdo al disefio de respuesta del modelo optimizado, las condiciones para lograr la maxima extraccion de los CFT en lechuga,
serian de 25 °C durante un periodo de 2 h. En el presente trabajo, el disefio multivariado de experimentos resulto ser una técnica
estadistica util que permitié determinar las condiciones éptimas de extraccion de compuestos fendlicos presentes en lechuga. Esta
metodologia maximiza la cantidad de informacion que puede ser obtenida a partir de un minimo de experimentos con la ventaja de
reduccion de los costos experimentales.
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RESUMEN

Desde hace un tiempo se estan utilizando frutas como vehiculos de bacterias probi6ticas, por un lado, para ampliar la oferta de alimentos
funcionales y, por otro lado, para satisfacer la demanda de consumidores que no consumen lacteos (vegetarianos, lactosa intolerantes,
alérgicos a proteinas lacteas o por la percepcion negativa del contenido de colesterol en leche). En Argentina se ha publicado muy poco
sobre la factibilidad del empleo de frutas finas para vehiculizar microorganismos probiéticos, lo que le sumaria importantes propiedades
por sobre las que ya poseen naturalmente. El objetivo del presente trabajo fue determinar el potencial de una cepa probidtica de
Lactobacillus plantarum para fermentar pulpa de frambuesa y la factibilidad de poder formular un alimento funcional con la misma.
Se utiliz6 pulpa de frambuesa, de frutas cosechadas en El Bolson, Patagonia Argentina. Los estudios se realizaron con la cepa L.
plantarum 998 control (C) y la cepa L. plantarum 998 preadaptada (P). Las experiencias de fermentacion se realizaron en 100 g de pulpa
estéril, inoculada al 2% con el cultivo de L. plantarum 998 C y 998 P, e incubadas a 37 °C por 24 horas. Se realizaron recuentos de
células viables al tiempo 0 y 24 horas. Se evalud la viabilidad de la cepa L. plantarum 998 C y 998 P a 4 °C durante tres semanas,
realizando recuentos de células viables a los 7, 14 y 21 dias. La simulacién gastrointestinal in vitro se realizé a los tiempos 0, 24 horas
y 7, 14 dias. Los resultados obtenidos mostraron que las cepas no utilizaron la pulpa de frambuesa para su crecimiento, pero se
mantuvieron a las 24 horas de fermentacion en 6rdenes superiores a 6 log UFC/ml. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los resultados entre la cepa L. plantarum 998 Control y la Preadaptada. En el almacenamiento a 4 °C, las cepas se
mantuvieron en valores superiores a 6 UFC/ml hasta los 7 dias, luego los valores disminuyeron significativamente. Los valores obtenidos
al finalizar la simulacion gastrointestinal in vitro luego de los 7 dias de almacenamiento a 4 °C, fueron relativamente bajos. Es necesario
realizar estudios in vivo en animales, para obtener la evidencia final que indique si L. plantarum 998 en pulpa de frambuesa fermentada
y almacenada en frio durante 7 dias, puede colonizar el intestino.

Palabras Clave: Alimentos Funcionales, Frutas, Bacterias Probi6ticas, Fermentacion.

ABSTRACT

In recent years, many studies have explored the usage of fruits as a vehicle for probiotic bacteria. Firstly, as a way to find new functional
foods. Secondly, in order to cope with the needs of non-diary consumers (e.g. vegetarians, lactose intolerants, people with allergy to
cow’s milk, or those consumers who deem milk as a source of cholesterol). In Argentina, there are too few studies addressing the
possibility of using small fruits to transmit probiotic microorganisms and the resulting improvement of its nutritional properties. In the
current study, we evaluate the potential as ferment for raspberry pulp of a probiotic strain of Lactobacillus plantarum, and the feasibility
of formulating a functional food from it. The results reported herein were obtained from experiments performed on the pulp of raspberries
harvested in El Bolson (Patagonia Argentina). The strains under study were L. plantarum 998 as a control (C) and preadapted L.
plantarum 998 (P). Fermentations were carried out on sterilized pulp (100 g) inoculated with L. plantarum 998 C and 998 P cultivars
(2%) and kept at 37 °C for 24 h. Viable cell counts were performed at 0 and 24 h. Viability of L. plantarum 998 C and P was evaluated
at 4°C during 3 weeks, with viable cell counts performed at 7, 14 and 21 days. Gastrointestinal simulations were run at 0, 1, 7 and 14
days. The results show that the strains did not use the raspberry pulp on its growing, but they stood over 6 log UFC/mI after 24 h
fermentation. L. plantarum 998 C and 998 P did not present significant differences. The strains kept values over 6 log UFC/mI for 7
days under storage at 4 °C, and decreased significantly after that. At the end of the 7 day and 4 °C in vitro gastrointestinal simulation,
values were relatively low. In order to determine if L. plantarum 998 can colonize the gastrointestinal tract using raspberry pulp
fermented under 7 days cooling, further in vivo studies are required.

Keywords: Functional Foods, Fruits, Probiotic Bacteria, Fermentation.
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INTRODUCCION
En las Gltimas décadas se ha producido un cambio sustancial en la actitud frente a la alimentacién. Los consumidores son conscientes
de la influencia de la dieta en la modulacion del riesgo de desarrollo de enfermedades y de la relacion entre dieta y calidad de vida (1).
Los alimentos funcionales son consumidos como parte de la dieta. Ademas de la funcion nutritiva basica, se ha demostrado que presentan
propiedades fisioldgicas o que disminuyen el riesgo de contraer ciertas enfermedades. De forma general, se puede decir que un alimento
funcional es aquel que confiere al consumidor una determinada propiedad beneficiosa para la salud, independientemente de sus
propiedades nutritivas. Son alimentos convencionales, que poseen naturalmente componentes bioactivos, o a los que se les ha afiadido
o0 eliminado un determinado componente. Deben presentarse como un alimento propiamente dicho y sus efectos deben observarse
cuando el alimento se consume dentro de una dieta equilibrada diaria, es decir, dentro del modelo alimentario habitual (2).
Las frambuesas (Rubus idaeus) pertenecen al grupo de las frutas pequefias (berries), son frutos de reducido tamafio, con coloracién que
va del rojo oscuro al amarillo, sabor agridulce y rapida perecibilidad. Son ricos en vitaminas C y E, carbohidratos, fibras y azucares,
siendo la Patagonia Argentina una de las zonas de produccion mas importante del pais en este tipo de cultivares.Las formas de consumo
mas difundidas son en fresco, mermeladas o conservas. Estas frutas poseen naturalmente actividad antioxidante, lo que les confiere
importantes beneficios sobre la salud, pudiendo considerarse como alimento funcional en si mismo o por el agregado de otras
propiedades para ampliar su posible funcionalidad.
Dentro de esta linea, los alimentos probi6ticos se definen como un suplemento alimentario con contenido microbiano vivo que beneficia
al huésped mejorando su equilibrio intestinal. Adicionar microorganismos probiéticos a alimentos proporciona beneficios a la salud,
incluyendo la reduccién del nivel de colesterol en suero sanguineo, mejora de la funcion gastrointestinal, el sistema inmune y reduccién
del riesgo de contraer cancer de colon (3).
Ya se han utilizado jugos de fruta como vehiculos de bacterias probioticas (4, 5), por un lado para ampliar la oferta de alimentos
funcionales y por otro lado para satisfacer la demanda de consumidores que no consumen lacteos (vegetarianos, lactosa intolerantes,
alérgicos a proteinas lacteas o por la percepcion negativa del contenido de colesterol en leche).
Ningtin organismo “elabora” bacterias, es decir no las genera, su incorporacion es siempre externa y s6lo permanecen temporal mente
en el intestino, por ello se recomienda una ingesta continua de los mismos (6). Existen tres estrategias alimentarias que promueven el
mantenimiento de un equilibrio mas saludable de la microflora intestinal, consistentes en la alteracion beneficiosa de su composicion,
mediante el incremento de las cantidades de bifidobacterias, de lactobacilos o de ambos.
Dentro del género Lactobacillus, Lactobacillus plantarum forma parte del grupo facultativo y heterofermentativo de los lactobacilos.
Es una especie heterogénea y versatil que puede encontrarse en una gran variedad de ambientes incluyendo, lacteos, carne, pescado, y
en muchas fermentaciones vegetales. Ademas, algunas cepas de L. plantarum han demostrado la capacidad de sobrevivir al sistema
digestivo y colonizar parcialmente el tracto gastrointestinal de humanos y otros mamiferos. Se han descubierto varias propiedades
terapéuticas asociadas a L. plantarum, tales como la disminucion de la incidencia de diarrea en los centros de cuidado de nifios, reduccién
en el dolor y la constipacién asociada con el sindrome del colon irritable, disminucién en la hinchazén, flatulencia, habilidad de desplazar
enteropatdgenos, y capacidad de ejercer un efecto positivo en el sistema inmune de nifios VIH+ (7).
La simulacion gastrointestinal in vitro es necesaria para comprobar la viabilidad y resistencia de los microorganismos probi6ticos a las
condiciones menos favorables del tracto gastrointestinal; por ejemplo, en el estomago el pH es la peor condicién y en el duodeno son
las sales biliares (8). Este ensayo permite obtener una aproximacion de lo que sucedera en la situacién in vivo, sin embargo, debido a
las complejas interacciones que ocurren en el estbmago e intestino, los resultados obtenidos de estudios in vitro pueden diferir de los
obtenidos in vivo, esto fundamentalmente depende del organismo de cada consumidor.
Para poder evaluar la viabilidad y resistencia de microorganismos probidticos, se han propuesto modelos que simulan las condiciones
del tracto gastrointestinal, los cuales se clasifican en modelo convencional y modelos dinamicos. Estos ultimos, se diferencian del
primero por ser continuos (9).
El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad de la pulpa de frambuesa para ser fermentada y/o constituirse en vehiculo para
cepas probidticas de Lactobacillus plantarum, con el proposito de disefiar posibles alimentos funcionales, para lo cual se planteo:

= Estudiar la viabilidad de L. plantarum 998 durante la fermentacion en pulpa de frambuesa.

= Estudiar la viabilidad de L. plantarum 998 en la pulpa de frambuesa durante el almacenamiento refrigerada a 4 °C durante 3

semanas.
= Estudiar in vitro, mediante ensayos de simulacién gastrointestinal, la viabilidad de L. plantarum 998 en pulpa de frambuesa.

MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Se utilizé pulpa de frambuesa var. Tulameen de frutas cosechadas en El Bolsén, Patagonia Argentina. Para obtener la pulpa, las
frambuesas congeladas a una temperatura de -20 °C, se sometieron a la accién de un homogeneizador tipo mixer. A continuacion, se
colocé 100 gramos de la misma en frascos de vidrio de 200 ml. Estos se esterilizaron a 121 °C durante 15 minutos.

Cepas

Se utilizd una cepa probiotica de Lactobacillus plantarum INLAIN 998, cedida por el equipo profesional del Instituto de Lactologia
Industrial (INLAIN), Universidad Nacional del Litoral, CONICET, Santa Fé, Republica Argentina. Las mismas tienen propiedades
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probidticas (aumento de defensas intestinales) demostradas en animales en estudios previos (7). Para conservarlas, se colocaron en una
solucion de glicerol al 20% y se almacenaron a -20 °C.

Reactivacion de las cepas

Control (C): Para reactivar las cepas conservadas, se coloco 100 pL de la suspensién de glicerol en 5 ml de caldo MRS (Man, Rogosa
y Sharpe). Se incub6 por 72 horas a 37 °C y se continud con repiques Over Night (ON) inoculando 100 pl de la suspension del
microorganismo en 5 ml de MRS nuevo durante 48 horas a 37°C. Luego, se lavd la cepa con buffer fosfato salino de pH 7 (PBS) (10).
A esta cepa se la denomin6 Lactobacillus plantarum 998 C.

Preadaptada (P): Se realiz6 una preadaptacién de la cepa L. plantarum 998 en la matriz a estudiar de la siguiente forma: se coloc6 100
uL de la suspensién de glicerol en 5 ml de caldo MRS. Se incubé por 72 horas a 37 °C. Luego se continué con repique ON, inoculando
100 pl de la suspension del microorganismo en una solucion de 5 ml de caldo MRS con 25% de pulpa de frambuesa durante 24 horas a
37 °C. Luego de este periodo, se inoculé 100 pl de la suspensidn anterior en 5 ml de caldo MRS con 50% de pulpa de frambuesa durante
24 horas a 37°C. Al igual que la cepa control, luego se le hizo un lavado con PBS (10). A esta cepa se la denomind Lactobacillus
plantarum 998 P.

Fermentacion de la pulpa de frambuesa

Las experiencias de fermentacién se realizaron con las cepas control (C) y preadaptada (P) por triplicado, con 100 g de pulpa estéril de
frambuesa. Las pulpas fueron inoculadas al 2% con los cultivos de L. plantarum 998 C y 998 P, e incubadas a 37 °C en estufa de cultivo
durante 24 horas. Se tomaron muestras de cada pulpa a tiempo: 0 (momento de inoculacién) y 24 horas y se hizo el recuento de las
unidades formadoras de colonia de células viables (UFC) a través del método estandar de recuento en placa con medio MRS, después
de 48 horas de incubacién a 37°C. Ademas, se realizé simulacién gastrointestinal in vitro segln se describe en el punto 5.
Almacenamiento a 4 °C de la pulpa de frambuesa fermentada

Las pulpas de frambuesa fermentadas con cepas de L. plantarum 998 C y 998 P, fueron almacenadas a temperaturas de refrigeracion (4
°C) durante tres semanas. Se tomaron muestras a los 7, 14 y 21 dias de almacenamiento en frio y se determin6 el nimero de
microorganismos viables mediante recuento en placa (segln se detall en el punto 3) y se realiz6 simulacidn gastrointestinal in vitro
segun se describe en el punto 5, estos ensayos se realizaron por triplicado.

Simulacion gastrointestinal in vitro de la pulpa de frambuesa fermentada

La simulacion gastrointestinal in vitro se realiz6 en cada pulpa fermentada, frambuesa con L. plantarum 998 C y frambuesa con L.
plantarum 998 P, a tiempo 0, 24 horas de fermentacion y 7 y 14 dias de almacenamiento en frio, por triplicado. Para la determinacién
in vitro de la resistencia de las cepas de L. plantarum 998 C y 998 P, se procedid segun Reinheimer (10), realizando una simulacion del
tipo convencional. Se tomé 10 g de pulpa inoculada al 2% con la cepa y se agregd 10 ml de una solucién de saliva con 0,6% de pepsina
(punto A, recuento de viables). Luego, se acidificé a pH 2,5 con HCI se incubé la muestra durante 90 minutos en bafio de agua
termostatizado a 37 °C (punto B, recuento de viables). A continuacidn, se tomd 1,4 ml en eppendorf, se centrifugd a 5000 rpm por 5
minutos, se descartd el sobrenadante y se lavd dos veces con PBS. Luego se realiz6 el shock duodenal de bilis (se resuspendié en 1,4
ml de una solucidn de bilis bobina al 1% en PBS) y se incubd en bafio de agua termostatizado a 37 °C por 10 minutos (punto C, recuento
de viables). Se centrifugd a 5000 rpm por 5 minutos, se descartd sobrenadante y se lavd dos veces con PBS. A continuacién, se
resuspendio en 1,4 ml de la solucion de jugo intestinal (bilis al 0,3% mas 0,1% pancreatina en PBS). Se incub6 durante 90 minutos a 37
°C (punto D, recuento de viables).

Anélisis quimicos

Durante la experiencia, se midi6 el pH potenciométricamente a las pulpas de frambuesa con L. plantarum 998 C y L. plantarum 998 P,
a los tiempos: 0, 24 horas, 7 y 14 dias.

ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el analisis de los datos obtenidos, se utiliz6 el programa estadistico InfoStat® version 2015. Los resultados fueron
expresados como la Media de las tres réplicas realizadas + Desvio Estandar (DE). Se realiz6 un analisis ANAVA vy las diferencias
significativas entre grupos fueron determinadas por un Test de Tukey. Estos estudios se realizaron con una significancia del 99%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fermentacién de la pulpa de frambuesa

En la tablal y figura 1, se muestra el avance de la fermentacion de las pulpas de frambuesa con las cepas L. plantarum 998 C y 998 P.
En los resultados obtenidos, se observo que, a las 24 horas de fermentaciéon, los recuentos de células viables de las cepas L. plantarum
998 C y 998 P disminuyeron desde el momento de la inoculacién en la matriz (tiempo 0), ademas el pH no se modificé en el transcurso
de la misma, demostrando que no utilizaron la pulpa para su crecimiento. Si bien estas cepas son acido tolerantes, la disminucion de los
recuentos se pudo deber al bajo pH de la matriz estudiada. Se comunico la fuerte influencia del pH sobre la supervivencia celular en
varios productos alimenticios (11). Sin embargo, se encuentran en concentraciones superiores a 1x10% UFC/ml, concentraciones minimas
que son requeridas para que los microorganismos probioticos sobrevivan a las condiciones adversas del tracto gastrointestinal y alcancen
el colon en ndmero suficiente. Estudios in vivo e in vitro (12, 13) indicaron que algunas cepas de Lactobacillus s6lo sobreviven
parcialmente al pasaje a través del tracto gastrointestinal y, generalmente, deberia estar presente una poblacién de bacterias de 107-10°
UFC/ml en los alimentos para colonizar, al menos temporalmente, el intestino (14).
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El analisis de varianza mostré que los resultados solo se vieron afectados por el factor tiempo, es decir que no influyé el tipo de cepa
utilizada. El test de Tukey mostro que no hubo diferencias significativas entre los tiempos 0 y 24 horas, para ambas cepas.
En base a los resultados obtenidos, se observé que la preadaptacion de la cepa L. plantarum 998 en la matriz no logré mejorar la
tendencia observada en la fermentacion.

Tabla 1. Avance de fermentacion (log UFC/ml) de pulpas de frambuesa con las cepas de L. plantarum 998 C y 998P

Tiempo (horas) pH L. plantarum 998 C pH L. plantarum 998 P
0 3,00+0,08 7,20+0,37 2 3,03+0,05 7,30£0,11 ¢
24 3,00£0,00 6,66+0,312 2,98+0,02 6,86+0,31°

(+DE) que poseen superindices comunes, no difieren significativamente (P>0,01)

Para cada determinacion los valores medios
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log UFC/ml
~
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o

Figura 1: Avance de fermentacién (log UFC/ml) en pulpas de frambuesa con las cepas de L. plantarum 998 C y 998P

Almacenamiento en frio de la pulpa de frambuesa fermentada

Los microorganismos probidticos son capaces de desarrollar una respuesta al estrés producido por el contacto con medios acidos. Esta
respuesta protege a los microorganismos de las fuertes condiciones de acidez (15 y 16) y depende fuertemente de la cepa probi6tica de
interés (17 y 18). Ademas, un estudio realizado por Champagne y Gardner (19), demostré que L. plantarum se mantiene en altos valores

(10" UFC/ml) durante el almacenamiento en frio (4°C), en un jugo de fruta sin fermentar de pH 4,2, por 80 dias. En la tabla 2 se muestran

los resultados obtenidos del seguimiento del almacenamiento en frio de las pulpas de frambuesa fermentadas y los valores de pH

obtenidos. El anélisis de varianza mostr6 que sélo el factor tiempo influyd en los resultados, es decir que estos son independientes del

tipo de cepa utilizada. Se observé que, a los 7 dias no se produjo una disminucidn significativa de los recuentos de L. plantarum 998 C
y 998 P respecto a los valores iniciales; los recuentos en este punto se mantuvieron en el orden de 1x10% UFC/ml (6 log UFC/ml). A los
14 dias, los recuentos de L. plantarum 998 C y L. plantarum 998 P no disminuyeron significativamente con respecto a los 7 dias de
almacenamiento en frio. A los 21 dias, los recuentos disminuyeron significativamente, quedando en el orden de 3 log UFC/ml (figura
2). Los resultados de tolerancia al almacenamiento en frio obtenidos en el presente estudio, difieren notablemente de los resultados
expuestos por Champagne y Gardner (19). Esto probablemente se debid al estrés sufrido por la cepa durante la fermentacion de la pulpa
de frambuesa (24 horas, pH 3, 37°C), previo al tratamiento en frio. Por otro lado, el pH de la pulpa no varié durante 14 dias de

almacenamiento, observandose el mismo comportamiento en el estudio realizado por Champagne y Gardner (19).

INTA

O — Ministerio de Agroindustria
nstituto Nacional de . . .2
Tecnologia Agropecuaria #y Presidencia de la Nacion



PROYECTO ESPECIFICO

Estrategias para la diferenciacion de alimentos y el desarrollo de nuevos productos alimentarios.

PROYECTO INTEGRADOR Optimizacion de calidad integral y otras estrategias de agregado de valor.

Tabla 2: Efecto del almacenamiento a 4 °C (log UFC/ml) en pulpas de frambuesa con las cepas de L. plantarum 998 C y 998P

pH Recuento pH , pH ) )
Rec. Inic. inicial 7 dias 7 dias 14 dfas 14 dias 21 dias

L.plantarum 998 C  3,00+0,00 6,66+0,31% 3,00£0,00 6,13+0,292%" 3,00+0,00 5,05+0,42° 3,51+0,64°
L.plantarum 998 P 2,98+0,02 6,86+0,31% 2,98+0,02 6,33+0,58*" 2,98+0,02 5,37+0,75°  3,84+0,50 ¢
Para cada determinacion los valores medios (+DE) que poseen superindices comunes, no difieren significativamente (P>0,01)

Cepas

log UFC/ml
o - N w ESN (6,] (o)) ~ [oke]

0 5 10 15 20 25
Tiempo (dias)
—®—L. plantarum 998 C —@—L. plantarum 998 P

Figura 2: Efecto del almacenamiento a 4°C (log UFC/ml) en pulpas de frambuesa con las cepas de L. plantarum 998 C y 998P.

Simulacion gastrointestinal in vitro de la pulpa de frambuesa fermentada

En la tabla 3 y la figura 3 se muestran los resultados obtenidos en la simulacion gastrointestinal in vitro. Tanto para L. plantarum 998 C
como 998 P, se observo la misma tendencia en los diferentes momentos de la simulacion (puntos A, B, Cy D). Luego de la acidificacion,
se produjo una reduccién significativa en el nmero de células viables. Por otro lado, se observé que luego del tratamiento con shock
duodenal y jugo intestinal, no se produjo un descenso significativo en los recuentos, esto concordéd con los resultados obtenidos por
Champagne y Gardner (19), quienes evaluaron la estabilidad de una cepa de L. plantarum a pH 2, el efecto de enzimas pancreéticas y
el tratamiento con bilis al 0,3%, en una bebida de frutas.

El analisis de varianza mostré que solo la interaccion entre el tipo de cepa y el tiempo posee significancia, es decir que los resultados
obtenidos no dependen del momento de la simulacion gastrica (A, B, C, D) y, por ende, son validos para todas las combinaciones tiempo-
cepa. Es decir, la tendencia de la disminucidn de los recuentos durante la simulacion gastrica fue la misma para la cepa L. plantarum
998 C al tiempo 24 horas que para la cepa L. plantarum 998 P a los 7 dias de almacenamiento en frio.

. A (post §allva+ B (post acidificacion) C (post shock D (post jugo intestinal)
Tiempo pepsina) duodenal)
998 P 998 C 998 P 998 C 998 P 998 C 998P 998 C
0 horas 6,93+0,06 6,79+0,32 6,32+0,26 5,56+0,39 5,44+0,46 5,34+0,53
(ferm.) al al2 b1 b1,2 6,32+0,20"* b1.2 6,30£0,21°* b2
24 horas 6,43+0,33 6,23+0,28 4,43+0,16 5,09+0,61 4,24+0,18 5,07+0,68 4,11+0,30 4,88+0,61
(ferm.) c34 c23 d3,4 dz23 d3,4 dz2,3 d3,4 dz23
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7 dias 5,80+0,73 5,83+0,22 3,88+0,32 4,15+0,40 3,58+0,46 4,03+0,36 3,38+0,60 3,72+0,33
f4

(frio) ed e34 £34 £34 £3.4 £3.4 f34
14 dias 4,98+0,70 4,56+0,52 2,88+0,76 3,07+0,62 2,70£0,57 2,44+0,60
(frio) 95 95 h5 hs 2,33£0,73M5 e 1,91+0,66 15 iy
Tabla 3: Ensayo de resistencia gastrointestinal simulada (log UFC/ml) de pulpa de frambuesa fermentada con cepa de L. plantarum
998 Cy 998 P

Los superindices indicados con letras corresponden a la comparacion entre momentos (A, B, C, D) y los nimeros corresponden a la comparacion de
los tiempos (0, 24 horas, 7 y 14 dias).Para cada determinacion los valores medios (+DE) que poseen superindices comunes, no difieren
significativamente (P>0,01).

Por otro lado, luego de los 7 dias de almacenamiento en frio, los recuentos de células viables obtenidos posteriores a la simulacion
gastrointestinal (punto D) de L. plantarum 998 C y 998 P, disminuyeron significativamente; lo cual indica que no es factible extender
el almacenamiento en frio, ya que los probi6ticos deben llegar al intestino grueso en concentraciones lo més elevadas posible, para
instalarse y realizar su funcion probi6tica.

Los resultados obtenidos luego de realizar la simulacion gastrointestinal al tiempo cero, fueron similares a los de Champagne y Gardner
(19), quienes partieron con recuentos de células viables de Lactobacillus plantarum del orden de 7 log UFC/mI en una bebida de frutas
de pH 4,2 y luego de la simulacion géstrica in vitro obtuvieron recuentos del orden de 4 log UFC/mI. En el trabajo citado, también se
realizé la simulacidn géstrica in vitro, en la misma matriz, a los 35 dias de almacenamiento en frio; partiendo de recuentos de células
viables del orden de 7 log UFC/ml, luego del tratamiento obtuvieron recuentos préximos a 3 log UFC/mI. Estos resultados son superiores
a los obtenidos en el presente estudio, ya que en la simulacién gastrica a los 14 dias de almacenamiento en frio, se obtuvieron valores
préximos a 2 log UFC/ml.

Si bien los valores obtenidos fueron relativamente bajos, el estudio in vitro es sdlo exploratorio, requiriéndose un estudio in vivo en
animales en el cual se podra medir la estimulacidn inmunoldgica real otorgada por el probiético.

—@—Tiempo 0,998 C —@— Tiempo 24 h, 998 C
Tiempo7d,998C —@—Tiempo 14d, 998 C

8
7
i \
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Puntos en la simulacion
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Figura 3: Ensayo de resistencia gastrointestinal simulada (log UFC/mI) de pulpa de frambuesa fermentada con cepa de L. plantarum

998 C

CONCLUSIONES

L. plantarum 998 se mantuvo a las 24 horas de fermentacién en valores superiores a 6 log UFC/ml, valor minimo requerido para
un alimento probidtico, aunque no logré fermentar la pulpa de frambuesa, ya que no la utilizé para su crecimiento.

No hubo diferencias significativas en todos los ensayos realizados con la cepa control y preadaptada, por lo cual no seria necesario
preadaptar la cepa de L. plantarum 998 en pulpa de frambuesa.

En el estudio de almacenamiento en frio de la pulpa de frambuesa, la cepa L. plantarum 998 se mantuvo en valores superiores a 6
log UFC/ml durante 7 dias. Luego de este periodo, los recuentos disminuyeron significativamente, con valores del orden de 3 log
UFC/ml a los 21 dias de almacenamiento en frio.

En el estudio de resistencia gastrointestinal in vitro, el nimero de células viables de la cepa L. plantarum 998 Control al finalizar
el ensayo (punto D) en pulpa de frambuesa a los 7 dias de almacenamiento en frio, fue de 3,72 log UFC/mI. Este valor es
relativamente bajo. Sin embargo, es necesario realizar estudios in vivo en animales, y de esta forma se obtendra la evidencia final
que indique si L. plantarum 998 en pulpa de frambuesa fermentada y almacenada en frio durante 7 dias, puede colonizar el intestino
y asi ejercer una funcion benéfica en el consumidor.

En base a los resultados obtenidos, se sugiere estudiar la viabilidad de Lactobacillus plantarum 998 en pulpa de frambuesa,
utilizando una concentracion inicial del microorganismo superior a la aplicada en el presente estudio. Al mismo tiempo, se
recomienda hacer el estudio con la incorporacién de la cepa utilizando la matriz como vehiculo, sin que interactiie con la misma y
realizar el seguimiento del almacenamiento en frio (4 °C).
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RESUMEN

El Torrontés Riojano es una variedad emblematica en el Valle Calchaqui Saltefio. La obtencién de levaduras nativas seleccionadas es
una herramienta de diferenciacién de los vinos, resaltando caracteristicas Unicas del terroir. Se aislaron levaduras nativas a partir de
fermentaciones espontanea de uvas torrontés cosechadas en nueve zonas del Valle. Se obtuvieron 45 aislamientos. Se eligieron 3
fermentaciones por su perfil sensorial, de las cuales, se analizaron 13 cepas por sus caracteristicas macro y microscopicas, y por biologia
molecular. Se estudio la produccion de acido sulfhidrico y la eficiencia de fermentacion de algunos aislamientos en comparacion con
dos cepas comerciales de referencia. Se realizaron microvinificaciones con Saccharomyces cerevisiae seleccionadas en base a sus
caracteristicas enolégicas distintivas, en comparacién con una cepa comercial y una fermentacion esponténea. Los vinos obtenidos se
analizaron quimica y sensorialmente. Quince cepas fueron analizadas por PCR interdelta, se obtuvieron 8 patrones moleculares, 2
corresponden a cepas comerciales y 1 no amplificd. En el estudio de eficiencia, la cepa nativa F9-3 presentd una velocidad de
fermentacion (2.38 g CO,/d) significativamente superior a todas las cepas estudiadas. La cepa nativa F9-5 presentd el mayor rendimiento
de fermentacion (16.33 AR/Et) y produjo la mayor concentracion de alcohol (13.35% v/v). Las cepas EC1118, F9-5 y F6-7 presentaron
similar vigor fermentativo y fue significativamente superior al de las demas cepas. En la evaluacién sensorial, el vino de la cepa F9-5
obtuvo una mejor calificacién en su impresidn global y fue preferido por el 47% de los expertos.

Palabras clave: levaduras nativas, seleccién, Torrontés Riojano

ABSTRACT

The Torrontés Riojano is an emblematic variety in the Calchaqui Saltefio Valley. The obtaining of selected native yeasts is a tool of
differentiation of the wines, highlighting unique characteristics of the terroir. Native yeasts were isolated from spontaneous
fermentations of Torrontés grapes harvested in nine zones of the Valley. We obtained 45 isolates. Three fermentations were chosen for
their sensorial profile, of which 13 strains were analyzed for their macro and microscopic characteristics and molecular biology. We
studied the production of hydrogen sulphide and the fermentation efficiency of some isolates compared to two commercial reference
strains. Micro-vinifications with Saccharomyces cerevisiae were selected based on their distinctive oenological characteristics, as
compared to a commercial strain and spontaneous fermentation. The wines obtained were analyzed chemically and sensorially. Fifteen
strains were analyzed by interdelta PCR, 8 molecular patterns were obtained, 2 correspond to commercial strains and 1 non-amplified.
In the efficiency study, the native strain F9-3 presented a fermentation rate (2.38 g CO2/d) significantly higher than all strains studied.
The native strain F9-5 presented the highest fermentation yield (16.33 AR/Et) and produced the highest concentration of alcohol
(13.35%uV/v). The strains EC1118, F9-5 and F6-7 presented similar fermentative vigor and were significantly superior to the other strains.
In the sensory evaluation, the wine of strain F9-5 obtained a better score in its overall impression and was preferred by 47% of experts.

Keywords: native yeasts, selection, Torrontés Riojano

INTRODUCCION

El vino blanco mas importante de la Argentina para el mundo es el Torrontés Riojano, siendo la variedad blanca mas cultivada en el
Valle Calchaqui (88.38%) (1), con la particularidad que en esta region encuentra su mayor expresion en aroma y sabor (2). En la
fermentacion alcoholica (FA) las levaduras contribuyen a la complejidad de flavores de los vinos. La inoculacién con levaduras nativas
seleccionadas, ademas de resaltar caracteristicas Unicas de los vinos obtenidos, se encuentran mejor adaptadas a las condiciones
climaticas de la zona y de la materia prima, y permiten un mayor control del proceso de vinificacion. Por lo tanto, el objetivo del presente
trabajo fue rescatar y seleccionar cepas de levaduras nativas del Valle Calchaqui para elaboracion de vino Torrontés.
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MATERIALES Y METODOS

Durante la vendimia 2015, se recolectaron uva Torrontés de 9 zonas diferentes del Valle Calchaqui saltefio con alrededor de 23°Brix,
para realizar fermentaciones espontaneas a escala de laboratorio. Las muestras fueron tomadas asépticamente y prensadas manualmente
en bolsas estériles (6 L / unidad experimental). Se adicioné SO, (50mg/L), &cido tartarico (7.5 g/L) y Fermoplus Blanc (20 g/HL). Las
fermentaciones se realizaron a 20°C y finalizando la FA (0°Bo ¢ & 1000), se tomaron muestras de vino para el aislamiento de levaduras
en agar WL. Se seleccionaron 3-8 colonias de levaduras por FA y se conservaron a -18°C en glicerol al 30%. Finalizada la FA, a las
muestras de vino se les realizé el analisis quimico y luego de 2 meses, el analisis sensorial.

Para la identificacion presuntiva de las levaduras, se llevd a cabo una observacién microscépica de las células y la morfologia
macroscopica de las colonias en medio WL (3). La identificacidn intraespecifica de las cepas de Saccharomyces cerevisiae se realizd
con un analisis del polimorfismo en el tamafio de secuencias interdelta. La amplificacién de las regiones interdelta se realizé siguiendo
el procedimiento descripto por Legras y Karst (4). Se compararon los patrones moleculares de las cepas aisladas con las cepas
comerciales mas utilizadas en bodegas de la region, BDX (S. cerevisiag) y EC1118 (S. bayanus) y con un marcador de peso molecular
100 bp DNA ladder.

La caracterizacion enoldgica de las cepas de S. cerevisiae se realizé en mosto semisintético (MS), con una concentracion de azucares
de 230 g/L (MS 230) y también de 300g/L (MS300) (pH 3.6). Ademas, para estudiar la demanda de nitrégeno, a una parte del mosto se
le adiciond 1% de extracto de levadura Los tratamientos consistieron en: a) MS230 s/N; 25°C; b) MS230 ¢/N; 25°C; ¢) MS230 ¢/N;
15°C; d) MS300 c/N; 25°C (por duplicado/cepa). Las unidades experimentales fueron de 300 mL, se tindalizaron y se inocularon
(10°UFC/mL). La FA fue monitoreada diariamente por pérdida de peso. A los vinos se les determind etanol (Et), acidez volatil (AV) y
azUcar reductor (AR), utilizando un equipo Wine analiser (ALPHASISTEM, Bruker). Se calcularon los principales parametros de interés
enoldgicos como lo indican Vazquez y col. (2000): eficiencia de fermentacion (EF), velocidad (VeF, en CO2/d) y vigor fermentativo
(ViF). También se estudio el potencial genético de las cepas para producir acido sulfhidrico siguiendo la metodologia propuesta por
Jiranek y col. (5).

Con las cepas de S. cerevisiae preseleccionadas se realizaron microvinificaciones. En la vendimia 2016 se recolect6 uva Torrontés
Riojano de la zona, se molié y prensé en condiciones de asepsia, y se realizd las correcciones correspondientes. Las unidades
experimentales fueron de 6 L y se inocularon a razén de 2x10°UFC/mL (por triplicado). Las FA se llevaron a cabo a 20°C
aproximadamente y fueron monitoreadas diariamente hasta rastros de azdcar. Al ir finalizando la FA, se realiz6 el muestreo para control
de implantacion. Finalizada la FA se estabilizé en cdmara de frio a 15°C, se filtrd y se embotell6 para el anélisis sensorial. Los diferentes
analisis quimicos de los mostos y los vinos se llevaron a cabo utilizando la metodologia estandar de bodega (6).

Para el analisis organoléptico se aplicé un disefio estadistico balanceado para la presentacion de copas. A los vinos elaborados en las
microvinificaciones se aplico la prueba “Diferencia con un control”, para determinar diferencias y cuantificarlas, entre las vinificaciones
con levaduras nativas y una levadura comercial (referencia). Se utilizé una escala numérica de 0 a 10 (0: ninguna diferencia y 10:
diferencia muy grande respecto al control). Tanto para las fermentaciones espontaneas como a las microvinificaciones, se les realizd un
andlisis descriptivo estructurado por evaluadores en6logos de la zona, sobre sensaciones visuales, olfativas y gustativas. La intensidad
de cada descriptor se evaluo del 0 al 3 (ausencia a mucha intensidad). También se evalud la impresion global de los vinos, y se discriminé
en alta, media o baja, para las fermentaciones espontaneas. Y para las microvinificaciones, se categoriz6 en vino defectuoso, mediocre,
bueno, muy bueno, gran vino, o excepcional. Posteriormente, se indagé sobre la preferencia de las muestras, en un orden de mayor a
menor. Los resultados de la prueba de preferencia se analizaron con el test de Friedman (7) y con el test de Kramer (8)

Los anlisis estadisticos se realizaron con el software InfoStat (9). Se aplico Anélisis de Varianza (ANOVA) de los datos y se utilizé el
Test LSD Fisher para detectar diferencias significativas (p<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para el aislamiento de levaduras nativas, se seleccionaron 9 zonas geograficas, en base a diferentes factores que a priori pudieran
influenciar la flora microbiana natural de los vifiedos. Se buscaron vifiedos que se encontraran lejos de los efluentes de bodega para
evitar una posible contaminacidon con levaduras comerciales (10). También se tuvo en cuenta la antigliedad de las vifias y el manejo del
cultivo, prefiriendo las mas antiguas y con manejo orgénico o agroecol6gico. Durante la vendimia 2015, se realiz6 la cosecha de uva
Torrontés de cada vifiedo seleccionado. Se tratd que la uva tuviera similar grado de madurez (23°Brix). Se realizaron las fermentaciones
espontaneas a escala de laboratorio (F1-F9) con una temperatura promedio de 20°C, y demoraron en finalizar entre 13 y 33 dias, con
distinta cinética para cada FA. Dos de las fermentaciones (F1 y F2), pararon a los 11 dias, dejando cantidades considerables de azlcar
(Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas quimicas de las fermentaciones espontaneas

Nombre °Brix Dia final VeF Parametros quimicos
inicial FA Et AR AT AV
F1 23.2 11 0.011 7.1 118.68 6.11 0.70
F2 24.5 11 0.008 6.7 121.89 6.79 0.65
F3 19.5 25 0.004 12.2 1.00 8.9 0.82
F4 23.8 33 0.013 14.3 1.69 6.67 0.68
F5 20.7 18 0.017 12.2 1.20 6.22 0.34
F6 26 29 0.017 15.9 1.00 7.12 0.56
F7 22.6 14 0.020 12.8 1.06 9.77 0.56
F8 21 13 0.015 11.8 1.24 5.25 0.33
F9 24.2 23 0.020 14.6 1.00 7.09 0.49

Las fermentaciones de mayor velocidad fueron F9, F7, F6 y F5; y las que presentaron mayor concentracion de etanol al final de la FA
fueron F6, F9 y F4, que a la vez fueron muy eficientes en la transformacion de azlcar a etanol. La fermentacion F3, a pesar de tener una
cinética de fermentacion muy baja, lo hizo muy eficientemente ya que con bajo nivel del azlcar inicial produjo una cantidad considerable
de etanol, dejando rastros de azUcar residual. Estas diferencias pueden ser atribuidas a las diferencias en la poblacién inicial de levaduras
nativas en cada mosto y a las capacidades de cada levadura para realizar la FA.

En una experiencia preliminar, se realiz6 la degustacion de las fermentaciones espontaneas para elegir con cuales continuar la seleccion
de las levaduras nativas. Se cuantificaron descriptores considerados criticos en la vinificaciéon de Torrontés, tales como presencia de
aromas frutados y citricos; moderada sensacién gustativa acida y amarga; ademas de la ausencia de aromas volatiles indeseables (Fig.
1).

Frutado
300 3

Regusto . Citrico

Amargo * * Acidez volatil

Gusto acido

...... F2 eeeeesF3 F6 F7 Fo

Figura 1. Analisis descriptivo estructurado de las fermentaciones espontaneas.
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La evaluacion contemplaba también la impresién global de los vinos obtenidos, valoradas en alta, media o baja (Fig. 2). Esta evaluacion
nos permitié descartar las fermentaciones menos favorables (F3, F4, F5 y F8) y continuar el estudio con las que dieron caracteristicas

deseables: F6, F7 y F9.
||| || |II‘ |I i

BAJA MEDIA ALTA

100

% evaluadores
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Figura 2. Impresidn global de los vinos

De las 45 cepas de levaduras aisladas, se continué trabajando con 15 aislamientos provenientes de F6: 6 aislamientos (F6-2, F6-3, F6-
4, F6-5, F6-6 y; F6-7); de F7: 3 levaduras (F7-1, F7-2 y F7-3); y F9: 6 aislamientos (F9-1, F9-2, F9-3, F9-4, F9-5 y F9-6). A estos
aislamientos se les realizé una caracterizacion macroscopica de las colonias en agar WL y la observacién microscopica de la morfologia
celular y se identificaron presuntivamente como Saccharomyces spp.

Se realizd la identificacion intraespecifica de 13 cepas nativas y 2 comerciales por amplificacion de sus secuencias interdelta, especifica
para S. cerevisiae. Como se observa en la Figura 3, de quinces cepas analizadas, se obtuvieron 8 patrones moleculares distintos. El
patron | corresponde a la cepa F6-2; el patrdn 1l tuvo cuatro cepas idénticas, F6-3, F6-5 (no mostrado (NM) en fig. 3), F6-6 y F7-1. El
patron 111 fue de la cepa F6-4 sola y el 1V de la F6-7. De las seis cepas aisladas durante la fermentacion espontanea F9, 3 de ellas
presentaron el patron idéntico V (F9-2, F9-3 y F9-4); otras dos presentaron el patrén VI (F9-5 y F9-6); y en el caso de la cepa F9-1, no
amplificé la secuencia interdelta en reiteradas ocasiones, podria no pertenecer al grupo S. cerevisiae. Los patrones VII y VIII,
corresponden a dos cepas comerciales controles y de uso frecuente en bodegas de la region.
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Figura 3. Patrones moleculares de secuencias interdelta

Los resultados muestran que una misma cepa pudo ser aislada mas de una vez en la misma fermentacion, y a la vez, también hubo
aislamientos de cepas diferentes. En el caso de la cepa F7-1, que pertenece al patron Il, junto con cepas aisladas de la F6, seria
conveniente repetir este ensayo nuevamente, junto a otras dos cepas mas aisladas de la F7, para descartar una contaminacion cruzada,
dado que la uva de F6 y F7 provienen de lugares geograficos muy distantes, y, por lo tanto, es poco probable que presenten la misma
flora nativa.

Se caracteriz6 enolégicamente 4 cepas nativas con patrones moleculares diferentes y se utilizaron dos cepas comerciales como control,
BDX y EC1118. Para ello se evaluaron los diferentes parametros fermentativos en mosto semisintético. Los resultados de los analisis
quimicos y de los principales pardmetros de interés enoldgico de las fermentaciones a 25 °C y con suplemento nutritivo (MS230 ¢/N-
25 °C) se observan en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion enoldgica a escala de laboratorio

Andlisis quimicos Parametros Fermentativos

Cepas
Et AR AV VeF EF ViF

BDX 410.45+1.77  *18.77+15.39 1.19+0.05  P1.81+0.02 20.03+1.92  210.30+0.00
EC1118 a11.40+0.28 45.23+0.18 31.04+0.02  °1.99+0.00 °19.41+0.50  °11.95+0.21
F6-4 410.80+0.99  *21.28+14.81  ®1.09+0.00 °1.72+0.15 ©19.01+0.37  210.20+0.99
F6-7 410.60+0.28 ®17.82+42.33  1.12+0.10  P1.93+0.13 °19.68+0.31 *10.95+1.06
F9-3 29.75+0.64 ©31.17+1.98 41.03+0.06  ©2.38+0.12 ©20.06+1.11  210.45+0.07
F9-5 ©13.35+0.21 48.42+2.98 31.03+0.01  21.28+0.00 216.33x0.04 11.20+0.14
p-value 0.06 0.18 0.11 0.013 0.0485 0.15

En base a los pardmetros estudiados, se observo que la cepa nativa F9-5 tiene un buen potencial para realizar la vinificacion de Torrontés,
ya que, aunque presenta una VeF menor, tuvo un rendimiento significativamente mayor (EF 16.33) al de las demas cepas estudiadas.
Con una misma cantidad de azucar, produjo la mayor cantidad de etanol (Et 13.35%). Ademas, cuando se estudi6 la tolerancia a
situaciones de estrés en un medio con alta concentracion de azicar (MS300 ¢/N; 25 °C), si bien la levadura F9-5 present6 similar vigor
fermentativo que las cepas EC1118 y F6-7, el mismo, fue significativamente superior al del resto de las levaduras estudiadas. Por otra
parte, el ensayo realizado con el mosto sintético MS230 s/N,, muestra que todas las cepas estudiadas tienen requerimientos nutricionales
de nitrégeno ya que ninguna pudo crecer en ese medio a 25°C (NM). En el tratamiento que se realiz6 a baja temperatura en MS230 ¢/N2
(15 °C), no se observan diferencias estadisticamente significativas en los parametros de fermentacion entre las cepas estudiadas. Por
otro lado, aunque todas las cepas fermentaron a menor velocidad que a 25 °C, lo hicieron de forma maés eficiente ya que produjeron en
promedio una concentracion de etanol significativamente mayor que a 25 °C (NM). Ademas, se observé que F6-4 y F6-7 no son
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productoras de H,S, sus colonias en el medio son blancas. La cepa F9-3 es una escasa productora de H,S (marrén claro). La cepa
comercial BDX y la nativa F9-5 presentaron bajo nivel de produccion de H,S (marron). Por lo tanto, estas cepas podrian utilizarse y no
causarian defecto sulfhidrico en los vinos obtenidos.

Se preseleccionaron 3 cepas nativas para evaluar su capacidad de vinificacion de uva torrontés. Para este fin, en la vendimia 2016, se
inoculd mosto a escala de laboratorio (6L) con las cepas F6-4, F9-3 y F9-5, una cepa comercial de referencia (BDX) y también se realizé
una fermentacion espontanea del mosto. Las fermentaciones se realizaron a 20.2+1.9°C, y terminaron a los 21 dias desde la inoculacién
con las levaduras. Estadisticamente las cepas ensayadas no mostraron diferencias en VeF (0.010+0.001) y presentaron similar EF
(16.620.5) y alcanzaron una concentracion promedio de Et de 13.5+0.4%. El resultado de la prueba sensorial de diferencia con el control
se observa en la tabla 3.

Tabla 3. Prueba sensorial de diferencias contra un control

Muestra Diferencia con el
control (Medias)

F9-3 2.67%
F9-5 0.86%
F6-4 0.50°
BDX 0.00°

Al comparar las medias, se determind que la cepa F9-3 presenta una diferencia significativa pero leve a moderada respecto al control y
las otras cepas estudiadas no difieren. Respecto a la impresion global, la mayoria de los juicios de endlogos expertos (47+23)
categorizaron como “buenos” y “muy buenos” a las vinificaciones BDX y F9-5, en mayor proporcién (Fig. 4) y esta Ultima (F9-5)
obtuvo una calificacion de “vino excepcional” por uno de los evaluadores. En relacion al ordenamiento de preferencia, el panel encontro
diferencias significativas entre la vinificacion espontanea, comparadas con las otras microvinificaciones (F6-4, F9-3, F9-5 y BDX) y
segln el test de Kramer, F9-5 fue el vino mas aceptado y el preferido del 47% de los evaluadores; F6-4, F9-3 y BDX, fueron
medianamente aceptado, mientras que ESP fue la menos aceptada (89%) (dato no mostrado).

Figura 4. Impresion global de las microvinificaciones.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se cred una coleccion de levaduras autoctonas del Valle Calchaqui saltefio para vinificacion de vino blanco
Torrontés, las cuales fueron evaluadas por diferentes pardmetros enolégicos. Algunas de estas levaduras pudieron expresar las
caracteristicas propias de la variedad y del terroir del valle, ademas de presentar una FA rapida y uniforme, con consumo total de azlcar
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y buena produccidn de etanol, por lo que fueron seleccionadas. El uso de las mismas por elaboradores de vino de la region, permitiria
obtener vinos de calidad homogénea, diferenciada, y con repetitividad. Se evitarian problemas de arranque, ralentizacion o paradas de
fermentacidn, ya que las mismas se encuentran aclimatadas a condiciones locales del vifiedo y del mosto a fermentar, por lo que tienen
ventajas competitivas respecto a otros microorganismos. Es necesario continuar con el estudio de la capacidad de vinificacion de las
levaduras nativas seleccionadas a escala piloto y su aptitud de escalado, para disponer de las mismas en mayores cantidades.
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RESUMEN

Los objetivos de este trabajo fueron: i) determinar el contenido de fenoles totales (FT), las actividades antioxidantes (AA) y
antimicrobiana en pétalos de diversas variedades de la zona; ii) evaluar la aceptabilidad sensorial de infusiones obtenidas con pétalos de
las mismas variedades; y iii) determinar el contenido de FT y AA de las infusiones evaluadas. Las variedades evaluadas fueron Kardinal
(K), Gran Gala (GG), Cristobal Coldn (CC); Bella época (BE) y King Rawson (KR). Las variedades K y GG presentaron mayor
contenido de FT y AA con diferencias significativas (p<0.05) al resto. Estas también mostraron capacidad para inhibir el crecimiento
de Zygosaccharomyces balli, Pseudomonas aeruginosa y Shewanella putrefaciens K, ademas, fue efectiva frente a Listeria innocua.
Las infusiones de K, BE y CC mostraron una mayor aceptabilidad global (p<0.05) mientras que la infusién de KR fue la de menor
aceptabilidad. En cuanto a la puntuacién por atributos, no hubo diferencias significativas en el olor de todas las infusiones evaluadas
pero si en color, siendo GG y K las de mayor puntuacién; y en sabor, KR present6 la menor aceptabilidad. Las infusiones elaboradas
con GG y K fueron las de mayor AA 'y FT, incluso con diferencias significativas al té verde.

Palabras clave: flores comestibles, antioxidantes, infusiones, actividad antimicrobiana

ABSTRACT

The objectives of this study were: i) to determine the content of total phenols (TP), the antioxidant (AA) and antimicrobial activities in
fresh petals of different varieties of the area; ii) to evaluate the sensory acceptability of infusions obtained with dried petals of the same
varieties; and iii) to determine the content of TP and AA in infusions evaluated. Evaluated varieties were Kardinal (K), Gran Gala
(GG), Cristobal Colén (CC); Bella Epoca (BE) and King Rawson (KR). K and GG presented higher content of TP and AA with
significant differences (p <0.05) from the rest. These also showed ability to inhibit the growth of Zygosaccharomyces Balli,
Pseudomonas aeruginosa and Shewanella putrefaciens. K also was effective against Listeria innocua. Infusions of K, BE and CC
showed greater global acceptability (p <0.05) while KR infusion exhibited lower acceptability. Regarding the score for attributes, there
were no significant differences in the odor of all infusions evaluated but the color showed significant differences being GG and K the
ones with the highest score. KR presented the lower acceptability in taste. Infusions made with GG and K showed the higher values in
AA and TP, even with significant differences to green tea.

Keywords: edible flowers, antioxidants, infusions, antimicrobial activity

INTRODUCCION

En San Pedro, provincia de Buenos Aires, el cultivo de rosas es una actividad caracteristica dentro del sistema de produccion de plantas
de vivero. Se cultivan alrededor de 150 hectareas, que representan aproximadamente el 16% de la superficie destinada a vivero en el
area, distribuidas en méas de 100 viveros de diferentes estratos productivos y sociales, con una produccién anual estimada de 1 millén
de plantas comerciales (1). Estas especies se venden bajo la modalidad de planta ornamental en maceta o a raiz desnuda. Durante su
periodo de produccion, hasta obtener un tamafio comercial, se producen varias floraciones, dejando el material secarse a campo. Las
flores descartadas podrian ser aprovechadas en la industria alimentaria. Diversas flores, como las amapolas, rosas, claveles, azahares,
crisantemos, malvas, pensamientos, jazmin, gladiolos, salvia o violetas se utilizan desde tiempos remotos en la preparacion de alimentos.
Las flores comestibles suelen utilizarse en infusiones, tortas, ensaladas, postres, bebidas e innumerables comidas (2, 3). En paises como
China, Méjico y Brasil han mantenido estos condimentos en la cocina tradicional, por sus cualidades medicinales y propiedades
saludables (4). Debido a que la mayoria de las flores de estas especies, presentan colores intensos y atractivos, agregarian valor per se,
en estos alimentos, ademas de aportar nutrientes, vitaminas y compuestos bioactivos como &cidos fenélicos, antocianinas y carotenoides.
Estos Ultimos poseen actividad antioxidante y estan asociados a un impacto positivo en la salud humana por contrarrestar los efectos del
estrés oxidativo. Ademas, estos ejercen un amplio rango de actividades bioldgicas como antimicrobianos, anti-inflamatorios,
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antisépticos, inmuno-supresivos y actividad pre biética entre otras (5, 6, 7, 8). Ademas s6lo pueden ser obtenidos de la dieta ya que no
son sintetizados por el organismo.

Los objetivos del presente trabajo fueron: determinar el contenido de fenoles totales (FT), las actividades antioxidante (AA) y
antimicrobiana en pétalos de distintas variedades de rosa - Kardinal (K), Gran Gala (GG), Cristébal Colon (CC); Bella época (BE) y
King Rawson (KR) - ; y evaluar la aceptabilidad sensorial, la AA y el contenido de FT de infusiones obtenidas con pétalos secos de las
mismas variedades.

MATERIALES Y METODOS

Muestras vegetales frescas: Se trabajé con cinco variedades de rosa hibridas de té, de distinto color de pétalo. Las variedades utilizadas
fueron Bella Epoca (Color rosa), King Rawson (Color amarillo), Kardinal (Color rojo brillante), Gran Gala (Color rojo oscuro) y
Cristébal Colon (Color naranja). Se tomaron muestras de flores abiertas de 3 cosechas por cultivar. Se separaron los pétalos y se
congelaron en nitrégeno liquido. Las muestras congeladas fueron liofilizadas, trituradas y almacenadas a -20 °C hasta su uso.
Preparacion de los extractos etandlicos

Cada muestra liofilizada (aprox. 0,5 g) se mezcl6 con etanol 96° durante 30 minutos en agitacion a 25 °C y se almacen6 a4 £ 1 °C
durante 24 hs. El sobrenadante se separ6 por centrifugacion, 10 minutos a 6000 rpmy 4 + 1 °C y se paso a un tubo estéril. Luego, se
utilizo para la determinacion de la actividad antimicrobiana, la AA y el contenido de FT.

Muestras vegetales deshidratadas: Se trabajo con las variedades mencionadas anteriormente: Bella Epoca, King Rawson, Kardinal,
Gran Gala y Cristobal Colon. Se realizaron cosechas semanales de flores abiertas durante toda la campafa (Octubre 2014 - marzo
2015). Se separaron los pétalos y se secaron sobre camastros en camara 30 °C con corriente de aire. Se mantuvieron alli hasta que su
textura fuera quebradiza y luego se almacenaron a -60 °C hasta la elaboracion del té.

Preparacion de las infusiones

Las infusiones se prepararon siguiendo la metodologia de Vanderjagta et al. (9) con algunas modificaciones. En vasos de precipitado se
colocaron 20 g de pétalos secos por litro de agua filtrada a 80 + 2 °C, manteniéndose la temperatura en bafio termostatico con agitacion
suave por 10 minutos y luego se filtraron los pétalos. Las infusiones se utilizaron para el analisis de aceptabilidad del consumidor y las
determinaciones de AA y contenido de FT.

Métodos analiticos

Humedad

Se determind por secado de la muestra en estufa a 100 °C por 24 hs (10).

Determinacidn de fenoles totales

Se emple6 el reactivo de Folin-Ciocalteau de acuerdo al método de Singleton y Rossi (11) con algunas modificaciones, utilizando &cido
clorogénico como estandar. A 250 pL de extracto se le agregaron 4 ml de agua destilada y 250 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau.
Luego de 3 minutos, se incorporaron 500 puL de Na,COs3 1N, se mantuvo 120 minutos a temperatura ambiente y se ley6 la absorbancia
a 750 nm en espectrofotometro UV/Vis Perkin Elmer Lambda 25. La curva estandar se realizé utilizando concentraciones de acido
clorogénico desde 75 hasta 400 mg/L. El contenido total de polifenoles se informé como mg de acido clorogénico por g base seca (bs).
Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Determinacion de la actividad antioxidante

Cada extracto se analizé por triplicado mediante la reduccién del radical DPPH- de acuerdo al método de Brand-Williams et al. (12). A
400ul de extracto se le agregaron 3,6 ml de DPPH- 0,1 mM, se mantuvo en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente y se
leyo la absorbancia a 517 nm en espectrofotometro UV/Vis Perkin ElImer Lambda 25. La AA se calculé usando una curva estandar con
concentraciones de TROLOX desde 20 M hasta 450 M. Los resultados se expresaron como mg equivalentes TROLOX por g bs.
Determinacion de la actividad antimicrobiana

Se evalud la posible accién de los extractos para inhibir el desarrollo de microorganismos de coleccidn que se asocian al deterioro de
alimentos (Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Shewanella putrefaciens ATCC 8071, Zygosaccharomyces bailii NRRL 7256) y de
Listeria innocua ATCC 33090 como alternativa al patdgeno Listeria monocytogenes. La actividad antimicrobiana de los extractos se
determiné mediante el método de difusion en agar. Para ello, se inoculé agar al 1,2% con 108 UFC/ml de los cultivos indicadores. En el
caso de las bacterias se utiliz6 agar Mueller Hinton y en el de Z. bailii, agar Sabouraud. Se vertieron 20 ml del agar inoculado en placas
de Petri. Cuando el agar estuvo solidificado, se formaron pocillos de 6 mm de didmetro, utilizando un sacabocados. Se colocaron 50 pl
de extracto en cada pocillo. Las placas se incubaron a 4 + 1 ° C por 2 horas para facilitar la difusion en el agar y luego a 30 °C por 24
horas. En un pocillo se coloco etanol, para descartar su posible accién inhibitoria. Luego de la incubacién se midié el didmetro de los
halos de inhibicion. Una vez verificada la accion antimicrobiana de los extractos, se procedié a determinar los titulos de los mismos,
para ello, se repitid el procedimiento previamente descripto, sembrando en los pocillos sucesivas diluciones de los extractos.
Evaluacion de la aceptabilidad del consumidor

El ensayo de aceptabilidad se realizo en el mes de marzo de 2015. Se reclutaron 100 personas que asiduamente bebieran infusiones,
representadas por hombres y mujeres en un rango de edad entre 18 y 60 afios, de distintos Institutos de Investigacion del INTA Castelar.
Con el objetivo de evaluar solo la preferencia de las infusiones entre cultivares, no se ofreci6 ningln edulcorante ni alimento. Se entreg6
cada una de las variedades de té en un vaso térmico con tapa conteniendo aprox. 25 ml de infusion. Las muestras fueron entregadas a
los evaluadores en orden aleatorio codificadas con nimeros de tres digitos al azar. Se evaluaron color, olor, sabor y aceptabilidad global
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utilizando para cada caso una escala hedonica lineal no estructurada con tres anclas (me disgusta extremadamente, no me gusta ni me
disgusta y me gusta extremadamente) (13).

ANALISIS ESTADISTICOS
Los datos experimentales se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) y la comparacion de medias se efectué mediante prueba
DGC utilizando el programa InfoStat versién 2013.

RESULTADOS Y DISCUSION

Pétalos frescos

Fenoles totales:

En la Figura 1 puede observarse el contenido de FT en pétalos frescos de las variedades de rosa: King Rawson, Bella Epoca, Cristébal
Colon, Gran Gala y Kardinal. Del mismo modo que lo hallado en las infusiones, Gran Gala y Kardinal presentaron los mayores (p <
0,05) valores siendo 49,9 y 52,5 mg écido clorogénico / g bs respectivamente. Bella Epoca y Cristobal Colon no mostraron diferencias
significativas (p > 0,05) entre si hallandose 19,8 y 20,4 mg &cido clorogénico / g bs respectivamente. King Rawson fue la variedad de
menor contenido (15,8 mg &cido clorogénico / g bs). Algunos investigadores, en china, analizaron el contenido de fenoles totales de 10
especies diferentes de flores comestibles y los resultaron indicaron que éstas son una muy buena fuente de compuestos fenélicos (14).
Por otro lado, Li et al. (15) evaluaron también los fenoles totales de 51 especies de flores silvestres y comestibles y hallaron que rosa
hibrida fue la que presentd el mayor contenido de estos compuestos.
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Figura 1. Contenido de fenoles totales en pétalos frescos de distintas variedades de rosa. (Resultados expresados en mg acido
clorogénico / g bs). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Actividad antioxidante

En la Figura 2 se muestra la actividad antioxidante de las variedades King Rawson, Bella Epoca, Cristobal colén, Gran Gala y Kardinal.
Las variedades de mayor actividad antioxidante fueron Gran Gala (56,0 mg TROLOX / g bs) y Kardinal (54,9 mg TROLOX / g bs),
ambas de pétalos color rojo, sin diferencias significativas (p > 0,05) entre si. Le siguen, aunque con valores muy inferiores a las
anteriores, Cristébal Colén (27,8 mg TROLOX / g bs), Bella época (24,7 mg TROLOX / g bs) y King Rawson (11,9 mg TROLOX / g
bs). Del mismo modo que lo hallado en este trabajo, Benvenuti et. al (16) reportaron que las flores comestibles de color rojo son
asociadas a altos valores de AA 'y aquellas de colores claros como el blanco y amarillo, a baja AA. Otros estudios han reportado que
extractos metanolicos de Rosa chinensis exhibieron altos niveles de AA y aproximadamente cincuenta veces mas que los extractos de
tomate, brocoli, o de manzana (17) y mas que en otras plantas medicinales (18). A su vez, Friedman et al (19) destaco la importancia de
la AA en flores de begonia, rosas y jazmin.
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Figura 2. Actividad antioxidante en pétalos frescos de distintas variedades de rosas. (Resultados expresados como mg
TROLOX / g bs). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Correlacion entre el contenido de FT y la AA de los pétalos frescos

En la Figura 3 puede observarse la correlacion entre el contenido de FT y la AA de los pétalos frescos evaluados. Se hallé una alta
correlacion (R?= 0,885) entre el contenido de FT y la AA de las muestras analizadas. Del mismo modo que lo observado en las infusiones,
estos resultados indicarian que los compuestos fendlicos presentes en las variedades de rosa evaluadas poseen una fuerte contribucion a
la actividad antioxidante de las mismas. Nuestros resultados estan en concordancia con Kaisoon et al (20) quienes hallaron una fuerte
correlacion de estos compuestos en distintas flores comestibles.
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Figura 3. Correlacion entre la AA 'y el contenido de FT de los pétalos frescos.

Actividad antimicrobiana

De los extractos evaluados, las variedades Kardinal y Gran Gala, ambas de pétalos rojos, mostraron accién antimicrobiana sobre todos
los indicadores evaluados. Se pudo verificar que el etanol no ejercid accion inhibitoria. En la Tabla 1 se detallan los resultados obtenidos,
puede apreciarse que la variedad Kardinal presenta mayor actividad que Gran Gala. Es de destacar que ambas variedades son la que
presentaron mayor contenido de polifenoles y actividad antioxidante. Esta tendencia es coincidente con la reportada en bibliografia (21).

Tabla 1. Diametros de los halos de inhibicion (mm) obtenidos en la determinacion de los titulos de los extractos

Kardinal Gran Gala
Cepa indicadora /
Diluciones 1 1/2 1/4 1/8 1 1/2 1/4 1/8
Z. bailli 11 10 10 11 9
Ps. aeruginosa 10,5 9 8,5 115 10,5
L. innocua 13 11,5 - - - _— - -
S. putrefaciens 15,5 13 9,5 14 11,5 9

---no se detecta actividad antimicrobiana
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Pétalos deshidratados

Evaluacion de la aceptabilidad sensorial de infusiones

En la Figura 4 se observan los resultados de las evaluaciones de color, olor, sabor y aceptabilidad global para las cinco infusiones
elaboradas con pétalos de rosa de las variedades King Rawson, Kardinal, Bella época, Gran Gala y Cristébal Colon.

Las infusiones pertenecientes a las variedades Kardinal, Bella época, Gran Gala y Cristébal Colon mostraron una aceptabilidad general

con valores superiores a 5.
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Figura 4. Evaluacion de aceptabilidad sensorial de infusiones elaboradas con pétalos de distintas variedades de rosa.
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

En cuanto a la aceptabilidad por atributos, como se observa en la Figura 1, se hallaron diferencias significativas entre las distintas
variedades en las evaluaciones de color y sabor (p<0,05) mientras que para el atributo olor todas las infusiones presentaron valores
cercanos a 5 sin diferencias significativas entre si (p>0,05). Las mayores puntuaciones se observaron para el atributo color, siendo
Kardinal y Gran Gala las de mayor aceptabilidad. En cambio, para el atributo sabor, se presentaron los menores valores de aceptabilidad
y King Rawson fue el valor més bajo y significativamente diferente al resto. Un aspecto a destacar es que, en el promedio de las pruebas
realizadas, ninguna infusion recibi6 la puntuacion equivalente a “me disgusta extremadamente”.

Fenoles totales en infusiones:
En la Figura 5 se muestra el contenido de FT de las infusiones de rosa junto a dos tés comerciales: negro y verde. Las infusiones

elaboradas con los pétalos de rosa Kardinal y Gran Gala presentaron los mayores contenidos (p < 0,05) en FT (55,1 y 48,5 mg 4cido
clorogénico/g bs respectivamente) incluso mas elevados que el té verde (34,8 mg acido clorogénico / g bs). King Rawson y Cristébal
Colon fueron las variedades con menor contenido de FT (29,1 y 29,2 mg 4cido clorogénico/g bs respectivamente) aunque sin diferencias
significativas con el té negro (p > 0,05). El alto contenido de fenoles totales en las variedades de pétalos de color rojo esta asociado a
una mayor concentracion de compuestos fendlicos: antocianinas (3). Por otro lado, los pétalos de color amarillo y naranja estan
vinculados al contenido de compuestos antioxidantes no fendlicos: los carotenoides. Altos contenidos de luteina se han hallado en

variedades de flores color naranja (22).
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Figura 5. Contenido de fenoles totales en infusiones elaboradas con distintas variedades de rosa. (Resultados expresados en mg acido
clorogénico / g bs). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Actividad antioxidante en infusiones

En la Figura 6 se observa la AA de las infusiones de rosa junto a dos tés comerciales: té negro y té verde. Estos tés pertenecen al grupo
de estimulantes que son importantes para la salud debido a su elevada actividad antioxidante (3). Al igual que lo observado en el
contenido de FT, las infusiones elaboradas con los pétalos de rosa Gran Gala y Kardinal presentaron mayor (p < 0,05) AA (59,9; 63,1
mg TROLOX/ g bs respectivamente) que el té verde (56,6 mg TROLOX/ g bs) y el té negro (37,8 mg TROLOX/ g bs). King Rawson
(33,1 mg TROLOX/ g bs) fue la Gnica variedad en la que se observé una AA inferior (p < 0,05) a los tés comerciales. Vinokur et al.
(23) evaluaron la AA de infusiones elaboradas con distintas variedades de rosa y, al igual que en el presente estudio, las infusiones
elaboradas con pétalos color rojo presentaron mayor AA que el té verde y aquellas elaboradas con pétalos de color amarillo fueron las
Unicas infusiones en las que la AA fue menor al contenido hallado en tés comerciales. Del mismo modo que lo reportado por estos
autores, la AA de la mayoria de las infusiones presenté un patrdn similar al contenido de FT. Las infusiones elaboradas con flores
comestibles presentan una ventaja nutricional con respecto a los tés debido a que no contienen cafeina, representando esta Gltima un
factor que promueve un incremento transitorio de la presién sanguinea (24). A su vez, las infusiones elaboradas con pétalos de rosa son
consideradas de una elevada AA comparadas con otras plantas medicinales (9).
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Figura 6. Actividad antioxidante de infusiones elaboradas con distintas variedades de rosas. (Resultados expresados como mg
TROLOX / g bs). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Correlacion entre el contenido de FT y la AA de las infusiones

En la Figura 7 puede observarse la correlacion entre el contenido de FT y la AA de las infusiones evaluadas menos de la variedad
Cristébal Colén. Al comparar la totalidad de las muestras se hallé una baja correlacion entre los parametros evaluados (R?= 0,5876).
Por lo tanto, se decidid descartar el punto que mas se alejaba de la recta (variedad Cristébal Coldn). De esta manera se obtuvo una
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correlacion alta entre la AA y el contenido de FT (R?= 0,7543) coincidiendo con lo reportado por Vinokur et al. (23). Esto sugiere que
la AA de la mayoria de las infusiones podria atribuirse a la presencia de polifenoles.
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Figura 7. Correlacion entre la AA y el contenido de FT de las infusiones.

CONCLUSIONES

Los pétalos de rosa son una buena fuente de compuestos bioactivos que podrian utilizarse para inhibir el crecimiento microbiano y/o la
oxidacion de lipidos en alimentos. Ademas, de ser empleados en el desarrollo de alimentos funcionales o farmacéuticos para la
prevencion y tratamiento de enfermedades causadas por el estrés oxidativo. La elaboracidn de infusiones de pétalos de rosa representaria
una alternativa para su aprovechamiento.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar y comparar el contenido de polifenoles totales (PFT), la actividad antioxidante (AA) y separar
los principales fenoles acidos en piel y pulpa de dos cultivares de batata (Beauregard y Colorado INTA) en el producto fresco y luego
de 90 dias de almacenamiento en cdmara a 13°C. El contenido de PFT se determind con el reactivo de Folin-Ciocalteau, la AA mediante
la reduccion del radical 2,2-difenil-1-picril-hidracilo (DPPH) y los fenoles &cidos mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) en fase reversa. El contenido de PFT y la AA tanto en la pulpa como en la piel, resultaron considerablemente mayores en el
cultivar Colorado INTA. Los valores de PFT y AA obtenidos en la piel, fueron superiores a los de la pulpa para ambos cultivares.
Después del almacenamiento, el contenido de PFT y la AA aumentaron en la pulpa del cultivar Colorado INTA. Por el contrario, en la
piel, ambos parametros disminuyeron aproximadamente 30% en ambos cultivares. Los principales fenoles identificados fueron los
isdmeros de los &cidos clorogénico y dicafeoilquinicos. El incremento observado en los compuestos bioactivos de la batata acentuaron
aln mas las diferencias entre las propiedades funcionales de ambos cultivares.

Palabras clave: capacidad antioxidante, polifenoles, acido clorogénico, acidos dicafeoilquinicos, Ipomoea batata L.

ABSTRACT

The aim of this work was to study and to compare the content of total polyphenols (PP), the antioxidant activity (AA) and to separate
the main phenolic acids in skin and pulp of two sweetpotato cultivars (Beauregard and Colorado INTA) in the fresh product and after
90 days of storage at 13°C chamber .The PP content was determined with the Folin-Ciocalteu reagent, AA by 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical (DPPH) radical-scavenging activity assay and phenolic acids were performed by high performance liquid
chromatography (HPLC) on reversed phase. The PP content and AA in pulp and skin were significantly higher in the cultivar Colorado
INTA. PP and AA values obtained from skin were superior to those of pulp for both cultivars. After storage, the PP and AA increased
in the pulp of cultivar Colorado INTA. By contrast, both parameters decreased approximately 30 % in the skin of both cultivars. The
main polyphenols identified were the isomers of chlorogenic and dicaffeoylquinic acids. The observed increase of the bioactive
compounds of the sweetpotatoes during storage further accentuated the differences between the functional properties of both cultivars.

Keywords: antioxidant activity, polyphenols, chlorogenic acids, dicaffeoylquinic acids, sweetpotato Ipomoea L.

INTRODUCCION

La batata (Ipomoea batata L. Lam) es un cultivo que se produce en méas de 100 paises. En la Argentina, el area plantada de batata es de
aproximadamente 10000 hectareas con una produccién de 120000 toneladas y un consumo por habitante por afio de 3kg (INTA-
CMCBA, 2013). Las principales zonas de produccion son la region pampeana (Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe) y el Noreste
argentino (NEA). En la zona de San Pedro, es uno de los cultivos tradicionales. Se plantan unas 3000 a 4000 ha anuales de batata,
destinadas a abastecer principalmente a la ciudad de Buenos Aires y el conurbano. Su importancia econdmica se incrementa con la
cantidad de galpones de empaques de la zona que procesan batatas provenientes de distintas regiones del pais durante gran parte del
afio. La época de cosecha depende de la regién geogréfica ya que por ser un cultivo sensible al frio se cultiva durante la estacion
templada. Para disponer de batatas durante todo el afio, una vez cosechadas, éstas pueden ser almacenadas bajo condiciones controladas
(13 °C + 2 °C — 90% HR) por 6-10 meses. Durante la conservacion, las raices sufren cambios en el metabolismo afectando su
composicion fisicoquimica (2, 3). De la planta de batata se pueden aprovechar las raices tuberosas y el follaje. La importancia de la raiz
de batata como alimento radica en su contenido de almidon, fibra dietaria, minerales, vitaminas y compuestos con actividad antioxidante,
como acidos fendlicos, antocianinas y B-caroteno. Los compuestos antioxidantes actian como eliminadores de radicales libres y/o
inhibidores de las especies reactivas del oxigeno que se forman naturalmente durante el metabolismo humano. Estas moléculas provocan
dafios en las proteinas, lipidos y acidos nucleicos de las estructuras bioldgicas e inducen en el hombre una variedad de enfermedades
cronicas relacionadas con el estrés oxidativo (4, 5) como cardiovasculares, cancer y aquellas vinculadas con la degeneracién neuronal
(6). Debido a que algunos antioxidantes sintéticos han demostrado ser téxicos y
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presentar efectos mutagénicos (7), en los Gltimos afios se ha incrementado el interés por los antioxidantes de origen natural como los
gue se encuentran en frutas, vegetales y bebidas. Ente los compuestos fendlicos, los acidos cafeoilquinicos poseen fuerte actividad
antioxidante (8). Incluso Robards et al., (9) reportaron que la AA de estos compuestos es superior a la del tocoferol. Sus propiedades
antioxidantes han sido vinculadas a potenciales efectos benéficos sobre la salud humana, incluyendo supresion de melanogénesis (10),
inhibicion de la replicacion del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) (11, 12, 13), actividad antiinflamatoria (14),
antiespasmaodica (15) antihiperglucémica (16) y antimutagénica (17), entre otros. En distintos cultivares de batata se identificaron los
siguientes compuestos cafeoilquinicos: acido clorogénico, cafeico y sus derivados dicafeoilquinicos (18, 19, 20, 21). La composicion y
contenido de los compuestos antioxidantes varia ampliamente entre los distintos cultivares de batata, dependiendo de factores genéticos
y ambientales, como edad y partes de la raiz, clima, practicas del cultivo y almacenamiento luego de la cosecha (22, 23). En particular,
distintos investigadores han reportado que la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles totales en la piel de batata fueron
superiores al contenido de la pulpa (24, 25). El conocimiento de la composicién funcional de los cultivares Colorado INTA y Beauregard,
ambos de pulpa naranja, nuevos en la regién, aportara informacion para caracterizar su calidad.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la AA, el contenido de polifenoles totales e identificacion de los principales fenoles &cidos
en dos cultivares de batata (Beauregard y Colorado INTA), de importancia comercial para el norte de la provincia de Buenos Aires, en
el producto fresco (pulpa y piel) recién cosechado y luego de 90 dias de almacenamiento.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de muestras vegetales

Se utilizaron muestras de los cultivares Beauregard y Colorado INTA cultivados en idénticas condiciones.

Se realizaron dos muestreos, uno al momento de la cosecha y otro luego de 90 dias en camara a 13°C £ 2°C. Se tomaron, al azar, 10
batatas por cultivar. Cada muestra se formé utilizando un cuarto de cada una de ellas y se congel6 la piel y la pulpa por separado en N2
liquido. Las muestras congeladas fueron liofilizadas, trituradas y almacenadas a -20 °C hasta su uso.

Preparacion de los extractos

Cada muestra liofilizada (aprox. 1g) se mezcld con metanol 80% (v/v) durante 15 minutos a 80 °C y el sobrenadante se separd por
centrifugacion, 15 minutos a 3500 rpm. Los extractos se realizaron por triplicado.

Métodos analiticos

Humedad

Se determind segun el método AOAC: 920.151 (26) por secado de la muestra en estufa de vacio (100 mmHg) a 70 °C hasta obtener peso
constante.

Determinacién de la actividad antioxidante (AA)

Se analiz6 por triplicado mediante la reduccion del radical DPPH- de acuerdo al método de Brand-Williams et al. (27). A 400ul extracto
se le agregaron 3,6 ml de DPPH 0,1 mM, se mantuvo en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente y se leyo la absorbancia
a 517 nm en espectrofotdmetro UV/Vis Perkin EImer Lambda 25. La AA se calculé usando una curva estdndar con concentraciones de
TROLOX desde 20uM hasta 450 puM. Los resultados se expresaron como mg equivalentes TROLOX por g bs.

Determinacién de polifenoles totales (PFT)

Se realiz6 por triplicado con el reactivo de Folin-Ciocalteau de acuerdo al método de Singleton y Rossi (28) con algunas modificaciones,
utilizando 4cido clorogénico como estandar. A 250 uL de extracto se le agregaron 4 ml de agua destilada y 250 pL del reactivo de
Folin-Ciocalteau. Luego de 3 minutos, se incorporaron 500 puL de Na,COj3 1N, se mantuvo 120 minutos a temperatura ambiente y se
leyd la absorbancia a 750 nm en espectrofotometro UV/Vis Perkin Elmer Lambda 25. La curva estandar se realiz6 utilizando
concentraciones de acido clorogénico desde 75 hasta 400 mg/L. El contenido total de polifenoles se inform6é como mg de &cido
clorogénico por g bs.

Identificacion y cuantificacion de fenoles acidos

La identificacion y cuantificacion se realizaron mediante el método de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en fase reversa
segln Padda y Picha (29) con algunas modificaciones. Una alicuota de los extractos metandlicos se filtraron por una membrana de 0.45
um. Una muestra de 5ul se injectd en una columna ZORBAX Eclipse XDB-C18, 4,6 x 250 mm, 5 micrones usando un equipo Agilent
Technologies 1200 Series conectado a una bomba cuaternaria. La fase movil consistié en A: 0,1% &cido acético en solucién acuosa; B:
acetonitrilo con 0,1 % acido acético (v/v) con un flujo de 0.75 ml/min en gradiente: B, 10 a 25% de 0 a 35 minutos (min.) y 25a 50 %
de 35 a 50 min. Los picos de los acidos clorogénico (5-cafeoil-quinico) y acido cafeico se identificaron y cuantificaron comparando los
tiempos de retencion y las &reas con sus respectivos estandares. Los picos de los isémeros de acido clorogénico (3 y 4 cafeoil-quinico)
y de los isémeros di-cafeoil-quinicos (3,4; 3,5 y 4,5 dicafeoil-quinicos) fueron identificados por referencia bibliografica para similares
sistemas cromatograficos. Los isdmeros de &cido clorogénico se cuantificaron por comparacion con el estandar del 5-cafeoil-quinico y
los isémeros di-cafeoil-quinicos, por comparacion con el estandar del 1,5 di-cafeoil-quinico. La cuantificacion se baso en la absorbancia
a 320nm usando un detector UV-VIS 1260 Infinity de onda multiple.

Andlisis estadisticos

Los datos experimentales se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa InfoStat version 2008.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 figuran los contenidos de polifenoles totales/g bs para los cultivares (cv) Beauregard y Colorado INTA, a los 0 y 90 dias
de su conservacién y en la Tabla 2 se muestra la AA/g bs para las mismas muestras. En la pulpa de las batatas recién cosechadas, tanto
el contenido de PFT como los valores de la AA resultaron aproximadamente el doble en el cv Colorado INTA que en el cv Beauregard.
En la piel, ambos parametros resultaron muy superiores que en la pulpa y similares para ambos cultivares. Padday Picha (30) reportaron
una amplia variabilidad en el contenido de PFT y AA para distintos genotipos de batatas con pulpa color naranja. Ademas estos
resultados coinciden con Padda y Picha (31, 32) quienes reportaron que el contenido de PFT y AA fue bastante mayor en el tejido de la
piel que en la pulpa del cv Beauregard al momento de la cosecha. Jung et al. (33) también encontraron diferencias en la AA 'y el
contenido de fenoles incluso, dentro de la pulpa de una misma raiz, pudiendo variar de médula a corteza. Walter y Schadel, (24) y
Harrison et al (34) han atribuido los mayores valores de PFT registrados en los tejidos de la piel de la batata a un mecanismo de defensa
quimica natural de la misma contra enfermedades e insectos. El alto contenido de compuestos fendlicos en la piel podria despertar el
interés de las industrias en utilizarla para su incorporacion en diversos alimentos con el fin de aprovechar su potencial antioxidante
natural y a su vez, minimizar los residuos industriales.

Tabla 1. Contenido de polifenoles totales expresados en mg equivalentes de &cido clorogénico /g bs para los
cultivares Beauregard y Colorado INTA, a los 0 y 90 dias de su conservacion.

0 dias 90 dias

Beauregard Colorado INTA Beauregard Colorado INTA
Pulpa 190,10 3,59 £ 0,27 2,15+0,13 5,78+0,19
Piel 212+141 21,7+24 141+14 143+15

Cada valor es el promedio + la Desviacion Estandar de los resultados obtenidos.

Tabla 2. Actividad antioxidante expresada en mg equiv. TROLOX /g bs para los cultivares
Beauregard y Colorado INTA, a los 0 y 90 dias de su conservacion.

0 dias 90 dias

Beauregard Colorado INTA Beauregard Colorado INTA

Pulpa 205+022 4,64+033 255+024 7,14+0,23
Piel  238+059 222+21 16+1,3 142+15

Cada valor es el promedio * la Desviacion Estandar de los resultados obtenidos.

En la Figura 1 se muestra la variacion de PFT y la AA para los cultivares Beauregard y Colorado INTA durante su conservacion. Se
puede observar que la variacion de PFT es similar a la de la AA en ambos cultivares. Luego de 90 dias de almacenamiento, los PFT y
la AA aumentaron en la pulpa de ambos cultivares pero en mucho mayor proporcion en el cv Colorado INTA. Los valores alcanzados
para los respectivos parametros fueron 60% y 50% maés elevados que los iniciales, mientras que en el cv Beauregard no hubo variaciones
significativas. Por el contrario, en la piel, ambos parametros disminuyeron aproximadamente 30% tanto para Colorado INTA como para
Beauregard.

Estudios realizados sobre otros cultivares (35) encontraron que los PFT y la AA durante 37 dias de almacenamiento a 15°C aumentaron
en el cv. J-Red, de pulpa naranja, pero disminuyeron en otros tres cv. Por otro lado, Grace et al. (36) observaron una disminucién en el
contenido de PFT de distintos cv de batata almacenadas a temperatura 0ptima durante 4 y 8 meses aunque manifestaron que algunos PF
individuales se vieron incrementados durante el almacenamiento. Varios autores coinciden en que la variacion en el contenido de PFT
y la AA depende del cultivar (37, 38, 36). Dependiendo del tipo de estrés, los compuestos fendlicos pueden ser inducidos como resultado
del incremento de la transcripcion de genes que codifican la biosintesis de las enzimas correspondientes (39). El incremento en el
contenido de PFT puede ser atribuido a un aumento en paralelo de la actividad de la fenil-alanina amonio-liasa (PAL), una importante
enzima involucrada en el camino fenilpropanoide de la sintesis fendlica (31).
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Figura 1. Variacion de polifenoles totales y la actividad antioxidante para los cultivares
Beauregard y Colorado INTA durante su conservacion.

En la Figura 2, puede observarse que los valores de AA mostraron una alta correlacion (r?= 0,991) con los contenidos de PFT. Otros
autores, también encontraron una alta correlacion entre PFT y AA en distintos cultivares de batata (32, 40). Esto sugiere que la AA de
las batatas podria ser causada principalmente por la presencia de PF.

18
16 ;
14 =
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10 © AA

R*=0,9913
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Figura 2. Correlacion entre PFT y AA para ambos cultivares, en tejido fresco de piel y pulpa

Al analizar los PF individuales en las batatas recién cosechadas (Tabla 3), se encontré que los PF mas abundantes en la pulpa de ambos
cv, fueron los isomeros del acido clorogénico. En cambio en la piel, los isomeros del acido clorogénico fueron mayoritarios en Colorado
INTA, pero en Beauregard, predominaron los isomeros dicafeoilquinicos (3,4; 3,5; 4,5). El acido cafeico s6lo se identifico en la piel de
ambos cv y en baja concentracion. Estos resultados coinciden con Bellail et tal (41) quienes reportaron que no se encontro acido cafeico
en la pulpa de ninguno de los cultivares analizados, entre ellos Beauregard. Otros estudios (30, 42) realizados sobre diferentes cv de
batata, también identificaron como PF mayoritarios a los isomeros de los &cidos clorogénico y dicafeoilquinico y al acido cafeico como
componente minoritario.
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Tabla 3. Contenido PFT, AA, isémeros de acido clorogénico, acido cafeico e isdémeros de &cidos dicafeoilquinicos de piel y pulpa para
los cultivares Beauregard y Colorado INTA antes y después de su almacenamiento. Los valores estan expresados en mg/g bs.

Beauregard Colorado INTA
mg/g bs 90 dias 0 dias 90 dias 0 dias
Pulpa Piel Pulpa Piel Pulpa Piel Pulpa Piel
Isomeros Ac. Clorog. 0,642 2,29 0525 573 243 167 125 842

Ac. Cafeico 0,000 1,29 0,000 0,793 0,000 1,20 0,000 0,563
Isomeros dicafeoilq. 0,370 4,17 0,338 7,97 1,89 293 0610 4,13
Total 101 775 086 145 432 580 1,86 13,1
AA 255 16,0 2,05 238 7,14 142 464 222
PFT 215 141 1,90 212 578 143 359 21,7
% en PFT 47,1 550 454 683 748 405 517 604

El aumento de los PFT en la pulpa de Colorado INTA durante el almacenamiento se debi6 a un incremento parejo de los isémeros de
los &cidos clorogénicos y dicafeoilquinicos (Figura 3). En la pulpa del cv Beauregard, en coincidencia con los resultados obtenidos al
analizar los PF totales, no se registraron variaciones significativas en los diferentes PF durante el almacenamiento. En la piel del cv
Beauregard (Figura 4), la disminucion del contenido de PFT también se debié a la variacion de los acidos clorogénicos y
dicafeoilquinicos. En la piel del cv colorado INTA, en cambio, la disminucidn se debi6 fundamentalmente a la variacion de los isomeros
del 4cido clorogénico quedando entonces como mayoritarios en las batatas almacenadas los 4cidos dicafeoilquinicos. El &cido cafeico
fue el Gnico compuesto que se incrementd, luego de la conservacion, en la piel de ambos cv, aunque su proporcién sigue siendo
minoritaria con respecto al resto. Estudios previos han reportado resultados contradictorios con respecto al incremento y disminucion
de estos &cidos fendlicos durante el almacenamiento. Al igual que en el contenido de PFT y la AA, manifestaron que estas variaciones
dependen del cultivar (37, 38, 36, 35).

Pulpa Beauregard Pulpa Colorado INTA
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Figura 3. Variacion de los isomeros de &cido clorogénico y dicafeoilquinico y del &cido cafeico en la pulpa de los cultivares
Beauregard y Colorado INTA durante su almacenamiento. Los valores estan expresados en mg/g bs.
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Figura 4. Variacion de los isomeros de &cido clorogénico y dicafeoilquinico y del &cido cafeico en la piel de los cultivares
Beauregard y Colorado INTA durante su almacenamiento. Los valores estan expresados en mg/g bs.

CONCLUSIONES

El cv Colorado INTA, con vetas color parpura, resulté mas rico en PF que el cv Beauregard y las diferencias se incrementaron durante
el almacenamiento. En la pulpa de ambos cv los PF mas abundantes fueron los isémeros del acido clorogénico. La conservacion a
temperaturas controladas favorecid el valor funcional de la pulpa del cv Colorado INTA. Pero en la piel, hubo una importante
disminucion de sus compuestos bioactivos. Por lo tanto, si se quiere aprovechar el alto contenido de antioxidantes naturales en la piel
para su agregado en alimentos para prevenir la oxidacion lipidica, es aconsejable extraerlos de las batatas recién cosechadas.
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RESUMEN

Se analizé y compar0 la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales y de carotenos totales en batatas de un cultivar de pulpa
naranja, Beauregard, durante el almacenamiento en cdmara y en pila. Las batatas una vez cosechadas se almacenaron durante 110 dias,
divididas en dos lotes: uno de ellos en cdmara a 13°C y el otro en pila al aire libre bajo un tinglado. EI contenido de fenoles totales en
la pulpa de las batatas del cultivar Beauregard, recién cosechadas, fue 2,60 mg clorogénico /g ms, la actividad antioxidante 3,37 mg
TROLOX /g ms y los carotenos totales 608 pg B-caroteno /g ms. No se observaron diferencias significativas (p>0,05) en ninguna de las
variables estudiadas entre las batatas almacenadas en camara y en pila. Tampoco se detectaron variaciones en la actividad antioxidante
y el contenido de fenoles totales a lo largo del almacenamiento, registrandose en cambio, un incremento del 18% en el contenido de
carotenos durante los primeros 30 dias de conservacion, manteniéndose luego sin modificaciones significativas.

Palabras clave: actividad antioxidante, fenoles totales, carotenos totales, Ipomoea batata L.

ABSTRACT

Antioxidant activity, total phenolic and total carotene contents were analyzed and compared in sweet potatoes with orange pulp,
Beauregard, during storage in chamber and pile. Harvested sweet potatoes were stored for 110 days divided in two batchs: one at 13
°C chamber and the other in piles in the open air under a shed. The total phenolic content was determined using the Folin-Ciocalteu
reagent, the AA by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical-scavenging activity assay and total carotene spectrophotometrically.
The total phenolic content in the freshly harvested sweetpotatoes was 2,60 mg chlorogenic /g dm, the AA was 3,37 mg TROLOX /g dm
and the total carotene 608 pg pB-caroteno /g dm. No significant differences (p>0,05) were observed in any of the parameters analyzed
between sweetpotatoes stored in chamber and in pile. In addition, no variations were detected in the AA or in the total phenolic content
during storage. However, carotene content increased 18% during the first 30 days of storage, and then remained without significant
changes.

Keywords: antioxidant activity, total phenols, total carotenes, sweetpotato Ipomoea L.

INTRODUCCION

La batata (Ipomoea batata L. Lam), cada vez mas, es considerada un alimento saludable debido a su contenido en compuestos
nutracéuticos tales como fibra dietaria y compuestos con actividad antioxidante como vitamina C, polifenoles y carotenoides 1. Estos
compuestos antioxidantes acttan como eliminadores de radicales libres y/o inhibidores de las especies reactivas del oxigeno que se
forman naturalmente durante el metabolismo humano. Estas moléculas provocan dafios en las proteinas, lipidos y acidos nucleicos de
las estructuras biologicas e inducen en el hombre una variedad de enfermedades crénicas relacionadas con el estrés oxidativo (2, 3)
como cardiovasculares, cancer y aquellas vinculadas con la degeneracion neuronal (4).

Ademas de actuar como antioxidantes, los carotenoides y compuestos fenolicos, proveen a las batatas de colores distintivos a la pulpa
(crema, amarillo profundo, naranja y parpura). Los cultivares de pulpa naranja son ricos en carotenoides, de los cuales el 3-caroteno es
el mas abundante (5, 6). Este altimo es considerado un precursor de la vitamina A (retinol) debido a que luego de ser absorbido en el
organismo humano se convierte en esta vitamina. El consumo de este tipo de vegetales puede jugar un papel clave como paliativo de la
deficiencia de vitamina A. Su biodisponibilidad en las batatas de pulpa color naranja es superior a la de zanahoria y vegetales de hojas
verdes (7). Debido a que la batata es un cultivo sensible al frio, se cultiva durante la estacion templada. En Argentina, para disponer de
batatas durante todo el afio, una vez cosechadas suelen almacenarse en pila al aire libre bajo un tinglado. Pero lo recomendable es hacerlo
bajo condiciones contraladas (13 °C + 2 — 90% HR). Durante la conservacion se producen cambios en el metabolismo que afectan su
composicion fisicoquimica (8, 9). El contenido de los compuestos antioxidantes puede variar ademas entre los distintos cultivares de
batata, dependiendo de factores genéticos y ambientales, como edad y partes de la raiz, clima, practicas del cultivo y almacenamiento
luego de la cosecha (10, 11). Actualmente, se busca desarrollar cultivares de pulpa naranja debido a que en algunos paises los
consumidores prefieren estos colores de pulpa y, como se menciond anteriormente, suelen tener mayores niveles de carotenos. La
obtencién de estos cultivares podria constituir una herramienta que le permita al productor diferenciar el producto, captar el creciente
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segmento de consumidores interesados en alimentos saludables, y asi aumentar el consumo. En los Gltimos afios, la Estacion
experimental Agropecuaria (EEA) del INTA (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria) de San Pedro (Buenos Aires, Argentina)
ha realizado trabajos de investigacién para su incorporacién al mercado, con el cultivar Beauregard de pulpa naranja, poco difundido
en la Argentina, por ser el mas utilizado en EE.UU. En la zona, se ha destacado por su precocidad y rendimiento.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar y comparar la variacion de la actividad antioxidante y los contenidos de fenoles totales y
carotenos totales en batatas de un cultivar de pulpa naranja, Beauregard, nuevo en la region, durante el almacenamiento en cAmara y en
pila. Se investigd ademas, si existia correlacién entre el contenido de carotenos y el color de la pulpa. También se compararon los valores
de estos compuestos bioactivos en las batatas recién cosechadas con los de dos cultivares de pulpa amarilla, Arapey y Morada INTA,
consumidos comUnmente en Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de muestras vegetales

Se utilizaron muestras, al momento de la cosecha, de los cultivares Beauregard, Arapey y Morada INTA cultivados en idénticas
condiciones.

Luego de la cosecha, las batatas del cultivar Beauregard se almacenaron divididas en dos lotes, uno de ellos en camara a 13 °C £ 2 °C
y 90% HR, y el otro en pila al aire libre bajo un tinglado. En cada lote se realizaron andlisis a los 30, 60, 90 y 110 dias de almacenamiento.
Para todos los muestreos, cosecha y almacenamiento, se tomaron diez batatas por cultivar y se formo un pool utilizando un cuarto de
cada una de ellas. Se congel6 la pulpa en N2 liquido, se liofiliz6, moli6 y almacend a -20 °C hasta su uso.

Métodos analiticos

Humedad

Se determind segun el método AOAC: 920.151 (1990) (12) por secado de la muestra en estufa de vacio (100 mmHg) a 70 ° C hasta
obtener peso constante.

Preparacion de los extractos

Cada muestra liofilizada (aprox. 1g) se mezcld con metanol 80% (v/v) durante 15 minutos a 80 °C y el sobrenadante se separ6 por
centrifugacion, 15 minutos a 3500 rpm. Los extractos se realizaron por triplicado, determinando en cada uno el contenido de fenoles
totales y la actividad antioxidante.

Determinacién de fenoles totales (FT)

Se realizé por triplicado con el reactivo de Folin-Ciocalteu de acuerdo al método de Singleton y Rossi (13) con algunas modificaciones,
utilizando acido clorogénico como estandar. A 250 L de extracto se le agregaron 4 ml de agua destilada y 250 L del reactivo de Folin-
Ciocalteu. Luego de 3 minutos, se incorporaron 500 puL de Na,COs 1N, se mantuvo 120 minutos a temperatura ambiente y se leyo la
absorbancia a 750 nm en espectrofotometro UV/Vis HP 8453 (Hewlett Packard, Estados Unidos). La curva estandar se realizo utilizando
concentraciones de &cido clorogénico desde 75 hasta 400 mg/L. El contenido total de polifenoles se inform6é como mg de &cido
clorogénico por g bs.

Determinacion de la actividad antioxidante (AA)

Se analiz6 por triplicado mediante la reduccion del radical DPPH de acuerdo al método de Brand-Williams et al. (14). A 400pl extracto
se le agregaron 3,6 ml de DPPH 0,1 mM, se mantuvo en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente y se leyd la absorbancia
a 517 nm en espectrofotometro UV/Vis HP 8453 (Hewlett Packard, Estados Unidos). La AA se calcul6 usando una curva estandar con
concentraciones de TROLOX desde 20uM hasta 450 uM. Los resultados se expresaron como mg equivalentes TROLOX por g bs (base
seca).

Determinacidn de carotenos totales

Se pesaron aprox. 0,3g para el tejido de pulpa liofilizado y se analizaron segln el método Rodriguez-Amaya y Kimura (15) con algunas
modificaciones. Las absorbancias se midieron a 450 nm en un espectrofotometro UV/Vis HP 8453 (Hewlett Packard, Estados Unidos).
La curva estandar se realizo utilizando concentraciones de -caroteno en el rango de 0,9 pg/ml a 8 pg/ml. Los resultados se expresaron
como pg B-caroteno por g bs. Los extractos se realizaron por triplicado.

Color: se determin6 por triplicado con un colorimetro marca Minolta modelo CR-400 (Minolta Co. Ltd., Osaka, Japén) segun las
coordenadas L* (luminosidad), a* (componente rojo-verde) y b* (componente amarillo-azul).

Andlisis estadisticos
Los datos experimentales se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa InfoStat version 2008.

RESULTADOS Y DISCUSION

Batatas recién cosechadas

En la Tabla 1 se observa el contenido de FT y la AA en las batatas recién cosechadas del cultivar Beauregard, de pulpa naranja. Los
valores hallados en ambos pardmetros coinciden con los reportados por Padda y Picha (16, 17) para este cultivar en Estados Unidos.
También en esta tabla figuran los mismos parametros determinados, a efectos comparativos, en dos cultivares de pulpa amarilla, Arapey
y Morada INTA, cominmente consumidos en nuestro pais. Los contenidos de FT resultaron similares para los tres cultivares evaluados.
En cuanto a la AA, sélo la correspondiente al cultivar Arapey resulté menor (p<0,05) que las de los otros dos cultivares.
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Tabla 1: Contenido de fenoles totales, carotenos totales y la actividad antioxidante para los cultivares
Beauregard, Arapey y Morada INTA al momento de la cosecha.

Fenoles totales Actividad antioxidante Carotenos totales

mg eq acido clorogénico /gbs mgeq TROLOX /gbs g B-caroteno/g bs

Beauregard 2,60%+ 0,20 3,372+ 0,25 6082 + 18
Arapey 2,542+ 0,42 2,82°+0,47 46,6 £ 0,02
Morada INTA 2,66%+ 0,27 3,66%+ 0,26 46,9° + 0,27

Cada valor es el promedio + la desviacion estandar de los resultados obtenidos.
Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05) entre valores de una misma columna

En la misma Tabla 1 se muestra ademas el contenido de carotenos totales al momento de la cosecha, para los cultivares arriba
mencionados. Confirmando lo esperado, en el cultivar de pulpa naranja el contenido fue mucho mas elevado que en los de pulpa amarilla
alcanzando el valor de un orden superior a estos ultimos. Varios autores, como Grace et al. (18) y Hagenimana et al. (19) analizaron el
contenido de carotenos totales en cultivares de batata de distinto color de pulpa y encontraron valores similares a los del presente trabajo
tanto para los cultivares de pulpa naranja como para los de pulpa amarilla. Por otro lado, De Moura et al. (20) reportaron un amplio
rango en el contenido de carotenos totales, de 2 a 632 g / g bs entre cultivares de pulpa blanca, amarilla, naranja y parpura. Teniendo
en cuenta estos valores, el cultivar Beauregard analizado en este trabajo se encuentra entre los de mayor contenido. Algunos autores
han demostrado que el B-caroteno es el carotenoide mayoritario (60-90%) en cultivares de pulpa naranja (10, 19, 21, 22). En este sentido,
Huang et al. (9) y Hagenimana et al. (19) observaron que el porcentaje de [3-caroteno aumenta con un mayor contenido de carotenos
totales, por lo que se podria inferir que el cultivar de pulpa naranja estudiado posee un elevado contenido de este compuesto que podria
representar al menos un 50% de los carotenos totales. Trumbo et al. (23) estimaron que 12 ug B-caroteno corresponden a 1 pg retinol.
Este factor estd basado en la bioeficacia de los carotenoides en una dieta mixta de una poblacion saludable en paises desarrollados. De
acuerdo a la Junta de Alimentacién y Nutricion del Instituto de Medicina del Departamento de Agricultura de Estados Unidos, la dosis
diaria recomendada de vitamina A (ug/dia) para nifios en edad pre-escolar es de 400 pg equivalente de actividad de retinol (EAR)/dia.
Por lo tanto, tomando el factor de conversion mencionado anteriormente, podriamos estimar que 20 g de batata seca/dia (equivalentes a
100 g batata fresca/dia) del cultivar Beauregard, cubririan la dosis diaria recomendada. Esta cifra corresponderia a un peso menor al de
una unidad de batata, lo que muestra la riqueza de este producto como fuente de provitamina A. Cabe destacar que este valor calculado
es menor que los 125 g de batata fresca/dia necesarios para cubrir la dosis diaria reportados por el Centro Internacional de la Papa (CIP,
2012) para los cultivares de pulpa naranja. Debe tenerse en cuenta que el contenido hallado para este cultivar es considerablemente
elevado, y que el valor estimado por el CIP probablemente considere un cierto margen de seguridad, teniendo en cuenta que el contenido
de B-caroteno puede variar ampliamente de acuerdo a diversos factores, como el cultivar, la edad de la raiz, el clima y las practicas
agrondémicas y de poscosecha (24, 21).

Almacenamiento

En la Figura 1 se muestra la variacion en el contenido de FT y la AA para el cultivar Beauregard durante su conservacién. No se
observaron diferencias significativas (p > 0,05) en ninguna de las variables estudiadas entre las batatas almacenadas en cdmara y en pila.
Tampoco se detectaron variaciones en la AA y el contenido de FT a lo largo del almacenamiento. Estudios realizados sobre otros
cultivares (25), encontraron que los FT y la AA durante 37 dias de almacenamiento a 15 °C aumentaron en el cultivar J-Red, de pulpa
naranja, pero disminuyeron en otros tres cultivares. Por otro lado, Grace et al. (18) observaron una disminucion en el contenido de FT
de distintos cultivares de batata almacenadas a temperatura éptima durante 4 y 8 meses. Varios autores coinciden en que la variacion en
el contenido de FT y la AA depende del cultivar (26, 27, 18).
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Figura 1: Variacion del contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante para el cultivar Beauregard
durante su conservacion en camara y en pila.

En la Figura 2 se observa la variacion en el contenido de p-caroteno para el cultivar Beauregard durante su conservacion en camara y
en pila.
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Figura 2: Variacion en el contenido de B-caroteno para el cultivar Beauregard durante su conservacion en cdmara y en pila.

Se registrd un incremento del 18% durante los primeros 30 dias de conservacién tanto en pila como en cdmara, manteniéndose luego
sin modificaciones significativas (p>0,05) hasta los 110 dias. Esto coincide con lo expuesto por Stathers et al. (28) quienes manifestaron
que el almacenamiento de las batatas frescas afecta sdlo en forma leve el contenido de B-caroteno. Al igual que en los pardmetros
descriptos anteriormente, no se registraron diferencias significativas entre las batatas almacenadas en camara y pila.

Correlacion entre el contenido de carotenos totales y las variables de color

Se analizé la correlacion entre las variables de color y el contenido de carotenos totales de los tres cultivares evaluados al momento de
cosecha y durante el almacenamiento del cultivar Beauregard. Se observé que los parametros a* y b* presentaron buena correlacion,
con valores de R? superiores a 0.90, lo que permitiria asociar altos valores de a*y b* a un mayor componente rojo y amarillo
respectivamente.

En la figura 3 se muestran las correlaciones entre estas variables y el contenido de carotenos totales. Las expresiones matematicas
fueron:

Y=0,0199x + 33,4 R?=0,923 para b*

Y=0,0240x + 4,34 R?=0,944 para a*

Estos resultados coinciden con los de otros estudios (29, 19) en los que se reportaron elevados coeficientes de determinacion para las
correlaciones de las variables a* y b* con el contenido de B-caroteno en cultivares de pulpa naranja y amarilla.
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Figura 3: Correlacion entre el contenido de carotenos totales y las variables de color en los cultivares
Beauregard, Arapey y Morada INTA.

CONCLUSIONES

El contenido de carotenos en las batatas del cultivar Beauregard supera ampliamente los contenidos de los cultivar de pulpa amarilla
que se consumen tradicionalmente en nuestro pais. Debido a su elevado valor, podrian constituir una fuente importante de vitamina A.
Ademaés, el almacenamiento no afecta en gran medida el contenido de este compuesto, registrandose inclusive, leves incrementos en el
mismo, tanto en las batatas almacenadas en cdmara como en pila.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la variacion del contenido de polifenoles totales (PFT) y la actividad antioxidante (AA) en
dos cultivares de batata de pulpa color naranja (Beauregard y Colorado INTA) durante las distintas etapas de la elaboracién de dulce
utilizando pulpa con y sin piel. Se analiz6 ademas la influencia del agregado de sacarosa en la variacion de los pardmetros anteriormente
mencionados. El contenido de PFT se determind con el reactivo de Folin-Ciocalteau y la AA mediante la reduccion del radical del
hidrato de 2,2-difenil-1-picril-hidracilo (DPPH-). El contenido de PFT y la AA en el cultivar Colorado INTA fueron considerablemente
mayores que en Beauregard. Los valores de ambos pardmetros en todos los dulces fueron significativamente menores (p<0,05) que los
productos crudos, siendo las pérdidas mayores en Beauregard que en Colorado INTA. El efecto la coccidn con vapor fue diferente para
cada cultivar ya que en Beauregard, el contenido de PFT y la AA disminuyeron y en la batata entera de Colorado INTA se incrementaron.
Durante el procesamiento, las disminuciones mas importantes se produjeron luego del agregado del azucar. Por lo tanto, para reducir
las pérdidas de PFT y la AA en el dulce de batata deberia considerarse reducir el tiempo de coccidn del puré con el azlcar o analizar el
efecto de otros edulcorantes nutritivos. Ademas de utilizar cultivares, como Colorado INTA, con mejores propiedades funcionales.

Palabras clave: capacidad antioxidante, polifenoles totales, Ipomoea batata L., dulce de batata

ABSTRACT

The objective of this work was study the variation of the content of total polyphenols (TPP) and the antioxidant activity (AA) in two
orange-fleshed sweetpotato cultivars (Beauregard and Colorado INTA) during the different stages of the elaboration of sweetpotato
paste using pulp with and without skin. The influence of the aggregated sucrose was also analyzed on the variation of the aforementioned
parameters. The content of TPP was determined with the Folin-Ciocalteau reagent and the AA by reducing the radical of the 2,2-
diphenyl-1-picryl hydracil hydrate (DPPH °). The content of TPP and AA in the Colorado INTA cultivar was considerably higher than
in Beauregard. The values of both parameters in all the sweetpotato pastes were significantly lower (p <0.05) than the raw products,
being greater the losses in Beauregard that in Colorado INTA. The effect of steam cooking was different for each cultivar since in
Beauregard, the PPT content and the AA decreased and in the whole Colorado INTA sweetpotato they increased. During processing,
the most important decreases happened after the addition of sugar. Therefore, to reduce losses of PPT and AA in sweet potato paste
should be considered to reduce the cooking time of the puree with sugar or to analyze the effect of other nutritive sweeteners. Also to
using cultivars, such as Colorado INTA, with better functional properties.

Keywords: antioxidant capacity, total polyphenols, Ipomoea batata L., paste sweet potato

INTRODUCCION

Los radicales libres y las especies reactivas del oxigeno que se forman naturalmente durante el metabolismo humano, provocan dafios
en las proteinas, lipidos y acidos nucleicos de las estructuras biolégicas induciendo una variedad de enfermedades en el hombre (1, 2).
Los compuestos antioxidantes actiian como eliminadores de radicales libres y/o inhibidores de las especies reactivas del oxigeno
contribuyendo a prevenir el riesgo de enfermedades cronicas, como cardiovasculares, cancer y aquellas relacionadas con la degeneracion
neuronal (3). Debido a que algunos antioxidantes sintéticos han demostrado ser toxicos y presentar efectos mutagénicos (4), en los
Gltimos afios se ha incrementado el interés por los antioxidantes de origen natural como los que se encuentran en frutas, vegetales y
bebidas. La batata (Ipomoea batata L.; Lam) es una raiz rica en fibra dietaria, minerales, almidon, vitaminas y compuestos con actividad
antioxidante, como &cidos fendlicos, antocianinas y B-caroteno (5, 6). Se consume utilizando diferentes sistemas de coccién: hervido,
horneado, frito o en productos procesados tales como tortas, dulces o jugos. La dulzura natural de muchas variedades de batata posibilita
la preservacion de las raices por la adicién de azlcar para obtener una variedad de productos confitados, como caramelos, mermeladas
y dulces, que son especialmente populares en América Latina y particularmente en Argentina. Algunas investigaciones revelan una
marcada variacion tanto del contenido en polifenoles como de la actividad antioxidante en frutos y vegetales debido a distintos
tratamientos térmicos, como hervido, coccién por microondas, horneado y freido (7, 8, 9). Turkmen y col. (10) estudiaron el efecto de
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distintos métodos de coccidn sobre el contenido de éstos parametros en distintas especies vegetales (pimientos, brdcoli, apio, arvejas,
espinaca, etc.) y encontraron que el incremento o la disminucion de ambos parametros dependia de la especie y no del tratamiento
térmico. En batata, estos efectos difieren entre cultivares, incluso entre las distintas partes de una misma raiz. En el cultivar Beauregard,
Bellail y col. (11) observaron que el contenido de polifenoles totales y la actividad antioxidante en la pulpa aumentaron luego de aplicar
distintos tratamientos térmicos; por otro lado, Padda y Picha (12) encontraron que ambos parametros disminuyeron en la piel de este
cultivar, cuando se aplicaron los mismos tratamientos térmicos. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la variacion del contenido
de polifenoles totales (PFT) y la actividad antioxidante (AA) en dos cultivares de batata de pulpa color naranja de importancia comercial
para el norte de la provincia de Buenos Aires (Beauregard y Colorado INTA), durante las distintas etapas de la elaboracion de dulce
utilizando pulpa con y sin piel. Se analiz6 ademas la influencia del agregado de sacarosa en la variacion de los pardmetros anteriormente
mencionados.

MATERIALES Y METODOS

Determinacién de humedad

Se determiné segiin AOAC (13), secado de las muestras en estufa de vacio (100 mmHg) a 70 °C hasta obtener peso constante.
Preparacion de muestras vegetales

Se utilizaron muestras de los cultivares Beauregard y Colorado INTA cultivados en idénticas condiciones. Para el analisis de las muestras
crudas se tomaron al azar, 10 batatas por cultivar. Cada muestra se formé utilizando un cuarto de c/u y se congel6 piel y pulpa por
separado en N liquido. Las muestras congeladas fueron liofilizadas, trituradas y almacenadas a -20 °C hasta su analisis.

Preparacion del dulce

Las batatas, con y sin piel, se vaporizaron 28 minutos a 94,5 °C en cacerola doméstica con soporte vaporizador. Al finalizar la coccion
se las triturd hasta obtener un puré cremoso. Para elaborar el dulce se procedi6 a pesar 100g de puré con 70g azUcar blanca, se mezcl6
hasta homogenizar y se calentd 2 minutos en microondas. Luego se adicionaron 2g de agar-agar disueltos en 50 ml de agua, se
homogenizé y calentdé nuevamente 1 minuto en microondas. Se refrigerd hasta gelificacidn y se almaceno a -20 °C hasta su uso. En
paralelo se realiz6 el mismo proceso omitiendo el agregado de sacarosa.

Preparacion de los extractos

Se pes6 aproximadamente 1g del material crudo y 10 g del obtenido luego de cada tratamiento térmico. Las muestras se trataron con
metanol 80% (v/v) durante 15 minutos a 80 °C y el sobrenadante se separd por centrifugacién, 15 minutos a 3500 rpm. Las extracciones
se realizaron por triplicado.

Determinacién de polifenoles totales

Se realiz6 por triplicado con el reactivo de Folin-Ciocalteau de acuerdo al método de Singleton y Rossi (14) con algunas modificaciones,
utilizando acido clorogénico como estandar. A 250 pl de extracto se le agregaron 4 ml de agua destilada y 250 pl del reactivo de Folin-
Ciocalteau. Luego de 3 minutos, se incorporaron 500 pL de Na>COs 1N, se mantuvo 120 minutos a temperatura ambiente y se leyo la
absorbancia a 750 nm en espectrofotémetro UV/Vis Perkin Elmer Lambda 25. La curva estandar se realizé utilizando concentraciones
de &cido clorogénico desde 75 hasta 400 mg/L. El contenido total de polifenoles se informé como mg de cido clorogénico por g base
seca (b.s.).

Determinacién de la actividad antioxidante

Se analizo por triplicado mediante la reduccién del radical DPPH- de acuerdo al método de Brand-Williams y col. (15). A 400ul de
extracto se le agregaron 3,6 ml de DPPH- 0,1 mM, se mantuvo en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente y se ley6 la
absorbancia a 517 nm en espectrofotémetro UV/Vis Perkin Elmer Lambda 25. La AA se calculé usando una curva estandar con
concentraciones de TROLOX desde 20uM hasta 450 M. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de TROLOX por g bs.

ANALISIS ESTADISTICOS
Los datos se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa Statgraphics Plus (5.1).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 figuran los contenidos de polifenoles totales/g bs para la piel, pulpa y batata entera (con piel) crudas de los cultivares (cv)
Beauregard y Colorado INTAy en la Tabla 2 se muestra la AA/g bs para las mismas muestras. El contenido de PFT y la AA en la pulpa
del cv Colorado INTA resultaron significativamente mayores (p<0,05) que en la del cv Beauregard. Padda y Picha (12) reportaron una
amplia variabilidad en el contenido de PFT y AA para distintos genotipos de batatas con pulpa color naranja. A su vez, estudios previos
encontraron que las batatas de pulpa color plrpura presentan mayores concentraciones de PFT y AA que las de pulpa color naranja y
blanca (17-20). Estos mayores valores estarian asociados a la presencia de compuestos fendlicos, principalmente antocianinas (21). Por
lo tanto, los mayores valores de PFT y la AA en el cv Colorado INTA podrian atribuirse a la presencia de vetas color purpura, que no
fueron observadas en el cv Beauregard. Los valores en piel en cambio, no evidenciaron diferencias entre ambos cultivares (p>0,05),
aungue fueron muy superiores a los obtenidos en pulpa. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Padda y Picha (22, 23) quienes
reportaron que el contenido de PFT y la AA fueron bastante mayores en el tejido de la piel que en la pulpa del cv Beauregard. Algunos
autores también encontraron diferencias en la AA'y el contenido de PFT dentro de la pulpa de una misma raiz, pudiendo variar de
médula a corteza (23, 24, 25). Walter y Schadel (26) y Harrison y col. (27) han atribuido los mayores valores de PFT registrados en los
tejidos de la piel de la batata a un mecanismo de defensa quimica natural de la misma contra enfermedades e insectos. El alto contenido
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de compuestos fendlicos en la piel podria despertar el interés de las industrias en utilizar extractos de la misma para su incorporacion
en diversos alimentos con el fin de aprovechar su potencial antioxidante natural y a su vez, minimizar los residuos industriales.

Tabla 1. Contenido de polifenoles totales de piel, pulpa y batata entera cruda expresados
en mg equivalentes de &cido clorogénico /g b.s.

Cultivar Piel Pulpa Entera
Colorado INTA 143+15 5,78 0,19 6,11 £ 0,26
Beauregard 14114 2,15+0,13 2,74 +0,20

Cada valor es el promedio * la Desviacion Estandar de los resultados obtenidos

Tabla 2. Actividad antioxidante de piel, pulpa y batata entera expresada en mg equiv. TROLOX /g b.s.

Cultivar Piel Pulpa Entera
Colorado INTA 142+15 7,14 £ 0,23 7,53+0,31
Beauregard 16,0+ 1,3 2,55+0,24 3,34 +0,30

Cada valor es el promedio + la Desviacion Estandar de los resultados obtenidos

En las Fig 1 y 2 se grafican los contenidos de polifenoles totales y la actividad antioxidante en las muestras de pulpa y batata entera
crudas, luego de la coccidn con vapor, dulces y procesadas sin agregado de azlcar de los cultivares Beauregard y Colorado INTA. Puede
observarse en todas las muestras analizadas, que el cultivar Colorado INTA presentd valores de PFT y AA significativamente mayores
(p<0,05) que los del cultivar Beauregard. En el cultivar Beauregard ambos parametros disminuyeron luego de la coccion con vapor,
provocando una merma del 22% y 31% para la batata entera y 42% y 55% para la pulpa. En cambio, en el cultivar colorado INTA frente
a los mismos métodos de coccion, el contenido de PFT y la AA, en la pulpa disminuyeron un 7% y 15% y en la batata entera se
incrementaron un 18% y 14% respectivamente. Probablemente las diferencias encontradas entre ambos cultivares se deba a una distinta
composicion en PFT. En concordancia con estos resultados, Shih y col (28) encontraron que el contenido de los PFT y la AA luego del
tratamiento térmico disminuyeron en un cultivar de pulpa naranja y no presentaron diferencias en otro de pulpa amarilla. Ademaés, puede
observarse en ambos cultivares que el contenido de PFT y la AA resultaron més elevados (p<0,05) en las muestras de batata entera que
en las de pulpa. Jung y col. (25) observaron, en ocho cultivares de origen coreano, que el contenido de ambos parametros disminuyo
durante todos los tratamientos térmicos y lo atribuyeron, ademés de a la degradacion de los PFT por efecto del calor, a la accién de la
polifenoloxidasa sobre estos compuestos. Por lo tanto, la mayor disminucién de estos parametros en la pulpa podria atribuirse a la
descompartimentalizacion de la polifenoloxidasa durante el pelado para la separacion de la pulpa.

El incremento observado en el cv Colorado INTA coincide con otros autores que reportaron aumentos en estos parametros durante
distintos tratamientos térmicos y los atribuyeron a la formacién de nuevos compuestos fenolicos y/o rotura de las uniones de los
polifenoles presentes por accion del calor generando nuevos sitios activos (11, 18, 29, 30, 31, 32).

Al elaborar el dulce a partir de las muestras cocidas con vapor, se observé una pérdida importante en el contenido de PFT y la AA. En
el cultivar Beauregard, ambos parametros se redujeron un 38% y 21% respectivamente en el dulce elaborado con la batata entera y un
31% y 8% en el dulce elaborado con pulpa. En el cultivar Colorado INTA, el contenido de PFT y la AA disminuy6 39% y 40% para el
dulce elaborado con la batata entera y 26% y 29% para el dulce elaborado con pulpa. Para analizar si esta disminucion se debi6 al
agregado de azUcar o a la prolongacion del tratamiento térmico, se compar6 el contenido en PFT y la AA del dulce con las batatas
procesadas de la misma forma, sin agregado de azlcar. Puede observarse (fig. 1 y 2) que el dulce elaborado con batatas del cultivar
Beauregard, con y sin piel, presentaron un menor contenido de PFT y de AA, 49% y 35% para la batata entera y 53% y 27% para la
pulpa respectivamente, con respecto a las batatas procesadas sin el agregado de azlcar. En el cultivar Colorado INTA, los parametros
mencionados disminuyeron 68% y 52% para la batata entera 'y 66% y 39% para la pulpa. Por lo tanto, el agregado de azUcar incrementa
la pérdida del contenido de PFT y la AA. A diferencia de los resultados obtenidos durante la coccion por vapor, durante la elaboracion
del dulce, las mayores pérdidas ocurrieron en el cultivar Colorado INTA, posiblemente debido a la presencia de antocianinas. La
estabilidad de estas Gltimas se ve afectada por varios factores durante el procesado de alimentos como pH., temperatura, luz, oxigeno,
iones metalicos, enzimas y azUcares (33). Nuestros resultados coinciden con lo observado por Kim y Padilla-Zakour, (34) durante la
elaboracion de mermelada con berries, quienes manifestaron que la disminucién del contenido de compuestos fendlicos, principalmente
antocianinas, se debid al calentamiento con altas concentraciones de azlcar. Algunos autores indicaron ademas, que la degradacién
térmica de las antocianinas aumenta con la concentracién de so6lidos solubles (33, 35).
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Figura 1. Contenido de polifenoles totales expresados en mg de equivalente de acido clorogénico / g bs batata
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Figura 2. Actividad antioxidante expresada en mg de equivalente de TROLOX / g bs batata
en las muestras de pulpa y batata entera durante el procesamiento

CONCLUSIONES

El cv Colorado INTA, con vetas color plrpura, resulté mas rico en PFT que el cv Beauregard, tanto en las muestras crudas como
procesadas. El efecto de la coccion con vapor fue diferente para cada cultivar; en Beauregard el contenido de PFT y la AA disminuyeron
mientras que en batata entera de Colorado INTA se incrementaron. Durante el procesamiento, las disminuciones mas importantes se
produjeron luego del agregado del azlcar. Por lo tanto, para disminuir las pérdidas de PFT y la AA en el dulce de batata deberia
considerarse reducir el tiempo de coccién del puré con el azlcar o analizar el efecto de otros edulcorantes nutritivos. Ademas de utilizar
cultivares, como Colorado INTA, con mejores propiedades funcionales.
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La investigacion y desarrollo en el ambito de la Ciencia y Tecnologia de
Alimentos es un proceso que involucra la accion conjunta y articulada
de una multiplicidad de actores, ,entre otros, los organismos de Ciencia
y Técnica, las Universidades y el Sector Productivo; cuyo resultado
origina la generacion de nuevas ideas, productos y servicios.

El Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria promueve y potencia
esas interacciones principalmente a través de proyectos desarrollados
en el marco de su estructura Programatica.

En este libro se propone un recorrido de los avances logrados en
materia de diferenciacion de alimentos y desarrollo de nuevos
productos alimentarios como resultado de las acciones generadas en
el marco del Programa Nacional de Agrolndustria y Agregado de Valor.



