ALIMEN1TOS

CIENCIA E INGENIERIA

Vol. 23 (1) « Junio 2015

Facultad de Ciencia e Ingenierfa en Alimentos

UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO



UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO

Facultad de Ciencia e ingenieria en Alimentos

Av, Los Chasquis y Rio Payamino
Campus Académico Huachi
Teléfono: +593 (03) 2400 987 — 2400 989
Telefax: +593 (03) 2400 998
Email: fcial@uta.edu.ec
www.uta.edu.ec
http:/fcial.uta.edu.ec




ALIMENTOS

CIENCIA E INGENIERIA

Revista de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos

UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
Vol. 23 (1) - 2015



EDITORIAL

Estimados lectores,

La Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos de la Universidad Técnica de Ambato, se complace
en presentar el volumen 23 (1) de la Revista Alimentos, Ciencia e Ingenieria.

En este nimero, se presentan comunicaciones, de grupos de investigacion de diversas instituciones
nacionales e internacionales, enfocadas al desarrollo de alimentos funcionales mediante la utilizacion
de productos nativos como el amaranto y la quinua en la elaboracidn de productos carnicos; uso de
productos enzimaticos para determinar su efecto en la elaboracion de vino de mortifio; nuevas opciones
tecnoldgicas de uso de edulcorantes no caléricos para la optimizacion del secado osmético de uvillas y
la mejora de la calidad de hortalizas frescas minimamente procesadas, mediante el empleo de aceites
esenciales y tratamientos desinfectantes alternativos al uso de compuestos clorados.

En esta edicién, plasmamos los resultados obtenidos en investigaciones realizadas con equipos
analiticos como espectroscopia derivada utilizada para determinar amilosa en presencia de
amilopectina en almidén de arroz, el uso de técnicas de extraccién de polifenoles en plantas aromaéticas
y medicinales mediante fluidos supercriticos y diversos estudios sobre el empleo de la técnica de
microencapsulacion, aplicada a los aceites esenciales de calabaza amarga o salvia, a antioxidantes
como la manguiferina y diversas sustancias saborizantes, de indudable interés por su enfoque a la
mejora de las tecnologias alimentarias.

Finalmente, desde estas lineas deseo agradecer la colaboracion del sector empresarial, tanto publico
como privado, por apoyar esta publicacion mediante su aporte econdmico; considero que esta alianza
nos permitird lograr retos mas importantes en el proceso de generacidn y difusién de conocimiento util,
que a la postre contribuird a que nuestro pais a futuro logre ocupar el espacio que le corresponde en el
cada vez mas competitivo mundo del que formamos parte.

Hasta el préximo niumero

Dra. Jacqueline Ortiz Escobar
Decana FCIAL
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ELABORACION DE SALCHICHA ESCALDADA CON SUSTITUCION PARCIAL DE
HARINA DE TRIGO POR HARINA DE AMARANTO

ELABORATION OF SCALDED SAUSAGE WITH PARTIAL SUBSTITUTION OF WHEAT
FLOUR BY AMARANTH FLOUR

N. G. Capuz, A. Pilamala®

Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos,
Universidad Técnica de Ambato (UTA), Ambato, Ecuador

Articulo recibido: 05/01/15 Articulo aceptado: 31/05/15

RESUMEN

La salchicha escaldada es un producto carnico importante en la alimentacion, por su contenido de proteinas y
grasa que son fuente importante de energia. La investigacion se enfocé en el aprovechamiento de harina de
amaranto (Amaranthus caudatus L.) variedad INIAP-Alegria, como alternativa al uso de harina de trigo
importada, para el enriquecimiento nutritivo en este tipo de embutidos.

En la presente investigacion se plantearon tres factores de estudio: harina de amaranto, tipo de carne y porcentaje
de proteina de soya y por medio de la evaluacion sensorial se determiné que la mejor combinacion fue la de
harina de amaranto (50 %), harina de trigo (50 %), carne de pollo y proteina de soya (3 %). Debido a sus
propiedades funcionales (absorcion de agua, formacion de gel, emulsificacién y contenido de proteinas), la
harina de amaranto presenté buena aceptabilidad y la sustitucion de la harina de trigo por harina de amaranto no
produjo ningn impacto en las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de la salchicha escaldada.

En el andlisis proximal del mejor tratamiento se obtuvieron los siguientes resultados: cenizas: 3,82 %; proteina:
11,3 %; humedad: 62,3 % y grasa: 9.56 %. Estos valores se encontraron dentro de los rangos establecidos por las
normas de calidad ecuatorianas INEN con una vida Util estimada en base a criterios microbiologicos, de
aproximadamente 5 dias en refrigeracion a 4 °C.

Palabras clave: calidad nutricional, analisis sensorial, vida (til, estimacion costos.

ABSTRACT

Scalded sausage meat products are important in the human diet, because it contains protein and fat which are
basic sources of energy. Research focused on the use of amaranth (Amaranthus caudatus L.) flour INIAP-
Alegria, as an alternative nutritional enrichment in this type of sausages aiming to reduce the dependence of
imported wheat from international markets.

Study three factors arose: amaranth flour, meat type and percentage of soy protein. The best treatment was
composed by amaranth flour (50 %), wheat flour (50 %), chicken meat and soy protein (3 %). It was noteworthy
that the percentage of amaranth flour reflected no major importance in terms of physicochemical and sensory
characteristics of the scalded sausage. The proximal analysis of the treatment performed better the following
results: 3,82 % ash, 11,3 % protein, 62,3 % moisture and 9,56 %, fat the same that are within the ranges
established by the Ecuadorian standards INEN, obtaining a high quality-low fat sausage with an estimated shelf
life based on microbiological criteria of 5 days at 4 °C.

Keywords: nutritional quality, sensory analysis, shelf life, cost estimation.

! Autor de correspondencia: Araceli Pilamala. E-mail: aa.pilamala@uta.edu.ec
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1. INTRODUCCION

La salchicha es un elemento importante en la
alimentacion humana, siendo considerado como
parte de la canasta basica del Ecuador (INEC,
2014). Aporta proteinas, que sirven para la
formacién y mantenimiento de los masculos y una
gran cantidad de grasa, que es una importante
fuente de energia. Sin embargo, el abuso en el
consumo de ésta es una de las causas de la
obesidad.

El amaranto (Amaranthus caudatus L.) es un
alimento con alto valor nutritivo, debido en parte a
su contenido proteico (entre 13 % y 16 %) y a que
presenta un balance adecuado de aminoacidos
esenciales, principalmente lisina, metionina y
triptéfano; aminoéacidos que son deficientes en otros
cereales como cudles? (Contreras et al., 2010). Su
proteina es de alto valor biol6gico, con una
eficiencia proteica comparable con la de la caseina.
En particular, el amino4cido esencial lisina, que no
se encuentra en las proteinas de los cereales,
presenta en el amaranto cantidades que duplican las
que presentan los granos comunes (Salinas, 2010).
En un estudio realizado sobre el comportamiento de
la harina de amaranto como ingrediente funcional
en formulaciones de productos carnicos de pasta
fina (mortadela y salchicha), se obtuvieron
productos con el 100 % de sustitucion de harina de
trigo sin afectar la calidad sensorial y nutricional
(Gliemes, 2007).

El empleo de nuevas fuentes de materia prima
busca reducir costos de produccion cuando el
producto utilizado ha sido reconocido por su
funcionalidad reduciendo, al mismo tiempo, la
dependencia del suministro de materias primas
importadas, cuya produccién es deficitaria en el
Ecuador (ALADI, 2014; INIAP, 2010; Sandoval,
2011; Soliz Valarezo, 1972). Una de las fuentes de
proteina en la dieta de los seres humanos esta
constituida principalmente por cereales o por otras
fuentes de origen vegetal. Por tal motivo la
incorporaciéon de amaranto en la elaboracién del
producto es de interés, ya que ha sido identificado
como un cereal con gran futuro debido a sus
excepcionales  aportes de  proteina, una
recomendable  composicion de  aminoacidos
esenciales y, en particular, un alto contenido de
lisina (5,1 %) (Castillo, 1999).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar los
efectos de la sustitucién parcial de harina de trigo
por harina de amaranto variedad INIAP-Alegria
sobre las caracteristicas  fisicoquimicas vy
sensoriales de salchichas escaldadas.

2. MATERIAL METODOS

2.1 Materias primas

Se utilizd harina de amaranto (Amaranthus
caudatus L.) variedad INIAP-Alegria, harina de
trigo (Triticum aestivum L.), carne de res, carne de
pollo, grasa, hielo, proteina de soya, sales de curado
y condimentado y tripas para embutir.

2.2 Disefio experimental

Se planteé un disefio experimental factorial 23, tal
como se indica en la Tabla 1.

Tabla 1. Factores y niveles del disefio experimental

Factores Niveles
. . ao: 50%
a: Harina de amaranto a,: 75%
- bo: Res
b: Tipo de carne b,: Pollo
. . Co: 3%
c: Proteina de soya ¢, 6%

2.3 Elaboracién de salchicha escaldada

En la Figura 1 se puede observar el proceso de
fabricacion de la salchicha escaldada (Salazar,
2014).

Dlateria Prima
Aditivos

| ALMACENAMIENTO |

RECEPCION
FESADO
TROCEA

MO

UTT.

N
ULl

ESCALD, 20°C/ 1 Hora

ENFRIADO 4=

:

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de
salchicha escaldada
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2.4 Parametros fisico-quimicos

El pH se midi6 de acuerdo al método descrito en la
norma NTE INEN 1338 (2012):y la humedad por el
método de secado en termobalanza (AOAC, 1943).

2.5 Analisis microbioldgicos

Se realizaron recuentos de coliformes totales,
Salmonella, Staphylococcus aureus y Escherichia
coli de acuerdo a la norma NTE INEN 1338 (2012).
Los resultados se expresaron en UFC-g™.

2.6 Evaluacion sensorial de la salchicha
escaldada

El andlisis sensorial de los alimentos es un
instrumento efectivo para el control de calidad y
aceptabilidad de un alimento. La aceptabilidad se
entiende como la valoraciéon que el consumidor
realiza atendiendo a su propia escala interna de
apreciacion y al conjunto de experiencias que haya
tenido. La medida de la aceptabilidad de un
producto alimenticio tiene como propdsito “conocer
las reacciones subjetivas de aceptacion o rechazo de
los consumidores frente a un alimento
determinado” (Saltos, 2010).

Los parametros estudiados fueron color, olor, sabor,
textura y aceptabilidad, usando una escala hedénica
desde 1 (muy desagradable) hasta 5 (gusta mucho)
(Alvarado, 1996; Saltos, 2010). Se utiliz6 un disefio
de bloques incompletos equilibrados con un panel
de 14 catadores de ambos sexos, en edades
comprendidas entre los 18 y los 65 afios, a cada uno
de los cuales se les proporcionaron cuatro muestras
diferentes de los ocho tratamientos, con el fin de
establecer el mejor tratamiento en base a los
atributos mencionados. El analisis de los datos se
realiz6é mediante el programa estadistico
Statgraphics para llevar a cabo el andlisis de
varianza y el test de Tukey para realizar la
separacién de medias con un 5 % de significacion.

2.7 Andlisis proximal y vida atil del mejor
tratamiento.

El andlisis proximal se llevo a cabo en el mejor
tratamiento basandose la eleccidn en la valoracion
del contenido de cenizas, proteinas y grasa,
determinados segln los métodos oficiales de la
AOAC (AOAC, 1923, 1996, 2005).

La estimacion del tiempo de vida util de la
salchicha escaldada con sustitucion parcial de
harina de trigo por harina de amaranto se establecié
a partir de los conteos microbioldgicos obtenidos
para coliformes totales (AOAC, 1994), Salmonella
(AOAC, 2009; INEN, 1996), Staphylococcus

aureus (AOAC, 2003, 2004, 2006, 2007) y E. coli
(AOAC, 1994).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Analisis Fisico-quimicos

Los valores de pH y humedad de los tratamientos se
encontraron dentro de los rangos establecidos por la
norma NTE INEN 1338 (2012), tal como se
visualiza en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de pH y humedad de las formulaciones de
salchichas elaboradas

Tratamientos pH Humedad (%)
aboCo 6,3 60,32
aob1Co 6,5 61,26
aob0C1 6,4 59,24
a0hiCy 6,1 58,32
a;hCo 6,5 63,55
alb1Co 6,4 60,84
a1b0C1 6,6 61,54
a;0,¢; 6,4 61,40

a: harina de amaranto (a,=50%; a; =75%); b: tipo de carne (bo =
Res; b;=Pollo); c: proteina de soya (c, = 3%; ¢;=6%).

Segln la norma NTE INEN 0783 (1985b), el pH no
debe sobrepasar el valor 6,8 para la formacion de
una pasta homogénea y para evitar una mala
emulsién-gel por modificacion de las proteinas y no
debe estar por debajo del valor 5,0 para evitar
emulsiones de menor calidad y rendimiento.

Por tanto, el valor de pH de los ocho tratamientos
se encuentré dentro del rango permitido por la
norma NTE INEN 1338 (2012). Cabe mencionar
que el pH del mejor tratamiento (elaborado con
harina de amaranto al 50 %, harina de trigo al 3 %,
carne de pollo y proteina de soya al 3%, present
un valor de 6,5 siendo aceptable de acuerdo a la
norma NTE INEN 0783.

En cuanto al valor promedio de humedad de la
formulacion 6ptima, fue de 61,26 % el cual se
encontrd dentro del rango establecido en la norma
NTE INEN 777 (1985a) que establece como valor
maximo permitido un 65 % de humedad para
salchicha escaldada. Simultaneamente, el mejor
tratamiento mostré un valor de 61,26% el cual se
encontr6 dentro del rango establecido, siendo esta
determinacién muy importante para una buena
conservacion del producto.

3.2 Evaluacion Sensorial

De acuerdo a los datos de la evaluacién sensorial, la
muestra de mayor aceptabilidad fue el tratamiento
agh1Co, correspondiente a la formulacion de harina
de amaranto (50 %), carne de pollo y proteina de
soya (3 %). La Figura n° 2 representa la calificacion

A\



Capuz y Pilamala (2015) / Alimentos, Ciencia e Investigacion, 23(1) 5-10

promedio mas alta con respecto a los otros
tratamientos de salchicha escaldada.

3.3 Andlisis fisicoquimicos y microbioldgicos del
mejor tratamiento

Los resultados del analisis proximal aplicado al
mejor tratamiento, correspondiente a la formulacion
de harina de amaranto (50 %), harina de trigo (50
%) carne de pollo y proteina de soya (3 %) se
presentan en la Tabla 3.

90
80
w70
< 60

5 50

& 40

& 30

g 20

10

0
S O & 0 P S P

P P F XX OO N
S R R

TRATAMIENTO

Figura 2 Valoracion de la aceptabilidad de las diferentes
formulaciones de las salchichas escaldadas. a: harina de
amaranto (ap =50%; a; = 75%); b: tipo de carne (b, = res;
b;=pollo); c: proteina de soya (c, = 3%; ¢;=6%)

Tabla 3. Analisis proximal del mejor tratamiento (harina de
amaranto al 50 %, harina de trigo al 50 %, carne de polloy
proteina de soya al 3 %)

Parametro Resultados
Cenizas (%) 3.82
Proteina (%)* 11.3
Humedad (%) 62,3
Grasa (%) 9,56
Carbohidratos totales (%) 13,0

1 9% Proteina= % N x 6,25. 2 Obtenido por célculo

El control de los pardmetros bromatoldgicos es
importante para el entendimiento de los factores
que determinan la composicion y las propiedades
de los alimentos asi como, la habilidad para
producir alimentos que sean seguros, nutritivos y
deseables para el consumidor. En este sentido, el
valor de cenizas para el producto obtenido a partir
de salchicha fue de 3,82%, encontrandose dentro
del rango establecido en la norma NTE INEN 1338
(2012), que permite como valor méximo un 5 % en
salchicha escaldada.

Debido a la incorporacion de proteina de soya y al
tenor proteico de la harina de amaranto, el
contenido de proteina present6 un valor de 11,3 %,
que fue superior a los valores de proteina de
salchichas de otras marcas comerciales en las que
dicho contenido se encuentra en un 8 %.

En cuanto al contenido de humedad, éste fue de
62,26 % manteniéndose dentro del rango permitido

A& ¥

por la norma NTE INEN 1338 (2012) que permite
como valor maximo un 65 % de humedad.

El contenido de grasa resultante fue de 9,56 %,
encontrandose dentro del rango permitido por la
norma NTE INEN 1338 (2012) la cual permite un
valor méximo del 25 %. En este caso, el valor
obtenido fue muy bajo, atendiendo a los valores
encontrados en diversas marcas comerciales, las
cuales presentaron valores en torno al 10 %.

Tabla 4. Anélisis microbioldgicos del mejor tratamiento
(harina de amaranto al 50 %, harina de trigo al 50 %, carne
de pollo y proteina de soya al 3 %)

Tipo Resultados
Coliformes totales (UFC-g™) <10
E. coli (UFC-g™) <10
S. aureus (UFC-g?) <10°
Salmonella (UFC-25 g™) ND

ND: no detectado

Al evaluar microbioldgicamente al mejor
tratamiento  6ptimo  correspondiente  a la
formulacion de harina de amaranto (50 %), harina
de trigo (50 %) carne de pollo y proteina de soya
(10 %) tal como se observa en la Tabla 4, la
presencia coliformes totales, Escherichia coli, y
Staphylococcus aureus fue menor a lo indicado por
la norma reguladora para establecer los limites de
vida (til. Con respecto a Salmonella no se detectd,
por tanto se comprobd que las condiciones de
inocuidad alimentaria cumplieron la norma NTE
INEN 1338 (2012) durante el proceso de
elaboracion de las salchichas.

3.4 Estimacion del tiempo de vida util

La norma NTE INEN 1338 (2012) establece la
identificacion y conteo de aerobios mesdfilos
totales, E. coli y S. aureus, como requisitos
microbioldgicos para la determinacién de vida (til
en salchichas escaldadas. Toda vez que fue
verificada la inexistencia de estos dos ultimos
microorganismos en el producto, la vida atil del
producto se estimé a partir de los microorganismos
alterantes mas comunes en el producto, los aerobios
mesdfilos totales.

Considerando los datos de la Tabla 5, y el limite
impuesto por la legislacion vigente antes citada,
cuyo valor méaximo de aceptacién es de 5x10°
UFC-g™, se dedujo que dicho limite se alcanzé
antes de finalizar el sexto dia de almacenamiento en
refrigeracion a 4 °C.
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Tabla 5. Recuento de microorganismos aerobios mesofilos
para estimar el tiempo de vida atil del mejor tratamiento
(harina de amaranto al 50 %, harina de trigo al 50 %, carne
de pollo y proteina de soya al 3 %)

Tiempo (dias) Meséfilos aerobios totales (UFC-g™)
3 259200
6 518400
9 777600
12 1036800
15 1296000
18 1555200

4. CONCLUSIONES

La sustitucion parcial de harina de trigo por harina
de amaranto (Amaranthus caudatus L.) variedad
INIAP-Alegria, no incidi6 en las caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales de las salchichas
escaldadas elaboradas. Por tanto, la harina de
amaranto resulté adecuada para la elaboracion de
estos productos, proporcionando, un valor agregado
por su alto contenido proteico.

Se evalud la calidad sensorial de las salchichas
escaldadas confirmando que el porcentaje de
sustitucion optimo de harina de trigo por harina de
amaranto en la elaboracion de salchichas escaldadas
resulto ser del 50 %,

Los valores de pH de las distintas formulaciones se
encontraron en un intervalo adecuado, tanto desde
el punto de vista de la seguridad microbiolégica,
como de las caracteristicas técnicas necesarias que
permiten su elaboracion.

Desde el punto de vista nutricional, el mejor
tratamiento (formulacién) resulté ser el compuesto
por harina de amaranto al 50 %), harina de trigo al
50%), carne de pollo y proteina de soya al 3%.
Dicha formulacion permitié alcanzar un valor
proteico mas de un 3 % superior al encontrado en
formulaciones comerciales.

Se estimé que el tiempo de vida atil del mejor
tratamiento fue de casi 6 dias a temperaturas de
refrigeracion de 4 °C, tiempo durante el cual,
cumplio  los  requerimientos  microbioldgicos
legalmente establecidos para productos carnicos
cocidos, constituyendo, de este modo, un producto
altamente perecedero.
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RESUMEN

El método espectrofotométrico basado en la formacidn del complejo azul de yodo ha sido ampliamente utilizado para
la cuantificacion simple y rapida de amilosa. Sin embargo, la presencia de la amilopectina, que también forma un
complejo coloreado con el yodo, interfiere en la determinacién. Para reducir esta interferencia se aplico la
espectroscopia derivada (ED) y sus resultados fueron comparados con el método de la calibracion directa (CD). Se
prepararon disoluciones patrones que contenian amilosa y almiddn ceroso de arroz como fuente de amilopectina para
la calibracion y validacion de los modelos matematicos. Los resultados de la CD produjeron valores sobreestimados
de amilosa, mientras que al emplear la ED los resultados mostraron una mayor exactitud al reducirse el efecto de la
interferencia de la amilopectina, sin la necesidad de la separacion de ambos polisacaridos. Se propone el uso de la
ED para la cuantificacion del contenido verdadero de amilosa en el almiddn de arroz.

Palabras clave: amilosa, amilopectina, quimiometria, primera derivada, espectros

ABSTRACT

The spectrophotometric method based on the blue iodine complex has been widely used for the simple and fast
determination of amylose. However, the presence of amylopectin, which also forms a complex with iodine, interferes
to the amylose determination. To reduce this interference, the derivative spectroscopy (DS) was applied and the
results were compared with the direct calibration (DC). Standard solutions of amylose with variable amounts of rice
waxy starch as the source of amylopectin were prepared for the calibration and validation of mathematical models.
Results showed that the direct amylose determination gave results that over estimate the true content of this
polysaccharide. The DS reduced the interference of amylopectin, providing accurate results with very low errors. It
was proposed the used of DS for the accurate, precise and simple determination of amylose in rice starch.

Keywords: amylose, amylopectin, chemometrics, first derivative, spectra
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1. INTRODUCCION

Es bien conocido que las propiedades de los
almidones estan condicionadas, entre otras cosas, por
las concentraciones de sus dos polisacaridos mas
importantes: amilosa y amilopectina. Por ejemplo, el
contenido de amilosa influye en propiedades como la
gelatinizacion, retrogradacion, solubilidad, textura
entre otros (Xie et al., 2009), por lo que la
cuantificacion del contenido de amilosa es un aspecto
importante para la caracterizacion y uso de los
distintos almidones (Jansen et al., 2011).

Existen diversos métodos analiticos para la
determinacion de amilosa en los almidones de raices,
tubérculos y cereales. Por ejemplo, Mestres et al.
(1996) han empleado la calorimetria de barrido
diferencial para cuantificar estos polisacéridos. Con el
mismo propésito, Stawski (2008) empled el anélisis
termogravimétrico, con lo cual fue posible
caracterizar cualitativa y cuantitativamente el tipo de
polisacaridos presentes en un almidon. Algunas
técnicas de separacion como la cromatografia de
exclusion de alta resolucién se han adaptado para la
determinacion del contenido exacto de amilosa
(Schwank et al., 1990).

Por otro lado, se han desarrollado otros métodos por
via himeda, tal es el caso de las titulaciones
potenciométricas y amperométricas (Schwank, et al.,
1990). No obstante, muchos de estos métodos suelen
ser costosos debido al equipamiento necesario 0
requieren de mucho tiempo para su ejecucion, lo que
limita su aplicacion en los laboratorios donde deben
ser analizadas cantidades grandes de muestras. Por
tales razones, es muy frecuente el empleo del método
colorimétrico desarrollado por Mc Cready et al.,
(1950), que se basa en la medicion de la absorbancia
de un complejo azul, que se forma cuando los iones I’
3 se ubican en el interior de las estructuras
helicoidales que forman las moléculas de amilosa en
disoluciones acuosas. La absorbancia de este
complejo depende linealmente de la concentracion de
amilosa, por lo que se pueden establecer rectas de
calibracion de acuerdo al modelo matematico de la
Ley de Beer-Lambert, para efectuar la determinacion
rapida y precisa de la concentracion de este
compuesto (Avila et al., 2013), en lo que se denomina
método de la calibracién directa (CD).

El procedimiento ha sido ampliamente utilizado en
distintos tipos de almidones, aportando resultados
Illamados "concentraciones aparentes de amilosa”,
sugiriendo que puede haber discrepancias con
respecto al contenido real de este hidrato de carbono.
La causa principal de las diferencias entre la
concentracion real y la obtenida por el método

12 '\

analitico, es la presencia de la amilopectina, un
polisacarido mas ramificado que la amilosa que
también produce un complejo coloreado con el i6n
triyoduro. Este complejo absorbe radiacion
electromagnética en la zona visible del espectro
electromagnético, solapandose con la absorcion
debida al complejo de amilosa. Ello plantea la
necesidad de desarrollar un método analitico, que sin
perder la simplicidad y rapidez de un método
espectrofotométrico, permita obtener resultados de
mayor exactitud.

En este sentido, la quimiometria, que es una
disciplina de la quimica donde se emplean modelos
matematicos y estadisticos para el tratamiento de los
datos experimentales, ha sido muy utilizada para la
resolucion de mezclas de diferentes analitos, asi como
también para eliminar las interferencias que afectan a
la cuantificacion de una determinada sustancia
(Chaydhary et al., 2011).

Se han desarrollado algunos métodos quimiométricos
para la determinaciéon de amilosa en presencia de
amilopectina. Por ejemplo, Zhu et al. (2008) y Séne et
al. (1997) han propuesto sistemas de ecuaciones
lineales basados en la medicion de la absorbancia a
distintas longitudes de onda de mezclas de los
complejos.

Una vez que se resuelven estos sistemas de
ecuaciones, se obtienen las concentraciones de cada
polisacéarido. Sin embargo, la principal limitacién de
esos modelos reside en que puede ser necesario
emplear sistemas de méas de dos ecuaciones para
obtener resultados exactos, lo cual complica el
tratamiento matematico.

Otro procedimiento quimiométrico muy utilizado en
la resolucidn de mezclas es la espectroscopia derivada
(ED), que es una técnica en la cual se mide la
pendiente de rectas tangentes en varios puntos de la
curva que conforma el espectro de absorcién de una
sustancia. Estas pendientes representan la magnitud
de los cambios que experimentan las absorbancias
con el incremento de la longitud de la onda del haz de
radiacion que incide sobre el complejo absorbente. La
primera derivada se puede calcular aplicando distintos
procedimientos, entre los cuales estd la siguiente
Ecuacion (1):

oA \_A -A_,
o\ Ay —Aos

(nm)

En esa ecuacion A, y A,i1 representan las
absorbancias a dos longitudes de ondas consecutivas
(A Y An1). La representacion grafica de la primera
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derivada frente a A toma la forma de una curva
continua que exhibe tres puntos caracteristicos: un
maximo positivo, que corresponde a la pendiente del
punto en el cual el incremento de A en funcién a A
alcanza un valor maximo. Se observa también un
valor minimo negativo, que es debido a otro punto
donde la pendiente de la recta tangente tiene un valor
méaximo, pero de signo negativo, ya que se ubica en el
segmento de la curva del espectro donde la
absorbancia disminuye. EIl tercer punto es conocido
como el "punto de anulacién”, ya que el valor de la
primera derivada se iguala a cero y coincide con el
maximo de absorcion del complejo absorbente. La
primera derivada se anula en este punto, porque la
recta tangente al punto de maxima absorcion es
totalmente horizontal y su pendiente se iguala a cero,
siendo ademas, independiente de la concentracién del
compuesto en la disolucién, ya que el maximo de
absorcidn ocurre siempre a la misma A y no varia con
la concentracion. Por lo tanto, si se efectdan las
medidas en el punto de anulacién de un componente
en una mezcla, el valor medido ser& debido solamente
a la contribucién de los otros componentes de dicha
mezcla (Castafio-Vidriales, 1991; Howard vy
Workman, 2003).

Aln cuando la ED se ha introducido desde hace
varios afios en la quimica analitica, no es frecuente
encontrar ejemplos de su aplicacion en el andlisis de
alimentos, debido a la dificultad que existia hace
algunos afios para disponer de equipos capaces de
realizar en forma automatica barridos
espectrofotométricos. En la actualidad, se emplean
instrumentos que disponen de convertidores de
sefiales analdgicas en digitales y que son controlados
por computadores personales, los cuales registran
automaticamente los espectros de absorcion, y
también realizan los calculos necesarios para
representar las derivadas de diversos 6rdenes para
€s0S espectros.

En este estudio y debido a que la presencia de la
amilopectina  puede considerarse como una
interferencia en la determinacion exacta del contenido
de amilosa (Fitzgerald et al., 2009), se consider6 que
la ED podria resolver una mezcla de los complejos
Amilosa-I3; 'y Amilopectina-I3;  por  medios
estrictamente matematicos, sin tener que llevar a cabo
la separacion fisica de ambos complejos. Por lo tanto,
el propésito de este trabajo fue el de emplear la ED en
el desarrollo de un  método  analitico
espectrofotométrico, simple y rapido para la
determinacion del contenido exacto de amilosa en
presencia de la amilopectina en el almidén de arroz.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Reactivos

Se emplearon los siguientes reactivos de grado
analitico: KOH, HCI, I,, KI suministrados por Sigma-
Aldrich (Estados Unidos). El patron de amilosa fue
suministrado por Merck (Alemania). Para preparar las
disoluciones se utilizd agua destilada y desionizada
(Water Pro PS. Labconco, Estados Unidos).

2.2 Almidoén de arroz

Para evaluar el efecto de la presencia de la
amilopectina en la determinacién de la amilosa, se
empleo una harina de arroz ceroso con un contenido
de amilopectina superior al 98 %.

2.3 Disoluciones patrones

Se pes6 una masa de 100 + 1 mg de amilosa y se
colocd en un vaso de precipitados de 50 mL, se
afiadieron 10 mL de NaOH 2 M y se agit6
continuamente hasta la disolucion completa.
Posteriormente se transfirid a un matraz aforado de
100 mL para completar hasta la marca con agua
destilada-desionizada. De esta forma se obtuvo una
disolucién de trabajo de amilosa de 1 mg-mL™.

El almiddn ceroso de arroz fue empleado como matriz
para evaluar el efecto de la amilopectina en la
determinacion espectrofotométrica de amilosa. Para
ello se pesaron 100 = 1 mg de almidon, a los que se
agregaron 10 mL de NaOH 2 M, se agito
continuamente hasta la completa disolucion.
Posteriormente se transfirid a un matraz aforado de
100 mL para completar hasta la marca con agua
destilada—desionizada.

2.4 Patrones para la aplicacion de los métodos
quimiométricos

Se prepararon dos series de disoluciones patron. Para
la primera serie se agregaron, a matraces aforados de
10 mL, alicuotas de la disolucién madre de amilosa
que contenian entre 0,1 y 0,5 mg. Para la segunda
serie de patrones se utilizé la disolucion madre de
almidon ceroso, de donde se tomaron alicuotas que
representaban cantidades desde 0,8 a 4,0 mg, y que
también se colocaron en matraces aforados de 10 mL.
En estos matraces se desarrolld el color de los
complejos por el método que se describira mas
adelante y las disoluciones fueron empleadas para
obtener los espectros de absorcion, las primeras
derivadas y las curvas de calibracion de la amilosa.

WER



i 4

Carrasquefio-Duran y Navas (2015) / Alimentos, Ciencia e Investigacion, 23(1) 11-20

Para la matriz de validacion se prepararon 20
disoluciones en las cuales estuvieron presentes tanto
la amilosa como la amilopectina proveniente del
almidén ceroso de arroz a distintas concentraciones
de ambos componentes, con el propoésito de evaluar el
efecto de la amilopectina en la cuantificacion de la
amilosa.

2.5 Formacion del complejo amilosa—yodo

En matraces aforados de 10 mL se agregaron las
alicuotas de amilosa y almidon soluble necesarias
para obtener los distintos patrones. Se afiadieron 2
mL de una disolucion reguladora de cido acético +
acetato de sodio (0,5 M) a pH 3,6 y 2 mL de la
disolucion de 1, (0,2 g) saturada con KI. Finalmente
se completé hasta la marca del aforo con agua
destilada—desionizada y se dejo en reposo por 10
minutos para permitir que se desarrollara el color de
los complejos.

2.6 Equipos, analisis estadisticos y tratamiento de
los datos

Se utilizd un espectrofotémetro Agilent 4853 con
celdas de polietileno de 1 cm de paso de luz, el cual
fue acoplado a un computador personal provisto del
programa CHEMSTATION (Agilent, Estados
Unidos) para el registro de los espectros de absorcion
y de la primera derivada entre los 350 y 700 nm, con
un intervalo de 10 nm. Los tratamientos estadisticos
de las calibraciones univariadas fueron realizados
empleando el software estadistico TANAGRA 1.4.28
(Lyon, Francia).

Los limites de deteccién (Lp) y cuantificacion (Lc)
para cada método fueron calculados aplicando las
Ecuaciones 2 y 3 (Badulescu et al., 2008)

|_D :ﬁ Ec.2
b

Donde S, es la desviacion estandar de la ordenada en
el origen y b la pendiente de las rectas de regresion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Optimizacion de las condiciones
experimentales para la formacion del complejo
amilosa-yodo

Se evaluod el efecto de variables como el pH, volumen
de la disolucién reguladora de &cido acético/acetato
de sodio (1 mol L™) y el volumen de la disolucién de
I,-K1, sobre la absorbancia de una disolucién que
contenia 1 mg de amilosa.

Se pudo comprobar que la adicién de 1 mL de la
disolucion reguladora a pH 3,6 junto con 100 uL de la
mezcla de |,-1" fue suficiente para alcanzar el maximo
de absorcion del complejo azul de amilosa a 630 nm,
de tal forma que estas condiciones fueron
consideradas como las dptimas para la determinacién
del analito.

3.2 Espectros de absorcion de los complejos de
amilosa-1, y amilopectina-1,

La coloracion azul que toma la disolucion de amilosa
al ser tratada con el I, se debe a la reaccion entre el
polimero y el halégeno, el cual se coloca en el centro
de la estructura helicoidal que forma la amilosa en
disolucion acuosa (Yu et al., 1996), tal como se
representa en la Figura 1.

Complejo Amilopectina - lodo
Figura 1. Estructuras moleculares de los complejos absorbentes
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La amilopectina también puede formar un complejo
con el yodo, pero debido a que el polisacarido tiene
una estructura mas ramificada, se dificulta la
interaccion entre las moléculas y por eso el complejo
de amilopectina-1, exhibe una menor absorcion de
radiacion.

En los espectros de absorcion en la region visible para
los complejos que forman, tanto la amilosa pura como
la amilopectina presente en el almidén ceroso de

2.000 1

1.600 A

arroz (Figura 2), se observan maximos de absorcién a
650 nm y 480 nm respectivamente, que coinciden con
los valores reportados en otros estudios (Séne, et al.,
1997). La amilopectina exhibe una banda de
absorcion que cubre desde los 450 hasta los 850 nm,
coincidiendo con la banda de absorcion de la amilosa.

—a— Amilosa (0,2 mg)

—e— Amilopectina (2,0 mg)

1.200 A

0.800 A

Absorbancia

0.400 -

0.000 T T T T T
350 400 450 500 550 600

650 700 750 800 850 900

Longitud de Onda (nm)

Figura 2. Espectros de absorcion de los complejos amilopectina-I, y amilosa-I,

Este solapamiento de las bandas de absorcion es la
razon de la interferencia que produce la amilopectina,
obteniéndose  resultados  inexactos en la
determinacion de la amilosa, debido a que la
absorbancia medida corresponde a la absorcién
simultinea de los dos complejos. Esto podria
cuestionar la validez de los resultados basados en la
“concentracion aparente”, en aquellos almidones en
los que estén presentes ambos polisacaridos, debido a
qgue se estarian reportando contenidos de amilosa
superiores a los verdaderos. En consecuencia, se hace
necesaria la eliminacion de esta interferencia, para lo
cual se pueden emplear métodos de separacion como

la cromatografia o la precipitacién fraccionada. Sin
embargo, ya se ha sefialado que dichos métodos son,
0 bien muy costosos por los equipos necesarios, 0
consumidores de mucho tiempo.

Al representar la primera derivada del espectro de la
amilosa (Figura 3) se observd la presencia de un pico
maximo a 560 nm y otro minimo a 760 nm, que
corresponden a las longitudes de onda en las cuales
las pendientes de un punto tangente a la curva del
espectro toman un valor maximo positivo 0 negativo
(Howard y Workman, 2003).
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Figura 3. Primera derivada del espectro del complejo amilosa-1,

Por otro lado, a 630 nm, la primera derivada del
espectro se iguala a cero, ya que corresponde al
méximo de absorcion del complejo de amilosa-1,,
donde la pendiente del punto tangente se anula.

Con respecto a la amilopectina, la primera derivada
muestra valores maximos y minimos a 500 y 600 nm
respectivamente (Figura 4), mientras que el punto de
anulacién se ubic6 a 540 nm, coincidiendo con el
maximo de absorcion del complejo con yodo. Se
pudo comprobar que el punto de anulacién cumplio
con la propiedad de ser independiente de la
concentracion de la amilopectina. A esa misma
longitud de onda, la primera derivada de la amilosa
toma valores positivos y proporcionales a la
concentracion.

En otras palabras, el valor que se obtenga para la
primera derivada del espectro de una mezcla de
amilosa y amilopectina a 540 nm, se debera

Unicamente a la presencia del polisacérido lineal,
anulandose de esta forma el efecto de la interferencia
del otro compuesto presente en el almidén de arroz.

3.2 Aplicacién de la CD y primera derivada del
espectro de absorcion en la determinacion de
amilosa en presencia de amilopectina

A partir de los contenidos de amilosa en los patrones
de calibracion y sus respectivas absorbancias a 630
nm, se aplicé la CD, para la cual se calculd la
ecuacion de regresién segun el modelo de Beer-
Lambert (Miller y Miller, 2008). La Tabla 1 muestra
un coeficiente de regresion cercano a la unidad que
confirmd la relacion lineal entre la absorbancia y la
concentracion del complejo de yodo, tal como lo
establece el método de Mc Cready.
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Tabla 1. Parametros estadisticos de las ecuaciones de regresion

Parametros Estadisticos Calibracion Directa Primera derivada
(L =630 nm) (A =540 nm)
Coeficiente de determinacion (R?) 0,9997 0,9996
Pendiente (b) 2,364 0,01663
Desviacion estandar de b (Sp) 0,023 0,00017
Ordenada en el origen (a) 0,055 -0,00047
Desviacion estandar de a (S,) 0,007 0,00006
Limite de deteccion (mg) 0,01 0,01
Limite de cuantificacion (mg) 0,03 0,04

Tabla 2. Determinacion de amilosa en presencia de amilopectina aplicando los tres métodos quimiométricos

mg presentes mg de amilosa calculados®”
Muestra Almidon ceroso Amilosa CD ED

1 0,00 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
2 0,00 0,30 0,32 £ 0,02 0,29 £ 0,01
3 0,70 0,00 0,60 + 0,02 0,00 + 0,00
4 0,70 0,30 0,36 £ 0,02 0,28 £ 0,01
5 0,90 0,10 0,21 +0,01 0,07 £ 0,01
6 0,80 0,20 0,27 £ 0,02 0,18 £ 0,01
7 1,00 0,50 0,58 + 0,02 0,49 =+ 0,02
8 1,00 1,00 1,14+ 0,03 1,02 +0,03
9 0,80 0,10 0,16 + 0,01 0,08 £ 0,01
10 0,75 0,15 0,21 +0,01 0,12 £ 0,01
11 1,00 0,25 0,42 £ 0,02 0,22 + 0,02
12 0,70 0,12 0,24 £ 0,01 0,10 £ 0,01
13 0,60 0,23 0,32 £ 0,02 0,23 £ 0,02
14 1,50 0,40 0,62 + 0,03 0,38 £ 0,02
15 0,60 0,16 0,22 £0,01 0,14 £ 0,01
16 1,20 0,10 0,27 £ 0,01 0,06 + 0,01
17 0,50 0,50 0,59 £ 0,02 0,50 + 0,02
18 0,80 0,60 0,72 £0,03 0,61 + 0,02
19 1,00 0,30 0,47 + 0,02 0,27 £ 0,02
20 1,50 0,23 0,44 £ 0,02 0,20 £ 0,02

Error absoluto® 0,13+0,05 0,02+0,01

Wy/alores promedio y desviaciones tipicas (n=3)
@valor promedio e intervalo de confianza del 95% (n=20)
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Por otro lado, para la ED se emplearon los valores de
la primera derivada del espectro de la amilosa a 540
nm ya que, como se ha sefialado, esa longitud de onda
correspondia al punto de anulacién del complejo de
amilopectina. También se obtuvo una ecuacidon de
regresion lineal, con un coeficiente de determinacion
cercano a la unidad, estableciéndose de esta manera la
dependencia lineal del valor de la primera derivada a
540 nm con la concentracion del amilosa en el
complejo.

Con respecto a los limites de deteccidn, los resultados
indicaron que ambos métodos resultaron equivalentes
en su capacidad para detectar la presencia de la
amilosa, con un Lp de 0,01 mg en ambos casos. En lo
que respecta al limite de cuantificacién, la ED
produjo un valor ligeramente mas elevado (0,04 mg)
que la CD (0,03 mg).

Para el calculo de los contenidos de amilosa en los
patrones de validacion, se utilizaron los valores de las
pendientes y ordenadas en el origen, obtenidos tanto
por CD como por la ED. La Tabla 2 muestra tanto los
contenidos reales de amilosa para cada patron de
validacion y los valores calculados por ambos
métodos quimiométricos.

Las mayores diferencias entre los valores reales y los
calculados se produjeron con la CD. Por ejemplo, en
el caso de la muestra 3, se obtuvo un contenido de
amilosa de 0,6 mg, que no es verdadero, ya que esa
muestra sélo contenia almidén ceroso. En los
restantes patrones se aprecié una sobreestimacion del
contenido del polisacéarido que fue mayor, a medida
que el contenido de amilopectina proveniente del
almidén ceroso también era mayor. Como ya se ha
sefialado, esta sobreestimacién es debida al aporte que
hace el complejo amilopectina-l, a la absorbancia
medida a la longitud de onda de trabajo.

Para estimar el error que se comete al aplicar cada
modelo matematico se calcul6 el error absoluto, para
lo cual se rest6 al valor verdadero de amilosa el valor
calculado con las ecuaciones de regresion. Los
resultados de signo negativo indicaban la
sobreestimacion del valor verdadero, mientras que un
error de signo  positivo  representaba  una
subestimacion del valor real de amilosa en el patron
de validacion.

El error absoluto promedio fue representado por la
media aritmética de los valores absolutos de todos los

errores, independientemente de que su valor fuese
negativo. Los resultados indicaron que en la
calibracion directa el error promedio fue de 0,13 mg,
que estuvo muy por encima de los limites de
deteccion y cuantificacion para este método. En
consecuencia es posible reportar o bien la presencia
de amilosa en muestras en las cuales esté ausente esta
molécula o contenidos superiores a los realmente
presentes en un almidon.

Al reducir el efecto de la interferencia de la
amilopectina aplicando la ED, el error promedio
disminuy6 hasta 0,02 mg, que fue inferior a los
limites de cuantificacion y deteccidn, impidiéndose
de esta forma la posibilidad de detectar la presencia
de la amilosa cuando la molécula no esté realmente
presente.

La representacion gréafica de los errores absolutos
para cada método de cuantificacion en funcién a la
cantidad de almiddn ceroso presente (Figura 4),
mostré que en el caso de la CD los errores estuvieron
seriamente afectados por la presencia de la
amilopectina. A medida que la cantidad de
interferente  fue mayor, el error absoluto se
increment6, siendo siempre de signo negativo,
evidenciandose la sobreestimacion cada vez mayor de
la amilosa.

Por otro lado, al usar la ecuacién de regresion de la
primera derivada del espectro, los errores absolutos
fueron menores y se distribuyeron de manera
aleatoria, entre los valores -0,01 y 0,05 mg (Figura 5).
Esto evidencia que estos errores fueron
independientes de la cantidad de amilopectina
presente. Esto demostré6 que el método matematico
basado en la primera derivada del espectro pudo
eliminar el efecto de la interferencia de la
amilopectina sin tener que recurrir a la separacion
fisica.

Otros criterios de calidad para un método analitico
son la repetibilidad y reproducibilidad de los
resultados. En este trabajo se pudo comprobar que
tanto la calibracion directa como la ED produjeron
resultados repetibles y reproducibles, con errores
inferiores al 1 %.
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4. CONCLUSIONES

Con base en los resultados de este trabajo se puede
concluir que la amilopectina, al producir un complejo
coloreado con el yodo, interfiere en la determinacién
espectrofotométrica de la amilosa y, en consecuencia,
la determinacién del contenido de “amilosa aparente”
por CD, si bien puede producir resultados altamente
precisos, estos tienden a ser sobreestimados y de poca
exactitud.

En segundo lugar, se puede concluir que la
espectroscopia derivada es un procedimiento sencillo
en el cual el espectrofotometro registra por medio de
su propio software controlador los valores de la
primera derivada de los espectros electromagnéticos
del complejos amilosa-l,. A partir de alli se pueden
calcular las rectas de calibracion, sin que ello
implique modificaciones importantes al método
original de determinacion de la amilosa. Los
resultados obtenidos son de mayor precision vy
exactitud en comparacion con los que aporta la
calibracion directa.

Por dltimo, se concluye que la espectroscopia
derivada puede emplearse en la determinacion del
contenido en amilosa del almidén de arroz, a fin de
obtener resultados precisos y exactos de una manera
simple, rapida y con espectrofotometros de uso
comun en la mayoria de los laboratorios de analisis de
alimentos.
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RESUMEN

El presente trabajo fue desarrollado con el objetivo de elaborar un producto carnico funcional tipo salchicha,
bajo en grasa, mediante la adicién de harina de quinua (Chenopodium quinoa Willd.), de origen ecuatoriano.
Para ello se realizaron experimentos con combinaciones de harina de quinua (0 a 10 %) y grasa (8 a 12 %),
empleando carragenato al 1% en las formulaciones. A fin de evaluar las salchichas obtenidas en cada
experimento se determind: composicion fisico-quimica, andlisis de perfil textura, analisis microbiolégicos y
evaluacion sensorial. Tomando como referencia criterios reoldgicos y sensoriales, la combinacién con un 5% de
harina de quinua y 8% de grasa result6 ser la mejor variante. Se caracteriz6 el material de envase y se determino
la vida util de las salchichas seleccionadas envasadas al vacio, estudiando dos tratamientos posteriores: uno
refrigeradas y el otro repasteurizadas-refrigeradas manteniendo en ambos casos una temperatura de 2-4 °C. Las
muestras se caracterizaron al inicio y final del ensayo desde el punto de vista fisico-quimico y reolégico, durante
todo el estudio se realizaron analisis microbioldgicos y evaluacion sensorial, que mediante criterio aceptacion y
rechazo se determind una vida Util de 34 dias para las salchichas envasadas al vacio refrigeradas y 127 dias para
las muestras repasteurizadas-refrigeradas mediante el grafico de riesgos de Weibull.

Palabras clave: grasa, quinua, refrigeracion, repasteurizacion, salchicha, vida atil.
ABSTRACT

This work was developed with the goal of producing a new low fat meat sausage product, by adding wild quinoa
(Chenopodium quinoa Willd.) from Ecuador. For this experiment several combinations of quinoa flour and fat
were used: quinoa flour (0 to 10 %) and fat (8 to 12 %), using carrageenan 1 % as an ingredient in the
formulations.

For each sausage physico-chemical composition, texture profile analysis, sensory evaluation and microbiological
analyses were carried out. Taking as reference rheological and sensory criteria, the combination with 5% quinoa
flour and 8 % fat proved to be the best variant.

The packaging material was characterized and the shelf life was determined for the sausages by studying two
different treatments: a vacuum packed, refrigerated product and the other a vacuum packed, re-pasteurized,
refrigerated product in both cases maintaining a temperature of 2-4 ° C. The samples were studied at the
beginning and the end of the experiment by physicochemical analysis, rheological characterization, throughout
the study microbiological analysis and sensory evaluation were carried out. For the study on shelf life an
acceptance and rejection criteria was used. The shelf life of the vacuum packed, refrigerated sausages was 34
days, while the vacuum packed, re-pasteurized refrigerated sausages lasted 127 days by risk graph Weibull.

Keywords: fat, quinoa, refrigeration, re-pasteurized, sausage, shelf life.
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1. INTRODUCCION

Los avances en los conocimientos de los
consumidores en torno a la relacion dieta-salud,
esta favoreciendo la aparicion de nuevos productos
entre los cuales ocupan un papel muy destacado los
alimentos carnicos (Egbert et al., 1991).

La carne y los productos carnicos aportan
numerosos nutrientes con efectos selectivos
beneficiosos sobre ciertas funciones del organismo,
pero también contienen diversas sustancias que, en
determinadas circunstancias y en proporciones
inadecuadas, pueden afectar negativamente la
salud. Algunas de estas sustancias son afiadidas
durante la elaboracién del producto, o son formadas
a lo largo de su procesado, conservacion o consumo
(Jiménez-Colmenero, 2004).

Los principales problemas asociados al consumo de
los derivados carnicos son el contenido de grasa y
sodio que aportan a la dieta (Totosaus, 2007). El
alto consumo de grasas podria inducir a
enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de
cancer. Por tanto, la satisfaccion de las necesidades
totales de energia ha de hacerse a través de un
adecuado balance de alimentos, moderando el
consumo de grasas (Carrillo et al., 2011).

El contenido de grasa en los embutidos esta en un
20 a 40 % del peso por lo que se ha visto la
conveniencia de reducirlo (Totosaus, 2007).

Una gran variedad de métodos han sido
desarrollados para reducir el contenido de grasa en
derivados céarnicos. Los derivados proteicos de
origen vegetal han sido utilizados en la elaboracién
de productos carnicos con propdsitos tecnoldgicos,
para disminuir el contenido de grasa, o para rebajar
costos de formulacién e incluso por su valor
nutritivo  (Jiménez-Colmenero, 1996). Proteinas
vegetales como la derivada de la quinua han sido
empleadas en la elaboracién de productos carnicos
considerando la cantidad y distribucion de
aminoacidos esenciales (M. A. Guerra, 1998) asi
como el contenido de grasas de alto valor bioldgico
debido a su gran porcentaje de &cidos grasos no
saturados. (FAO, 2011).

Ecuador es el tercer pais con mayor produccion de
quinua a nivel mundial (MAGAP, 2013). La FAO

Tabla 1. Puntos experimentales (Disefio factorial).

la catalogd como el “grano de oro” por sus
excelentes propiedades nutricionales (Villacrés et
al., 2011). Presenta un alto contenido de
carbohidratos (50 a 60 % de almidoén, el cual
gelatiniza a una temperatura entre 55 y 65 °C), lo
que hace que se emplee como un cereal (Romo et
al., 2006). El alto contenido de grasa y proteina
diferencia a la quinua del resto de los cereales como
trigo, cebada, maiz o arroz y es comparable con
productos de origen animal como el huevo, la leche
o la carne (Jacobsen y Sherwood, 2002).

El objetivo del presente trabajo fue establecer el
potencial efecto que presenta la adicion de harina
de quinua, con el fin de elaborar productos carnicos
emulsificados que sean nutritivos, con bajo
contenido en grasa y que cumplan con los requisitos
nutricionales y de calidad.

2. MATERIALES Y METODOS

Para la elaboracion de salchichas se emple6 carne de
cerdo con un contenido de grasa del 5 % y tocino de
lomo. Estas materias primas se obtuvieron de cerdos
con 48 horas de almacenamiento refrigerado post-
mortem.

Como ingredientes no carnicos se utilizd harina de
quinua (MasCorona, Ecuador) y carragenato (Fai
Berti S.L., Espafia), por sus conocidas propiedades
funcionales y nutricionales, actuando sobre las
pérdidas de agua en la coccion y la estabilidad de la
emulsién (Ahmed et al., 1990; Matulis et al., 1995;
Selgas et al., 2005). Ademas, se utiliz6 una solucidn
de colorante Rojo Ponceau 4R, sales, condimentos y
humo liquido.

Se utiliz6 un disefio factorial 32, variando la
cantidad de harina de quinua: X; (0 a 10 %) y grasa:
X, (8 a 12 %). El resto de los componentes se
mantuvieron constantes.

Los valores méximos y minimos de la harina de
quinua y tocino de lomo y el porcentaje de
carragenato fueron seleccionados en funcion de los
resultados preliminares y reportes de la literatura (M.
Guerra et al., 2001; Jiménez-Colmenero, 1995). De
este  procedimiento  se  definieron  nueve
combinaciones experimentales (Tabla 1).

Formulacién 1 2 3 4 5 6 9
Harina de quinua (%) 0 5 10 | O 5 10 10
Tocino de lomo (%) 8 8 8 10 |10 |10 |12 | 12 | 12

Se elaboraron 4 kg de salchichas de acuerdo a cada
combinacion experimental. De cada una de las
variables se procesaron tres corridas experimentales.
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El proceso de elaboracién fue el mismo que se usa
habitualmente para la elaboracién de la salchicha
tradicional. Se prepararon piezas de 45 g empleando
tripas impermeables de poliamida 6 (Kalle Nalo,
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Espafia) de 22 mm de didmetro, y se envasaron en
bolsas al vacio.

La carne fue caracterizada mediante las siguientes
determinaciones: humedad (DISAIC, 2005), grasa
(DISAIC, 2004b), proteina (DISAIC, 2006)y pH
(DISAIC, 2004a).

Para caracterizar la harina de quinua las siguientes
determinaciones fisico-quimicas fueron ensayadas:
humedad (DISAIC, 2002), ceniza (DISAIC, 2002),
proteina (DISAIC, 2009), fibra (Asp et al., 1983),
pH (AOAC, 2005), asi como las propiedades
funcionales: capacidad de retencién de agua,
capacidad de retencion de grasa (Lin et al., 1974) y
temperatura de gelatinizacion (ICC, 1992).

Ademés se elabord6 wuna salchicha control
(tradicional) con un 60 % de carne de cerdo, un 25
% de grasa y un 2 % de proteina aislada de soya.

En las salchichas obtenidas, se determin6é la
humedad, proteina, pH y grasa, mediante los
métodos anteriormente reportados para carne,
ademas de cenizas (DISAIC, 2006), cloruro de
sodio (DISAIC, 2004c) y nitrito de sodio (DISAIC,
2004a)

Los analisis microbioldgicos fueron: conteo total de
aerobios mesofilos (DISAIC, 2014), conteo de
coliformes fecales (DISAIC, 2010), conteo de
coliformes totales (DISAIC, 2010), conteo de mohos
y levaduras totales (DISAIC, 2014), conteo de
psicrofilos (en Agar Plate Count, APC, 4 a7 dias, 2 a 4
°C), conteo de bacterias acido lacticas (en medio de
cultivo agar MRS, 24 h, 37 °C), la presencia 0 no de
Salmonella  (DISAIC, 2008) y conteo de
Staphylococcus coagulasa positivos (DISAIC, 2003).

Tabla 2.Restricciones impuestas al sistema para la optimizacién.

Variable Respuesta Restriccion
Dureza instrumental 5a8kg
Elasticidad instrumental 6a8mm
Aspecto >5
Textura >5
Sabor >5
Color >5
Jugosidad 3a4

(Siendo 1: pésima valoracion y 7: excelente)

Los atributos sensoriales y los parametros de perfil
de textura, se procesaron mediante el programa
“Design Expert Analysis” version 7 para ajustar los
modelos, generar las ecuaciones 'y  sus
correspondientes  superficies de respuesta. El
analisis estadistico de los resultados se realizd
mediante el programa Statgraphics Centurion XVI.
A los resultados fisico quimicos y microbiolégicos
de los productos, se les determind la media y la
desviacion estandar.
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La calidad sensorial fue evaluada por 12 jueces
experimentados, empleando una escala de valoracién
de calidad estructurada de siete puntos (1: pésimo y
7: excelente) para los atributos aspecto, textura, sabor
y color. Para la jugosidad se utiliz6 una escala de
siete puntos no estructurada (1: extremadamente seca
y 7: extremadamente jugosa).

Para el perfil de textura se aplicé una prueba de
compresién doble con un texturémetro universal
Instron, modelo 1140 (ITW, USA). Se comprimié
diametralmente hasta un 75 % a una velocidad de
20 cm'min™. A partir del gréfico fuerza-distancia,
se determinaron las siguientes propiedades: dureza,
elasticidad y cohesividad (Bourne, 1978).

Se caracteriz6 el material de envase (tripas
impermeables y bolsas para envasado al vacio),
mediante un espectrofotdmetro infrarrojo (Bruker,
Suiza), en un rango de medicion entre 4000-600
cm™. Se determinaron las propiedades fisico-
mecanicas de: peso base (DISAIC, 1999), espesor
(ASTM, 2013) y resistencia a la tension y
elongacién (DISAIC, 2012), asi como a la
permeabilidad al vapor de agua (DISAIC, 2010) y
la resistencia del sellado térmico (ASTM, 2009).

Se realiz6 la seleccion de la mejor variante y la
optimizacién para el espacio de disefio acotado.
Para ello se impusieron restricciones, Tabla 2, que
fueron fijadas en base a la formulacion tradicional y
criterios de diferente especialistas (M. Guerra et al.,
2011). Asi mismo, se establecié priorizar el menor
contenido de grasa con el objetivo de obtener un
alimento funcional y econémico.

Para el estudio de vida uatil se tomaron las
formulaciones seleccionadas, se procesaron nuevos
lotes de salchichas y se realizaron dos tratamientos
de conservacion: refrigeracion (2-4 °C) vy
repasteurizacion (bafio maria a 80 °C/10 min)
seguida de refrigeracion (2-4 °C).

Durante este estudio se realizaron andlisis fisico-
quimicos, microbioldgicos, evaluacién sensorial y
de textura instrumental al inicio del estudio y en el
momento de rechazo.
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Para determinar la vida util del producto se aplicé
el grafico de riesgos de Weibull, utilizando un
intervalo de confianza del 95 % (Cardelli y Labuza,
2001).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 3 muestra los contenidos de humedad,
grasa, ceniza, proteina, almidén y fibra, asi como el

Tabla 3. Composicidn fisico-quimica de la harina de quinua

valor del pH de la harina de quinua. Los valores
obtenidos estan en el entorno de lo encontrado para
otras harinas de quinua, aunque su contenido de
proteina es mas alto que el de la harina de trigo
(10,10%) vy la de platano (2,31%) (Cerezal et al.,
2007).

Humedad (%) Proteina (%0) Ceniza (%)

Almidén (%) Fibra (%) pH

9,52 (0,02)* 11,47 (0,85)* 2,15 (0,03)*

57,40 (1,56)*

6,24 (2,65)* 6,1

*(): Desviacion estandar; n=3

Los valores de capacidad de retencién de agua (CRA) y capacidad de retencién de grasa (CRG) se presentan en

la Tabla 4.

Tabla 4. Propiedades funcionales de la harina de guinua.

Harina CRA CRG

(g agua / g muestra) (g grasa /g muestra)
Quinua 1,46 (0,05)* 0,41 (0,05)*
Trigo* 0,627 0,384
Platano® 2,18 0,442

*() Desviacion Estandar. 'Fuente: Cerezal et al. (2007)

A partir de los resultados obtenidos se podria
deducir que la harina de quinua es capaz de retener
mas agua que la harina de trigo, pero si estos
valores se comparan con los de la harina de platano,
el valor es menor, aspecto que podria explicarse por
sus componentes, como las amilopectinas (M.
Guerra, et al., 2011). Su capacidad de retencion de
aceite también es alta en relacion con otros
cereales.

La temperatura de gelatinizacion obtenida fue de
57,1 °C lo que concuerda con lo sefialado por la
literatura que reporta temperaturas de gelatinizacion
de 55 a 65 °C para el almidén de la harina de

quinua (Romo, et al., 2006). La baja temperatura de
gelatinizacién de dicho almidén favorece su empleo
en alimentos que se someten a tratamientos
térmicos poco intensos ya que puede garantizar la
gelatinizacion y mayor funcionalidad. En productos
carnicos, por ejemplo, dicha temperatura de
gelatinizacién est4d por debajo de la temperatura
final de coccion (72 °C).

Los resultados de los andlisis de composicion
quimica y pH de las formulaciones propuestas en el
disefio se reflejan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Composicién proximal de las salchichas experimentales.

Férmula Harina Grasa Humedad Grasa Proteina NaCl NaNO3 pH
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (ppm)

1 0 8 74,10 (0,32) | 8,50 (2,32) 10,87 (1,92) | 1,50(0,05) | 92,34(0,14) | 6,1
2 5 8 69,98 (0,28) 8,10 (1,3) 12,28 (1,85) | 2,00 (0,02) 74,18 (0,11) 6,3
3 10 8 67,68 (0,11) | 8,62 (2,52) 13,42(0,98) | 1,83(0,02) | 83,45(0,07) | 6.2
4 0 10 72,56 (0,33) 10,40 (2,03) 10,89 (1,23) 1,97 (0,01) 85,93 (0,20) 6,1
5 5 10 68,44 (0,04) | 10,78 (1,57) | 12,00(0,89) | 1,98(0,02) | 95,14 (0,06) | 6,0
6 10 10 65,89 (0,35) 11,26 (3,26) 12,98 (0,76) | 2,03 (0,04) 82,10 (0,02) 6,3
7 12 71,04 (0,01) | 11,89(1,49) | 10,95(1,39) | 1,94(0,1) | 90,38(0,15) | 6,0
8 12 67,12 (0,06) 11,40 (2,28) 12,13 (0,79) | 2,05 (0,09) 87,91 (0,07) 6,1
9 10 12 62,09 (0,13) | 12,20(3,26) | 13,15(2,16) | 1,89(0,02) | 89,20(0,42) | 6,1
Control 58,48 (0,02) 24,00 (2,36) 12,59 (1,56) 1,62 (0,03) 79,76 (0,01) 6,2

()* Desviacién Estandar; n= 2

El contenido de humedad vari6 desde 62,09 hasta
74,10 %, la grasa desde 8,1 hasta 12,2 %, y la
proteina desde 10,87 hasta 13,42 %. Las
variaciones en el porcentaje de proteinas fueron
dadas por la utilizacion de harina de quinua,
teniendo en cuenta que se fijo el nivel de proteina
carnica para todas las formulaciones y que la

Como se puede observar los valores de proteina
fueron mayores al aumentar la concentracion de
harina de quinua, tal como se esperaba. Estos
resultados concuerdan con los trabajos reportados
por Salinas (2010).

Los resultados microbiolégicos se pueden observar
en la Figura 1.

disminucién del contenido de grasa se realizé a
costa de aumentar la cantidad de agua afiadida.

Log 1°(u.f.c/g)

® Conteo de mesdfilos

B Conteo de psicrofilos

ST T T T S L e

VARIANTES

Figura 1. Calidad microbioldgica inicial de las pastas carnicas (log UFC/g).

A co




Pefia et al. (2015) / Alimentos, Ciencia e Investigacion, 23(1) 21-36

La toma de muestras fue llevada a cabo
inmediatamente  después del proceso  de
elaboracion, obteniéndose conteos de
microorganismos mesofilos y psicrofilos bajos,
manteniendo los niveles adecuados para este tipo de
producto (menor a 1,0 x 10° UFC/g) segtin la norma
NTE INEN 1338:2012 (INEN, 2012). En el caso de
las enterobacterias los conteos dieron resultados
con valores inferiores a los limites de deteccion, lo
que estuvo en correspondencia con el tratamiento
térmico recibido.

Del analisis de regresion, se pudo observar que los
modelos que resultaron significativos (o= 5%)
fueron lineales para el pardmetro dureza
instrumental y cuadraticos para la elasticidad,
textura sensorial, sabor y jugosidad.

El resto de los modelos estudiados para las
variables de respuesta, cohesividad y atributos
sensoriales  (aspecto 'y color) fueron no
significativos (Tabla 6), por lo que no fue posible
encontrar para estas variables un modelo
matematico que explicara su comportamiento a

partir de los niveles estudiados de harina de quinua
y grasa. Esto confirmd que dichos parametros no se
vieron afectados con las variaciones realizadas en
los factores estudiados.

Los modelos matematicos de prediccidon de los
parametros de calidad de las salchichas a partir de
las variables contenido de harina de quinua (Xy) y
grasa (X3), cuyos ajustes resultaron significativos,
se observan en la Tabla 7.

Como puede apreciarse en la Ec. 1, el contenido de
harina de quinua (X;) y de grasa (X,), fueron
directamente proporcionales a la dureza. Al
aumentar la harina de quinua o la grasa se produjo
un incremento en la dureza (Figura 2),
observandose una influencia mas marcada con la
harina de quinua.

Los valores de la dureza oscilaron entre 4,18 kg y
10,03 kg (Tabla 8), al comparar las formulaciones
con distintos contenidos de grasa (8, 10y 12 %).

Tabla 6. Significancia de los modelos de prediccion de las variables de respuesta analizadas.

Variable Modelo F R? Significancia
Lineal 38,45 0,8849 *
Dureza —
Cuadratico 2,88 0,9370 ns
. Lineal 27,01 0,8438 ns
Elasticidad —
Cuadratico 7,63 0,9154 *
Lineal 1,18 0,1904 ns
Aspecto —
Cuadratico 0,39 0,3734 ns
Lineal 9,38 0,6522 ns
Textura —
Cuadratico 11,24 0,9181 *
Lineal 6,61 0,5694 ns
Sabor -
Cuadratico 7,31 0,8969 *
Lineal 0,39 0,0729 ns
Color —
Cuadratico 0,87 0,2617 ns
. Lineal 14,8 0,7475 ns
Jugosidad —
Cuadratico 9,75 0,9511 *

*: Diferencias significativas entre tratamientos al 95%; ns: diferencias no significativas

Tabla 7: Modelos de prediccién de los pardmetros de calidad de las salchichas

Ecuacion Ne
Dureza = 6,69 + 2,39 X; + 0,90 X, Ec. 1
Elasticidad = 7,76 + 0,84 X+ 0,44 X, + 0,34 X; X, Ec.2
Textura = 5,50 — 0,52 X; + 0,09X, — 0,04 X;X; — 0,38 X;? - 0,14 X,* Ec.3
Sabor = 5,63 — 0,19 X; — 0,023 X, + 0,11 X;X,+ 0,17 X;* = 0,092 X,? Ec. 4
Jugosidad = 2,44 - 0,88 X; - 0,16 X, — 0,33 X;X, — 0,18 X;* + 0,56 X,* Ec.5

Xj: contenido de Harina de quinua; X,: contenido de grasa
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Figura 2. Superficie de respuesta para la dureza instrumental (kg) de las salchichas en funcién del contenido (%) de harina de

quinuay grasa de la formulacion.

Tabla 8. Parametros texturales de las salchichas elaboradas bajo las diferentes formulacién
Variante | Quinua | Grasa Dureza Elasticidad Cohesividad
(%) (%) (kg) (mm) (adimensional)

1 0 8 4,63 (0,47) 7,00 (0,76) 0,29 (0,01)

2 5 8 5,37 (0,43) 6,90 (0,33) 0,27 (0,01)

3 10 8 7,98 (0,45) 8,05 (0,60) 0,30 (0,01)

4 0 10 4,74 (0,60) 7,03 (0,62) 0,28 (0,02)

5 10 6,05 (1,56) 7,80 (0,29) 0,30 (0,02)

6 10 10 9,36 (1,11) 8,63 (0,38) 0,29 (0,01)

7 0 12 5,07 (0,96) 6,80 (1,16) 0,32 (0,26)

8 12 8,09 (1,52) 8,60 (1,20) 0,32 (0,02)

9 10 12 9,95 (1,90) 9,21 (0,83) 0,30 (0,08)
Control 6,60 (0,82) 7,00 (0,67) 0,25 (0,02)

() Desviacién Estandar; n=4

Dentro de las formulaciones estudiadas, los valores
de dureza superiores se encontraron en las

salchichas con 10 % de harina de quinua, lo que se
debi6 a las propiedades funcionales que posee esta
harina, las cuales ayudaron a retener el agua
afladida y a mantener la estabilidad de la emulsién.
Con respecto a las formulaciones que contenian
harina de quinua, para un mismo porcentaje de
grasa, al aumentar su concentracion, se produjo un
incremento de la dureza. Las formulaciones que
presentaron valores de dureza por encima de 9 kg,
correspondieron a concentraciones de harina de
quinua de 10 % y de grasa entre 10 y 12 %
(formulaciones 6 y 9 respectivamente).

Se observé que los menores valores de dureza los
presentaron las formulas en las formulaciones 1
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(4,18 kg), 4 (474 kg) y 7 (5,07 Kkg); este
comportamiento pudo deberse a la cantidad de agua
adicionada, carencia de harina de quinua, el tipo de
carragenato empleado y el porcentaje de sal
utilizado en las formulaciones (2 %), ya que, por su
composicion y la fuerza de gel reportada por el
proveedor, 750 g-cm™, al parecer se trabajo con una
mezcla de carragenato kappa, el cual se ve afectado
por la concentracion de cloruro sodico (Pedersen,
1977; Pérez-Mateos et al., 2002). Estos resultados
no coincidieron totalmente con lo reportado en la
literatura ya que, segun el tipo de carragenato
(kappa, iota o lambda), se puede aumentar o
disminuir la dureza de las salchichas con bajo
contenido en grasa. Matulis et al. (1995)
investigaron los efectos de la adicion de
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carragenato (0,2 a 0,4 %) a las salchichas de bajo
contenido en grasa (12 a 18 %) y diferentes
contenidos de cloruro sodico (1,3 a 2,0 %),
encontrando que el carragenato tuvo poco efecto
sobre la dureza en funcion del incremento de la sal.
El carragenato aument6 la dureza al emplear
concentraciones de sal por debajo del 1,7 % y
redujo la jugosidad al emplear concentraciones de
grasa por encima del 15 %. Foegeding y Ramsey
(1986) hallaron que las caracteristicas de textura de
las salchichas de poca grasa (10 %) y alta humedad,
elaboradas con iota-carragenato, no resultaron
diferentes a las salchichas control con poca grasa y
alta humedad, pero en ambas formulaciones se
utilizd 2,35 % de sal.

Algunas de las formulaciones resultaron fuera del
rango de las restricciones impuestas (5,5 a 8 kg de
dureza). Estos valores, a pesar de estar fuera de las
restricciones prefijadas, fueron muy similares a los
encontrados por Martin et al. (1992) en productos
similares elaborados con carne de cerdo y oca.

En la literatura no se encontraron trabajos que
estudiasen la incorporacion de la harina de quinua
en salchichas reducidas en grasa. Ha sido utilizada
como extensor en productos cérnicos (Maldonado,
2010) y en productos emulsionados tipo salchicha y
mortadela, sustituyendo a la harina de trigo
(Salinas, 2010).

Elasticidad
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9.21
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Los valores obtenidos son similares a los
encontrados en productos emulsionados elaborados
con carne de cerdo y proteinas aisladas de soya y
carragenato (M. A. Guerra, 1998), los cuales
reportaron valores de dureza de 9,26 kg y 8,3 kg
respectivamente.

Los valores elasticidad para las formulaciones
elaboradas, oscilaron desde 6,8 mm en la variante 7
hasta 9,21 mm en la variante 9 (Tabla 8), resultando
ser significativa esta variable de respuesta dentro de
este estudio (Figura 3).

La cohesividad de las formulaciones correspondio
con la de productos analogos elaborados con carne
de diferentes especies, sin haberse podido observar
diferencias significativas entre las formulaciones
(Barbut y Mittal, 1989).

Los jueces evaluaron como “Buena” la textura de
casi la totalidad de las formulaciones excepto la
variante 6 (que contenia un 10 % de harina de
quinua y un 10 % de grasa) que la evaluaron como
regular, lo que pudo atribuirse a que las variaciones
de dureza detectadas respecto a su patréon mental no
fueron importantes como para devaluar el atributo
(Figura 4).
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Figura 3. Superficie de respuesta para la elasticidad instrumental (mm) de las salchichas en funcién del contenido (%) de harina de

quinuay grasa de la formulacién
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EVALUACION SENSORIAL

W ASPECTO

TEXTURA

VARIANTE

W SABOR
= COLOR
= JUGOSIDAD

Composicion de
las Variantes

x1=Harinade
Quinua
x2=Tocino de lomo
1(0%x1, 8% x2)
2 (5% x1, 8% x2)
3(10% x1, 8% x2)
4(0%x1, 10% x2)
5(5%x1, 10% x2)
6(10% x1, 10%x2)
7(0%x1, 12% x2)
8(5%x1, 12%x2)
9(10%x1, 12%x2)

Figura 4. Resultados de la evaluacion sensorial de las salchichas elaboradas con harina de quinua y carragenato

Los productos resultaron muy similares en su sabor,
al igual que en el aspecto y color, recibiendo
calificaciones entre 5 y 6, ("Bueno" a "Muy
Bueno"), lo que significd que estos atributos no se
afectaron con la relaciéon harina de quinua-grasa
estudiada.

El modelo (Ec. 4) predice que a medida que
aumentan la proporcion de harina de quinua y grasa
en el producto, disminuye la puntuacién. No
obstante los jueces evaluaron favorablemente todas
las formulaciones, lo que indica que los niveles de
inclusion de harina de quinua utilizados en este

trabajo resultan aceptables en cuanto al sabor,
demostrando asi que la harina de quinua utilizada
tuvo un proceso de saponificacion adecuado.

En cuanto a la jugosidad, el modelo obtenido
(ecuacion V), que relaciona la jugosidad con las
variables independientes, muestra la influencia que
tiene la harina de quinua (Xy) y la grasa (X;) sobre
este parametro, a medida que la concentracion de
éstas aumentan, disminuye significativamente la
jugosidad (Figura 5), los jueces perciben salchichas
mas secas (Figura 4), observandose una influencia
mas marcada con la harina de quinua.

Design-Expert® Software
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Figura 5. Superficie de respuesta para la jugosidad (1: extremadamente seca; 7: extremadamente jugosa) de las salchichas en
funcioén del contenido (%) de harina de quinuay grasa de la formulacién.
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Las puntuaciones oscilaron de 1 a 4,
correspondiente a “Extremadamente seca” y
“Optima”. Los valores méas bajos corresponden a
las formulaciones 3 (2,31), 6 (1,67) y 9 (1,30) que
contienen los mayores porcentajes de harina de
quinua (10 %), se encuentran fuera del rango
prefijado para las restricciones impuestas en el
disefio (formulaciones 3 y 4), lo que indica que el
10 % de harina de quinua afecta sensiblemente a
esta caracteristica organoléptica de las salchichas.
Esto puede ser explicado debido a que a medida
que aumentd el contenido de quinua y grasa
disminuy0 el porcentaje de agua en la formulacion.
Ademas la quinua tiene una alta capacidad de
retencion de agua lo que incidi6 en la obtencion de
salchichas menos jugosas. Estos resultados fueron
similares a los reportados por Verdesoto (2005) y
contradictorios a los obtenidos por Salinas (2010).
En este Gltimo estudio, tras reemplazar la harina de
trigo por un 4 % de harina de quinua en productos
carnicos emulsionados, los jueces reportaron un
incremento de la firmeza a medida que aument6 la
concentracion de quinua, pero siendo igualmente
jugosos.

3.1 Caracterizacion del envase

El material de la tripa estd compuesto por poliamida
6, el peso base y espesor fue de 46,23 g:m™y 44,90
um respectivamente. La fuerza de tensién y la
elongacion fueron de 70,67 N-mm™ y 49,45 % y

resistieron adecuadamente la presiéon de embutido
de la salchicha. La permeabilidad al vapor de agua
de la tripa fue de 13,15 g-m?-24 h™*, encontrandose
dentro de los valores reportados en la literatura para
tripas impermeables (Theller, 1998).

En la Tabla 9 se reporta el resultado obtenido de la
medicion del espesor del material complejo de
ambas caras de la bolsa y sus respectivas capas, asi
como la identificacion de los polimeros que la
componen. En dicha tabla se muestra también la
permeabilidad al vapor de agua de las dos peliculas
complejas PET/PEBD correspondientes a la cara
superior e inferior de la bolsa.

En los resultados de resistencia al sellado térmico
de los diferentes cierres de la bolsa se encontré que
ninguno de ellos se despeg6 o parti6 al aplicarseles
tensién. En los cinco ensayos realizados a cada uno
de estos cierres, la probeta se elongd mas de 25 mm
hasta registrarse una fuerza de traccion de 16 N,
partiéndose la pelicula por una zona fuera del area
de sellado, lo que indicé la alta resistencia al
sellado de estos cierres.

3.2 Seleccion de la mejor variante
En la Figura 6 se presenta la superficie de respuesta

optima que cumple con las restricciones impuestas
en la Tabla 2.

Tabla 9. Caracteristicas del material de envase en ambas caras de la bolsa

. Grosor . Permeabilidad vapor de agua’
Material (um) Capa externa (PET) Capa interna (PEBD) (g'm?-24 h'))
Cara superior 89,0 (0,8) 22,8 (0,4) 66,2 (0,6) 1,89 (0,06)
Cara inferior 88,8 (0,8) 22,4 (0,5) 66,4 (0,5) 2,01 (0,07)

! Permeabilidad medida a 23 °C y 85 % HR; PET: Polietileno tereftalato (Poliéster); PEBD: Polietileno de baja densidad; () Desviacion

tipica; n=3
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Figura 6. Superficie de respuesta 6ptima de salchichas en funcion del contenido (%) de harina de quinua y grasa de la formulacién

Tal como puede apreciarse, en concentraciones de
10 % de grasa no hubo ninguna variante que
cumpliese con los criterios preestablecidos, por lo
que se seleccioné como mejor variante la
correspondiente a un 5 % de harina de quinua y un
8 % de grasa ya que cumplia con estas
restricciones, teniendo un bajo contenido de grasa.

3.3 Vida util de las salchichas seleccionadas

Los productos recién elaborados presentaron una
composicién quimica acorde con los indices que se
prescriben para el mismo (Tabla 10) y se
consideraron aptos para realizar las pruebas de vida
atil.

Se observé una disminucién del pH (Figura 7), mas
marcado en las muestras no tratadas térmicamente,
mientras que en las que se repasteurizaron luego del
empacado fue menor.

Tabla 10. Composicién, nitritos pH y aw al inicio del almacenamiento en refrigeracién

- Grasa Proteina NaNO;
0,
Formulacién Humedad (%) (%) (%) (ppm) pH aw
5% HQ + 8%G 66,98 11,53 12,00 94,67 6,1 0,977

G:grasa; HQ:harina de quinua
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Figura 7. Evolucion en el tiempo del pH de las salchichas de receta optimizada sometidas a diferentes tratamientos de conservacion

tras su elaboracion.

El empacado en bolsas previno a los productos
carnicos de la recontaminacion microbiana, que
incide en la disminucion del pH. A esto contribuy6
el tener un nuevo obstaculo, que es la
repasteurizacion, que tiene un efecto reductor sobre
la flora contaminante que pudo haber quedado
luego del empacado al vacio.

La disminucién de pH estuvo originada por el
incremento en los conteos microbianos. Ademas de
la disminucion del pH, se vieron afectadas las
caracteristicas organolépticas del producto (olor,

sabor y aroma), influyendo directamente en la
aceptacion del mismo y, por lo tanto, en la vida util,
ya que la evaluacion sensorial fue el criterio de
rechazo elegido, por ser éste el pardmetro utilizado
por los consumidores.

La calidad microbioldgica de los productos al inicio
del almacenamiento fue excelente cumpliendo con
las exigencias de la Norma de Contaminantes
Microbioldgicos del Sistema de Normas Sanitarias
de Alimentos (DISAIC, 2015) (Tabla 11).

Tabla 11. Calidad microbiolégica de los embutidos tipo salchicha al inicio del almacenamiento en refrigeracion.

Muestras Aerobios mesofilos totales Psicrofilos
(t=0) (log UFC -g™ (log UFC-g™)
Con harina de quinua 1,95+0,003 2,90+0,004

El conteo de aerobios mesdfilos totales fue del
orden de 10% siendo el de psicréfilos algo més
elevado. Es fécil entender esta diferencia entre los
conteos pues se trata de un producto refrigerado y
el conteo de enterobacterias fue indetectable (datos
no mostrados), significando que los productos
recibieron un adecuado tratamiento térmico, siendo
elaborados con buenas practicas de higiene, por lo
que fueron aptos para los estudios de durabilidad.

Los conteos microbianos aumentaron
significativamente con el tiempo, algo mas
marcadamente en las formulaciones que sdlo
recibieron el tratamiento de empaque al vacio,
mientras que en las repasteurizadas el crecimiento
de microorganismos alcanzé la fase de aceleracion
en un intervalo mayor de tiempo, lo que podria
deberse al efecto combinado de los dos obstaculos
que deben vencer los microorganismos presentes
para desarrollarse. Se observd, ademas, que en las

WEE

formulaciones que s6lo fueron empacadas al vacio,
en menos de 40 dias los conteos de aerobios
meséfilos se encontraron en 4 unidades
logaritmicas, valor limite que se permite para este
tipo de productos (DISAIC, 2015; ICMSF, 1986).
En el caso de las formulaciones que se sometieron a
los dos tratamientos (empaque al vacio y
repasteurizacion), después de 130 dias, los valores
de aerobios mesofilos llegaron al limite establecido.
La tendencia de los conteos de bacterias
productoras de &cido durante el almacenamiento,
fue aumentar entre los 35 y 40 dias hasta superar las
cuatro unidades logaritmicas, dato que coincide con
la fecha del rechazo de las formulaciones
empacadas al vacio. Estos microorganismos tienen
un lento crecimiento, por lo cual son capaces de
desarrollarse en productos envasados al vacio
donde otras bacterias de méas rapido crecimiento en
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condiciones aerobias no se desarrollan debido al
ambiente microaerofilico.

Al utilizar la repasteurizacion, el incremento en el
tiempo de las bacterias productoras de 4cido se hizo
més lento y se extendi6 la durabilidad de los
productos, sin embargo, entre los 125 y 130 dias los
recuentos de estos microorganismos indicadores
estuvieron por encima de cuatro unidades
logaritmicas.  Shumaker 'y Feirtag (1997)
observaron que el deterioro de los productos
empacados al vacio ocurria por la presencia de
bacterias productoras de &acido que, a pesar de
eliminarse durante el tratamiento térmico, se
vuelven a reproducir por una recontaminacion
posterior a la coccion.

Con relacién al resto de los indicadores
microbianos determinados, en el caso de las
levaduras y microorganismos psicréfilos, los

conteos durante todo el estudio de durabilidad se
mantuvieron en una unidad logaritmica, mientras
que no se encontrd presencia de coliformes fecales,
hongos y Staphylococcus coagulasa positivos, lo
que avala la calidad sanitaria de los productos.
Ademas, en ninguno de los productos se encontré
presencia de Salmonella (datos no mostrados).

La seguridad y calidad en el estudio estuvieron
también relacionadas con las operaciones de

envasado, cuyo éxito esta en funcion de las
propiedades del material de envase, la eficiencia en
conseguir el vacio deseado y la integridad del
envase asi como de las condiciones y del control de
la temperatura. En las salchichas U(nicamente
envasadas a vacio, se presentd un exudado lechoso
y los jueces calificaron el sabor de las mismas
como 4&cidas a partir de los 47 dias de
almacenamiento.

Los parametros texturales que se muestran en la
Tabla 12, permiten observar que no se encontraron
diferencias significativas (p < 0,05) para la férmula
con 5 % de harina de quinua y 8 % de grasa entre el
inicio y final del estudio de vida util de cada
formulacion.

En la Tabla 13 se muestran los resultados del
analisis de riesgos de Weibull para la determinacién
de la vida util de las salchichas envasadas al vacio y
refrigeradas y las que recibieron después de
envasadas al wvacio un tratamiento de
repasteurizacién y posteriormente se refrigeraron.
Se exponen los percentiles del 5% por ser el riesgo
aceptado en el trabajo.

Tabla 12. Resultados de los pardmetros del perfil de textura de las formulacién seleccionadas refrigeradas y repasteurizadas-

refrigeradas al inicio y final del periodo de vida util.

Parametro Tratamiento Inicio Final Diferencias
C/IR 8,09 7,98 ns
Dureza (kg)
RP/R 8,93 8,89 ns
. C/R 8,53 8,48 ns
Elasticidad (mm)
RP/R 8,98 8,95 ns
. . . C/IR 0,32 0,33 ns
Cohesividad (adimensional)
RP/R 0,32 0,31 ns

C/R: Cocinada-refrigerada; RP/R: Repasteurizada-refrigerada; ns: diferencias no significativas al 95 % de confianza

Tabla 13. Vida util, calculada a partir del analisis de riesgos de Weibull, de las salchichas sometidas a diferentes tratamientos

térmicos, y almacenadas en refrigeracion entre 2 y 4 °C.

. Promedio Limite inferior® | Limite superior®
Tratamiento P .
(dias) (dias)
CIR 36,28 (0,017) 34,81(0,006) 37,81(0,017)
RP/R 129,36 (0,015) 127,70 (0,006) 131,03 (0,002)

C/R: Cocinada-refrigerada; RP/R: Repasteurizada-refrigerada; *: promedio +/- intervalo confianza 95%

Seleccionando de estos valores el limite inferior,
para una mayor confianza, se puede decir que la
vida 0til de las salchichas envasadas al vacio y
refrigeradas fue de 34 dias para la formulacion con
5 % de harina de quinua, 8 % de grasa 'y 1 % de
carragenato. Para las salchichas envasadas al vacio
y repasteurizadas fue de 127 dias para la misma
formulacion.

Resultados similares fueron reportados por Guerra
et al., (2001), que informaron de una vida Util en
salchichas envasadas al vacio y refrigeradas, de 27
dias para la de bajo contenido de grasa y de 26 dias
para las de alto contenido de grasa y, para las
salchichas envasadas al vacio y repasteurizadas,
129 dias para las de bajo contenido de grasa y de
122 dias para las de alto contenido de grasa, lo que
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no se encuentra muy alejado de lo obtenido en este
trabajo.

4. CONCLUSIONES

Se obtuvieron productos embutidos tipo salchicha
de bajo contenido de grasa y buena calidad
sensorial y microbiolégica, empleando
concentraciones entre el 5y el 10 % de harina de
quinua, entre el 8 % y el 12 % de grasa y un 1% de
carragenato.

La mejor variante seleccionada para los criterios
establecidos dentro de este trabajo correspondié a
salchichas elaboradas con un 5 % de harina de
quinua y un 8 % de grasa. Se observé que un nivel
del 10 % de harina de quinua produjo un aumento
de la dureza y afectd la jugosidad de las salchichas
aunque el resto de los atributos sensoriales como el
sabor, color y aspecto no se vieron afectados por
esta concentracion de harina.

La vida dtil de la salchicha con 5 % de harina de
quinua y 8 % de grasa, empacada en bolsas al vacio
y almacenada en refrigeracion, utilizando como
criterio de evaluacién el andlisis sensorial, se
prolong6 hasta 34 dias, que paso a ser de hasta 127
dias en el caso de aplicar un tratamiento adicional
de repasteurizacién al producto una vez envasado al
vacio lo cual da la posibilidad de tener esta opcién
para uso industrial, de acuerdo a la durabilidad que
se desee en el producto.
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RESUMEN

Varias plantas de la familia de las labiadas, tales como: romero (Rosmarinus officinalis L.), mejorana (Origanum
majorana L.) y albahaca (Ocimum basilicum L.) contienen importantes compuestos fenélicos, sustancias muy
apreciadas por su reconocida actividad antioxidante.

El objetivo de la investigacion fue combinar una etapa previa de sonicacion utilizando etanol como cosolvente,
con la posterior extraccion supercritica (US-SFE), para favorecer la extraccion de estos compuestos y comparar
los resultados obtenidos con la extraccién supercritica (SFE) con CO, puro y con cosolvente. En la SFE de hojas
romero el rendimiento de extraccion aumento significativamente de 4,52 % a 7,99 % al utilizar etanol como
cosolvente y a 15,03 % con la US-SFE. La etapa previa de sonicacién logré que el rendimiento final de extracto
obtenido se triplicara en comparacion con la SFE. En la extraccion de hojas de mejorana se obtuvieron
resultados positivos con la US-SFE ya que el incremento del rendimiento de extraccion fue del 46 % referente al
rendimiento obtenido en la SFE con etanol cosolvente. En las hojas de albahaca la US-SFE no produjo ventaja
alguna frente a las otras técnicas en lo que se refiere a rendimiento o contenido de polifenoles totales.

La inclusion de una etapa previa de ultrasonidos aumentd el rendimiento de extraccion, redujo el tiempo, el flujo
de CO, y el consumo de etanol del proceso, y se obtuvo un extracto similar en cuanto a contenido de &cido
carnosico.

Palabras clave: romero, mejorana, albahaca, cosolvente, compuestos fendlicos.
ABSTRACT

Several plants of the labiate family, such as rosemary (Rosmarinus officinalis L.), marjoram (Origanum
majorana L.) and basil (Ocimum basilicum L.), contain important phenolic compounds, substances prized for its
recognized antioxidant activity. The aim of the research was to combine a sonication step prior using ethanol as
co-solvent, with subsequent supercritical extraction (US-SFE), to facilitate the extraction of these compounds
and comparing the results obtained with supercritical extraction (SFE) with pure CO, and co-solvent.

In the SFE rosemary leaves the extraction yield increased significantly from 4,52 % to 7,99 % by using ethanol
as co-solvent and 15,03 % with US-SFE. Prior sonication step got the final yield of extract obtained tripled
compared to the SFE. In the extraction of marjoram leaves positive results were obtained with the US-SFE, since
the increase of extraction yield was 46 % related to the yield obtained in the SFE with ethanol co-solvent. Basil
leaves in the US-SFE produced no advantage over the other techniques in terms of performance or total
polyphenol content. The inclusion of a previous stage of ultrasonication increased the extraction yield, reduced
time, the flow of CO, and ethanol consumption process, and a similar extract was obtained in terms of carnosic
acid content.

Keywords: rosemary, marjoram, basil, co-solvent, phenolic compounds.

“ Autor de correspondencia: Sandra Barrazueta. E-Mail: sharrazueta@espoch.edu.ec
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1. INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos son un amplio grupo de
sustancias con diferentes estructuras quimicas y
actividad, son constituyentes importantes de las
plantas y que a su vez les otorga maltiples efectos
benéficos. Estan presentes generalmente en forma
de glucdsidos en los extractos de las frutas, hierbas,
vegetales, cereales y otros materiales; lo que ha
permitido su utilizacién por la industria alimentaria
no solo por las caracteristicas organolépticas que le
confieren a los alimentos, sino porque retardan la
oxidacion de los lipidos y mejoran la calidad
nutricional de los alimentos (Mufioz y Ramos,
2007).

Los compuestos antioxidantes juegan un papel muy
importante en los alimentos. La oxidacion lipidica
es una de las principales causas de deterioro
quimico, lo que resulta en la rancidez y/o el
deterioro de la calidad nutricional, color, sabor y
seguridad de los alimentos, los iniciadores para esta
oxidacion incluyen rayos UV, luz, calor, enzimas,
variedades de radicales libres, microorganismos y
metales/ metalproteinas (Albu et al., 2004). Ademas
de su papel como estabilizadores de alimentos,
pueden proteger las células contra los efectos de los
radicales libres y por tanto, tienen un efecto
destacado en la prevencién de problemas cardiacos,
cancer y otras enfermedades (Suhaj, 2006).
Recientes estudios han indicado el mecanismo
fundamental del potencial preventivo de algunos
compuestos fendlicos, los cuales juegan un rol
importante por su actividad antioxidante (Kahkonen
et al, 1999), anti-inflamatorio, aumento del
potencial inmune, efecto antihormonal,
modificacion de enzimas metabolizadoras de
drogas, influencia sobre el ciclo celular vy
diferenciacion celular, induccién de apoptosis,
supresion y proliferacion, angiogénesis, los cuales
cumplen roles en la iniciaciéon y modificacion del
estado secundario del desarrollo neoplasico (Tsuda
etal., 2004).

El desarrollo de nuevas técnicas de separacion para
las industrias quimica y alimentaria ha recibido
mucha atencion dltimamente debido a las nuevas
restricciones del Reglamento para el medio
ambiente, salud publica y la necesidad de
minimizar los costos de energia (Lopez-Sebastian et
al., 1998).

La extraccién asistida con ultrasonidos (Ultrasound
Assisted Extraction, UAE) se considera una
prometedora tecnologia para la industria de
procesamiento de alimentos (Azuola y Vargas,
2007). Son sefiales de alta intensidad que se utilizan
para modificar un proceso o un producto. Con una
frecuencia mas baja y mayor potencia producen
cambios fisicos y quimicos en el medio a través de
la generacion y subsiguiente colapso de burbujas de
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cavitacion, las cuales aparecen, crecen y colapsan
dentro del liquido.

La ventaja de utilizar ultrasonido en la extraccion
de plantas ya se ha aplicado a un sin nimero de
compuestos de interés, tanto en la farmacologia y la
industria alimentaria. La mejora observada en la
extraccion de compuestos organicos por ultrasonido
se atribuye a una intensificacién de la transferencia
de masa debido al fenémeno de cavitacion
producido en el disolvente por el paso de una onda
ultrasénica o sonora y al efecto mecanico que
produce el ultrasonido permitiendo una mayor
penetracion de disolvente en el cuerpo de la planta
(Albu, et al., 2004).

Entre las tecnologias de procesos innovadores, la
extraccion con fluidos supercriticos (SFE) es, en
efecto, la aplicacién méas ampliamente estudiada.
En la practica, la SFE se lleva a cabo generalmente
utilizando dioxido de carbono (CO,) por varias
razones practicas: tiene una presion y una
temperatura critica moderadamente baja (74 bar y
32 °C), no es toxico, no es inflamable, esta
disponible en alta pureza a un coste relativamente
bajo, es reconocido como GRAS (Generally
Recognized as Safe), y se elimina facilmente a
partir del extracto (Fornari et al., 2012).

Uno de los inconvenientes que presenta el CO,
supercritico es su baja polaridad lo que dificulta la
extraccion de solutos polares. Para la extraccion de
esta clase de compuestos se utiliza un cosolvente
que es un disolvente organico que se afiade al fluido
supercritico en pequefias cantidades (hasta un 10 %
v/v). Algunos cosolventes utilizados son: dimetil
sulfoxido, hexanol, 2-propanol, 2-metoxietanol,
agua, acido férmico, etc. (Fornari, et al., 2012).

Los extractos de hierbas, especias, y otros
materiales vegetales ricos en compuestos fenolicos
son de creciente interés en la industria alimentaria
porque retardan la degradacién oxidativa de los
lipidos y, por consiguiente, mejoran la calidad y el
valor nutricional de los alimentos. Las hierbas se
utilizan en muchos dominios, incluyendo la
medicina, la nutricién, aromatizantes, bebidas,
tefiido, repelentes, perfumes o cosméticos (Wojdyto
et al., 2007).

El romero (Rosmarinus officinalis L.) es una planta
tipica de la regién y cocina Mediterranea, que se ha
estudiado como un producto natural con diversas
actividades  biolégicas tales como:  anti-
inflamatoria,  anti-tumoral,  quimiopreventiva,
hepatoprotectora, contra la diabetes, antioxidante,
anti-proliferativa, antiviral, antimicrobiana,
anticonceptiva y antidepresiva, entre  otros
(Vazquez et al., 2013; Vicente et al., 2012).

La albahaca (Ocimum basilicum L.) es una planta
cuyas hojas que se utilizan muy cominmente como
condimento en la comida. También es muy valiosa
debido a sus propiedades farmacéuticas. Muchos
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estudios cientificos han demostrado que el extracto
de albahaca es un fuerte eliminador de radicales y
puede considerarse como una buena fuente de
antioxidantes naturales (Abas et al., 2006;
Javanmardi et al., 2003; Lee y Scagel, 2009, 2010).
El aceite esencial obtenido a partir de las hojas de
mejorana  (Origanum majorana L.) posee
propiedades antibacterianas, antimicéticas vy
antioxidantes, por lo que la investigaciéon de la
composicion y sabor de esta materia prima es de
gran interés (VAgi et al., 2005). Su aceite esencial y
extractos alcohdlicos se aplican en productos
farmacéuticos, perfumes y los cosméticos (Al-
Bandak et al., 2011; Novak et al., 2000).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material Vegetal

Las hojas secas de las plantas labiadas utilizadas en
el presente estudio son: romero (Rosmarinus
officinalis L.), albahaca (Ocimum basilicum L.) y
mejorana (Origanum majorana L.), proceden de
Herboristeria Murciana (Espafia). La molienda y
tamizado de las hierbas se realizé hasta lograr un
didmetro final de particula entre 200 y 500 pm en
un molino de cuchillas Grindomix modelo GM200
(Retsch GmbH, Alemania).

2.2 Productos quimicos y reactivos

El diéxido de carbono CO, (N38) utilizado tuvo
una pureza de 99,5 % en relacién (w/w) y fue
suministrado por Carburos Metalicos (Madrid,
Espafia). El disolvente polar utilizado fue etanol de
grado espectroscopico.

Los patrones de &cido carndsico (> 96 %) y
carnosol (> 98%) fueron adquiridos de Bioquimica
de Alexis (Madrid, Espafia). El &cido rosmarinico
(97 %) provino de Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafia). El &cido fosforico de grado HPLC fue
provisto por Panreac (Madrid, Espafia). El
acetonitrilo grado HPLC fue provisto por el
Laboratorio de Exploracion (Gliwice, Polonia).

2.3 Métodos de extraccion

2.3.1 Extraccién Asistida con Ultrasonidos
(UAE)

Las extracciones se realizaron en un bafio de
ultrasonidos modelo 3000513 (J.P. Selecta,
Barcelona, Espafia). 5 g de las hojas secas molidas
de cada una de las plantas labiadas, se colocaron en
un matraz Erlenmeyer de 250 cm® y se afiadieron
100 cm® de etanol. ElI matraz y su contenido se
sumergieron en un bafio de ultrasonidos y se realizd

el sonicado durante 5, 15 y 30 min. El rango de
temperatura se mantuvo a < 30 °C y presion de 1
bar.

Los extractos obtenidos fueron filtrados al vacio y
recuperados en viales de vidrio. El disolvente se
elimind mediante un rotavapor y se procedié a su
secado mediante una corriente de N,. Todos los
experimentos se realizaron por duplicado. Las
muestras secas se almacenaron a 4 °C en la
oscuridad hasta su analisis

2.3.2 Extraccién con fluidos supercriticos (SFE)

Las extracciones con fluidos supercriticos se
llevaron a cabo en una planta a escala piloto
modelo SF2000 (Thar Technology, Pittsburgh, PA,
USA). La planta tiene una celda de extraccién con
una capacidad de 2 L y dos separadores diferentes
(S1y S2), de 0,5 L de capacidad, con controladores
independientes de presion y temperatura. La celda
de extraccion tiene una relacién altura / diametro de
5,5 (42 cm de altura, 76 mm de diametro interior).
La planta de extraccion también incluye un sistema
de recirculacioén en el cual el CO, se condensa y se
bombea hasta la presion de extraccion deseada.

Las extracciones se realizaron a una temperatura de
40 °C y a una presion de entre 150 y 300 bar. El
caudal de inyeccion de CO, utilizado fue de 30
g'min® y 60 g-min™, dependiendo del tipo de
experimento. El tiempo de extraccion para los
experimentos fue alrededor de 3 horas. Para
facilitar la recogida del extracto de las celdas se
utilizaron pequerias cantidades de etanol.

Los extractos obtenidos fueron filtrados al vacio y
recuperados en viales de vidrio, el disolvente se
elimin6 utilizando un rotavapor y se sec6 en una
corriente de N,. Las muestras secas se almacenaron
a4 °C en la oscuridad hasta su analisis.

La SFE se llevo a cabo en las tres plantas labiadas
del presente estudio utilizando CO, puro y
combinado con etanol como cosolvente en una
proporcion alrededor del 5 % para mejorar la
extraccion de los compuestos fendlicos.

2.3.3 Extraccion con fluidos supercriticos
combinada con etapa previa de ultrasonidos
(US-SFE)

Las hojas secas de romero, albahaca y mejorana,
previamente molidas, se mezclaron en un vaso de
precipitacion con etanol en una relacion 2:3 (peso
de materia prima: volumen de disolvente). Esta
mezcla fue sometida a sonicado durante 30 min,
cuidando que la temperatura del bafio se
mantuviese a menos de 30 °C. El pastiche obtenido
se sometié a SFE utilizando Unicamente CO, puro
sin adicidn de cosolvente.
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2.4 Andlisis por HPLC

La cuantificaciéon de &cido carnésico, carnosol y
acido rosmarinico de los extractos se analizo
empleando un HPLC equipado con un
MICROSORB-MV-100, columna C18 (Varian) de
250 mm x 4,6 mm y 5 um de tamafio de particula.
La fase movil consistio en acetonitrilo (disolvente
A) y 0,1 % de acido fosfdrico en agua (disolvente
B) aplicando el siguiente gradiente: 0-8 min, 23 %
de disolvente Ay 8-25 min, 77 % de disolvente A.
Esta Ultima composicion se mantuvo durante 15
minutos y las condiciones iniciales fueron
alcanzadas en 5 min.

El tiempo total de analisis fue de 45 minutos. La
velocidad de flujo fue constante a 0,7 mL-min™. El
volumen de inyeccién fue de 20 pL y la deteccion
se llevd a cabo mediante el uso de una red de
diodos de deteccion del sistema de Varian, la
misma que almacend la sefial a una longitud de
onda de 230, 280 y 350 nm.

2.5 Estimacion del contenido de Polifenoles
Totales

Tabla 1. Eficiencia de la extraccion utilizando CO, puro

Se utilizé el método colorimétrico Folin-Ciocalteu.
En tubos de ensayo se mezclan en el siguiente
orden: 3 mL de H,O de Tipo 1 (Milli-Q), 50 pL
muestra o patron y 250 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu. Se incubaron a temperatura ambiente
durante 3 min. Luego se afiadieron a la mezcla 0,75
mL de carbonato de sodio al 20 % y 0,95 mL de
H,O Tipo 1. Las muestras se agitaron en el vortex y
se dejaron en reposo durante dos horas en la
oscuridad. La absorbancia del color azul resultante
fue medida en un espectrofotémetro a 760 nm. La
cuantificacion se hizo con respecto a las curvas de
concentracién de acido glico, siendo los resultados
finales expresados como mg de &cido galico / mg
muestra (Wojdyto, et al., 2007).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Andlisis comparativo de la eficiencia de la
extraccion de compuestos fendlicos en las plantas
en estudio.

Las Tablas 1 y 2, corresponden a la extraccién
utilizando CO, puro (Tabla 1) y CO, con etanol
como cosolvente (Tabla 2).

T | [ enc | e | Tomac et
Romero 360 4,52 10,89 - 4,92
Romero* 420 2,83 16,90 3,12 5,26
Albahaca 300 1,96 - - -
Mejorana 300 2,06 - - -

AC: 4cido carnésico; R: rendimiento g extracto-g™* materia prima); *SFE con fraccionamiento del extracto en dos separadores en linea

Tabla 2. SFE con etanol como cosolvente a 40 °C, 15 MPa y 60 g-min™ CO,
Tiempo R o % peso Total AC extraido
Planta (min) (%) % peso AC CAR (mg-g™ planta)
Romero 210 7,99 30,64 4,77 12,38
Albahaca 210 3,23 - - -
Mejorana 190 3,16 - - -

AC: é4cido carnésico; CAR: carnosol; R: rendimiento (g extracto-g’

La extraccion SFE combinada con etanol como
cosolvente (en bajas concentraciones, < 5 %)
mejord los rendimientos de extraccion para todas
las plantas estudiadas en comparacion con la SFE
utilizando CO; puro. El rendimiento de extraccion
de las hojas de romero aument6 significativamente
de 4,52 % a 7,99 %; el incremento fue de alrededor
de un 77 %. El contenido de &cido carnésico mejoro
ya que los valores pasaron de 4,92 a 12,38 mg-g*
de extracto, practicamente duplicando el total de
acido carndsico presente en el extracto final.

-l

materia prima)

La albahaca y la mejorana también presentaron
mejoria en cuanto al porcentaje de extraccion ya
que sus valores aumentaron de 1,96 a 3,23 y de
2,06 a 3,16 mg-g respectivamente. Esto supuso un
incremento del 65 % en el caso de la albahaca y un
53 % en el de la mejorana.

Tomando en cuenta las consideraciones
anteriormente citadas se verificé que el uso de
etanol como cosolvente mejoré considerablemente
la recuperacion de antioxidantes como el &cido
carnésico presente en el romero. Teniendo en
cuenta los resultados de eficiencia obtenidos en la
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SFE al utilizar etanol como cosolvente, se investigo

(US-SFE). Los resultados se

muestran en la Tabla

el efecto de combinar una etapa previa de 3.

sonicacion con la posterior extraccién por SFE

Tabla 3. Extraccién combinada US-SFE a 40 °C y 15 MPa

Planta CO; Tiempo % etanol en el R % peso AC % peso mg AC/ mL
(g:min™) (min) CO, (%). CAR etanol

Romero 60 210 3,81 11,48 23,69 2,86 18,12

Romero 30 180 4,44 15,03 23,15 2,70 23,19

Albahaca 60 180 4,44 2,47 - - -

Mejorana 60 180 3,33 4,61 - - -

AC: 4cido carndsico; CAR: carnosol; R: rendimiento (g extracto-g™ materia prima)

En cuanto a los rendimientos obtenidos se
obtuvieron las siguientes consideraciones: las hojas
de romero con la extraccion combinada (US-SFE)
presentd valores similares a la SFE con cosolvente.
La mejorana presenté un aumento del 45 % ya que
sus valores pasaron de 3,16 mg-g* con la SFE con
cosolvente a 4,61 mg-g* con la (US-SFE). La
albahaca no present-o mejoria en los resultados
obtenidos.

Particularmente, en el caso del romero, se observd
una disminucién en el % en peso de antioxidantes
(&cido carndsico y carnosol) pero un aumento de la
cantidad de &cido carndsico recuperado por mL de
etanol empleado, cuando se compraré la US-SFE
con la SFE con etanol. Asimismo, la reduccion del
flujo de CO, de 60 g-min™ a 30 g-min™, permiti¢
obtener un extracto de romero con un rendimiento
considerablemente mayor (15,03 % vs 7,99 %) y
mejor eficacia en términos de la cantidad de etanol
empleada (23,19 mg vs 12,38 mg de &cido
carnosico por mL de etanol empleado).

Tabla 4. UAE con etanol a temperatura < 30°C y presion de 100 kPa

A pesar de la etapa previa de ultrasonicacién que se
aplicé a las plantas en estudio, la extraccion de
acido rosmarinico no se logré en ninguna de las
hierbas. Esto podria llevarse a cabo, empleando
mayores cantidades de cosolvente polar vy,
posiblemente, mayores densidades de CO, para
recuperar dicho compuesto mediante SFE.

La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos con la
extraccion asistida con ultrasonidos (UAE). En el
caso del romero, el rendimiento global de
extraccion a los 30 min, fue de 25,6 %, resultando
el mejor valor refiriéndose a las técnicas de
extraccion utilizadas en el presente estudio. En
cuanto al % en peso de acido carnosico (AC) se
observé que disminuyé a mayor tiempo de
extraccion (20,44 % en 5 min'y 12,94% en 30 min).
En cuanto a la eficiencia en consumo de etanol, el
mejor resultado correspondié a la extraccion UAE
durante 30 min (1,66 mg AC / mL etanol).

Planta T(I;Tngo (L,F/i ) % peso AC % peso CAR % peso AR mgé?;;élmL mgé?;]élmL

5 9 20,44 2,20 1,25 0,92 0,06
Romero 15 12,8 18,52 1,76 1,36 1,19 0,09

30 25,6 12,94 0,59 2,09 1,66 0,27

5 1,50 - - 1,66 - 0,01
Albahaca 15 1,84 - - 1,74 - 0,02

30 1,66 - - 1,51 - 0,01

5 2,19 - - 3,89 - 0,04
Mejorana 15 7,12 - - 2,13 - 0,08

30 10,99 - - 1,85 - 0,10

AC: 4cido carnésico; CAR: carnosol; R: rendimiento (g extracto-g™ materia prima); AR: acido rosmarinico

Los extractos de hojas de albahaca obtenidos por
UAE presentaron valores de rendimiento de
extraccion  considerablemente  inferiores en
comparacion a las otras técnicas en estudio. El % en
peso de acido rosmarinico (AR) no se vio afectado
al aumentar el tiempo, tal como se pudo observar en
las otras dos plantas en estudio. Los resultados

ik

obtenidos en los tres tiempos 5, 15 y 30 min se
mantuvieron practicamente constantes.

La extraccion UAE de mejorana present6 el mayor
valor en cuanto al rendimiento, con un total de
10,99 %. ElI rendimiento de extraccion se
incrementd6 al aumentar el tiempo de
experimentacion aunque el % en peso de AR
disminuy6. La mayor cantidad de AR se extrajo en
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30 min con una concentracién de 1,85 % en peso,
equivalente a 2 mg AR-g™ planta.

Las Figuras 1 a 3 muestran los cromatogramas
correspondientes al analisis por HPLC de las
muestras obtenidas mediante la extraccién con
ultrasonidos (30 min) de cada una de las plantas
estudiadas. Se indicé en las correspondientes
figuras el pico correspondiente al &cido
rosmarinico, antioxidante objetivo en el estudio. En
el cromatograma correspondiente al extracto de
romero se indicaron los picos del &cido carndsico y
carnosol (antioxidantes reconocidos como los
mayoritarios).

Asimismo, en los cromatogramas de albahaca y
mejorana  puedieron observarse otros picos
importantes, muy posiblemente correspondientes a
otros compuestos fendlicos que no fue posible
identificar en este trabajo.

Por esto, se considero utilizar la determinacion del
contenido de polifenoles totales como medida de la
recuperacion de antioxidantes fendlicos presentes
en los extractos.

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos
para el romero. El valor mas alto en concentracién

de polifenoles totales correspondi6 a la extraccién
realizada con fluidos supercriticos con etanol como
cosolvente (aproximadamente un 5 % de etanol)
con un valor del 0,25 mg de 4cido gélico (AG)-mg™
de muestra. Los datos obtenidos para la US-SFE
fueron ligeramente menores. Asimismo, se observo
una correlacion entre el valor Folin resultante y el
contenido de antioxidantes determinado para las
distintas muestras.

Los valores Folin obtenidos para las hojas de
albahaca fueron de la misma magnitud tanto en la
extraccion UAE, SFE con etanol cosolvente y US-
SFE. En cambio, para la mejorana el valor més alto
correspondié al extracto US-SFE con un total del
0,16 mg de AG-mg” muestra, como se puede
observar en las Tablas 6y 7.

Finalmente, los valores Folin de los extractos de
romero fueron mayores que los de mejorana, y
éstos, mayores que los de albahaca. Esto concuerda
con el orden de actividad antioxidante (romero >
mejorana > albahaca) determinada por Vazquez et
al. (2013) utilizando extraccion acelerada con
disolventes (ASE) para estas variedades de plantas.
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Figura 1. Cromatograma del extracto UAE de romero (2,5 mg-mL™)

Figura 2. Cromatograma del extracto UAE de albahaca (2,5 mg-mL™).

Figura 3. Cromatograma del extracto UAE de mejorana (2,5 mg-mL™).
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Tabla 5. UAE con etanol a temperatura <30°C y presion de 100 kPa

Planta T(irir?rso (OF/i ) % peso AC O/E:Zeéo % peso AR mgé?;]élml‘ mge?aliélmL

5 9 20,44 2,20 1,25 0,92 0,06
Romero 15 12,8 18,52 1,76 1,36 1,19 0,09

30 25,6 12,94 0,59 2,09 1,66 0,27

5 1,50 - - 1,66 - 0,01
Albahaca 15 1,84 - - 1,74 - 0,02

30 1,66 - - 1,51 - 0,01

5 2,19 - - 3,89 - 0,04
Mejorana 15 7,12 - - 2,13 - 0,08

30 10,99 - - 1,85 - 0,10

AC: &cido carnésico; CAR: carnosol; AR: acido rosmarinico

Tabla 6. Comparacién de polifenoles totales de los extractos de hojas de romero obtenidos por SFE con etanol cosolvente y US-SFE.

% peso antioxidantes

Planta Técnica mg AG / mg muestra (AC + CAR + AR)
SFE con etanol
cosolvente (= 5%) 0.25 3541
Romero US-SFE caudal CO, 30 0,20 26,55
g/min
US-SFE caudal CO, 60 0.21 2585

g/min

AC: é4cido carnosico; CAR: carnosol; AR: acido rosmarinico; AG: acido galico

Tabla 7. Comparacion de polifenoles totales de los extractos de hojas de albahaca y mejorana obtenidos por SFE con etanol

cosolvente y US-SFE

Planta Técnica Concentracion
mg de AG / mg muestra
UAE (30 min) 0,11
Albahaca SFE con etanol cosolvente (= 012
5%)
US-SFE caudal CO, 60 g-min™ 0,11
UAE (30 min) 0,09
- SFE con etanol cosolvente (=
Mejorana 5%) 0,13
US-SFE caudal CO, 60 g-min™* 0,16

AG: écido gélico




4. CONCLUSIONES

La extraccion supercritica de hojas de romero
combinada con una etapa previa de ultrasonidos
(US-SFE) optimizd la cantidad de etanol empleada
en el proceso, la concentracion de antioxidantes en
el extracto y el rendimiento de extraccion debido a
que los efectos fisicos como turbulencia,
aglomeracion de particulas y la alteracion de la
célula que producen los ultrasonidos favorecié la
liberacién de acido carndsico de la matriz vegetal,
que luego fue méas facilmente extraido con CO,
supercritico.

En la extraccién de hojas de mejorana se obtuvieron
resultados positivos con la US-SFE ya que el
incremento del rendimiento de extraccion fue de 46
% referente al rendimiento obtenido en la SFE con
etanol cosolvente. Ademés, los resultados del
analisis de polifenoles totales indicaron que los
extractos US-SFE fueron los que tuvieron mayor
contenido de compuestos fenélicos, con un total de
0,16 mg écido galico-mg™ de extracto.

En el caso de la extraccion de hojas de albahaca, la
técnica US-SFE no produjo ventaja alguna en lo
que se refiere a rendimiento o contenido de
polifenoles totales. Por el contrario, la técnica US-
SFE pareci6 producir una pequefia disminucién del
rendimiento de extraccion respecto de la técnica
SFE con cosolvente, siendo el contenido de
polifenoles totales similar en todos los extractos
analizados.

La extraccién supercritica (SFE) con CO, puro o
utilizando etanol como cosolvente, y combinada
con ultrasonidos, no fue capaz de extraer &cido
rosmarinico de ninguna de las plantas labiadas
estudiadas. Esto afectd negativamente a la calidad
antioxidante de los extractos obtenidos, puesto que
el acido rosmarinico es reconocido como un potente
antioxidante.
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OPTIMIZACION DEL SECADO OSMOTICO DE UVILLA MEDIANTE EMPLEO DE UN
EDULCORANTE NO CALORICO

GOLDEN BERRY OSMOTIC DRYING OPTIMIZATION BY MEANS OF A NON-CALORIC
SWEETENER
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RESUMEN

La investigacion se enfocd en determinar el mejor tratamiento para obtener uvilla deshidratada (Physalis
peruviana L.) empleando un edulcorante no calérico. Las caracteristicas organolépticas finales de la uvilla
deshidratada a diferentes temperaturas fueron analizadas por un panel semi-entrenado, siendo estas: color, olor,
sabor caracteristico y textura. La estimacion de costo y la cinética de secado sefial6 como mejor tratamiento el
empleo de 510 gramos de sacarosa + 1,98 g. sucralosa/ 1000 ml de agua con 4 h de concentracion osmoética y
secado a 60 °C; teniendo un rendimiento del 20,43 %. Las caracteristicas del producto obtenido con el mejor
tratamiento fueron: 15,6 % de humedad; pH 4; 17,33 °Brix y 0,29 % de acidez. Su composicion proximal
resultd: 6,85 % proteina; 0 % grasa; 5,85 % cenizas; 67,7 % carbohidratos, valor energético 298,20 Kcal/100 g,
12,07 % fibra y 11,46 mg/100 g de Vitamina C, con 2,42 % de sucralosa. El estudio de estabilidad
microbioldgica, determinado por calculo en base al crecimiento de aerobios totales, dio a conocer un tiempo de
vida Gtil de 85 dias, siendo el costo de produccion de 46,92 USD/kg, bajo las condiciones de esta
experimentacion.

Palabras clave: Humedad, propiedades sensoriales, sucralosa

ABSTRACT

The research focused on determining the best treatment for golden berry dehydrated (Physalis peruviana L.)
using a non-caloric sweetener. The organoleptic characteristics of the final dried golden berry dried at different
temperatures were analyzed by semi-trained panel, were: color, odor, characteristic flavor and texture. Estimated
cost and drying kinetics signaled as better treatment the use of 510 g of sucrose + 1,98 g sucralose / 1000 ml of
water, 4 h osmotic concentration and drying at 60 °C resulting in a 20,43 % vyield.

The features of the product with the best treatment were: 15,6 % moisture; pH 4; 17,33 °Brix and 0,29 % acidity.
Its proximate composition was: 6,85 % protein; 0 % fat; 5,85% ash; 67,7 % carbohydrates, 298.20 Kcal / 100 g
energetic value; 12.07 % fiber and 11.46 mg / 100g Vitamin C, with 2,42 % sucralose. The study of
microbiological stability, determined by calculation based on the growth of total aerobic count, showed a shelf
life of 85 days, while the cost of production was $ 46.92 / kg, under this experiment conditions.

Keywords: Moisture, sensory properties, sucralose
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1. INTRODUCCION

La uvilla (Physalis peruviana L.), es una fruta de
gran importancia en Ecuador. Este cultivo se
caracteriza por estar en manos de pequefios
productores, con un bajo poder econémico, en la
mayoria de los casos en terrenos de ladera y con
muy baja capacitacion técnica. La zona de mayor
aptitud para este cultivo se ubica en el Callejon
Interandino: Mira, Otavalo, Cotacachi, Puembo,
Salcedo, Pillaro, Ambato, Patate, Guamote, Biblién,
Cuenca y Machachi (Sernaqué y Andrade, 2005).
Ecuador se encuentra en una excelente ubicacion
geografica y cuenta con buen clima, esto hace
posible que se cultiven una amplia diversidad de
productos agricolas, entre ellos los no tradicionales
como la uvilla, que es una fruta de buen sabor que
tiene propiedades medicinales, lo que ha despertado
interés a nivel internacional (Beltran, 2009).
Autores como Castro et al., (2006) han estudiado la
cinética de deshidratacién osmotica en uvilla en
soluciones de miel de abeja con diferentes
concentraciones, concluyendo que no siempre una
disolucion con elevada concentracion garantiza una
ganancia de solutos y una pérdida de agua mayor.
Caicedo et al., (2012) estudiaron la deshidratacién
osmoética, siendo esta una operacion de secado
parcial que  permite  obtener  productos
minimamente  procesados de alta calidad
organoléptica. Sin embargo, en la industria de
procesamiento de frutas, la mayor desventaja para
la industrializacion de esta operacion es el manejo
de jarabes de sacarosa, que son considerados como
desechos. En este estudio se mostraron los
resultados del estudio de la reutilizacion de jarabes
provenientes de deshidratacion osmotica de mora
de Castilla (Rubus glaucus) y tomate de arbol
(Cyphomandra betacea), llegandose a la conclusién
de que después de tres ciclos de uso no hubo
diferencia significativa (p > 0,05) en cuanto a
pérdida de agua, ganancia de solidos y pH final del
jarabe, lo que lo hacia viable en la reutilizacion del
proceso.

Giraldo et al., (2005) realizaron ensayos en mora
(Rubus glaucus) y uvilla (Physalis peruviana), con
geometrias semiesféricas (mitades). La cinética de
mora mostré mejor respuesta en el tratamiento con
disolucion de sacarosa a 65 °Brix, mientras que la
uvilla present6 una buena respuesta en disoluciones
entre 65y 55 °Brix.

Larrea (1997) llevo a cabo un estudio de
deshidratacion de ajo cultivado en la provincia de
Tungurahua en el cual tuvo por objetivo prolongar
la vida atil del producto, sometiéndolo a un proceso
de deshidratacion, obteniendo conclusiones que
pudieron llevar a la instalacion de una planta
industrial en la provincia de Tungurahua.

Leirici et al., (1985) mostraron que con el
tratamiento osmotico se pudo obtener un producto
de humedad alta o intermedia, por lo que se vio
necesario llevar a cabo un procesamiento
subsiguiente para alcanzar un producto estable.
Desde los primeros estudios en los afios 60, el
tratamiento osmoético ha sido estudiado en
combinacion con otras técnicas como el secado
convencional, el secado al vacio, la liofilizacion, el
secado solar, la pasteurizacion térmica, el enlatado,
la congelacion, la adicion de preservantes y/o
acidificantes y el uso de revestimientos con
peliculas comestibles superficiales. EI campo de
aplicacion de esta técnica es amplio teniendo a las
frutas, vegetales, carne y pescado como los
principales productos tratados osmdticamente, con
un posterior procesamiento convencional de secado,
obteniéndose mejoras en sus caracteristicas de
calidad cuando se comparan con productos
obtenidos sin tratamiento osmético.

Soluciones acuosas binarias y terciarias de mono, di
y polisacéridos, sales orgénicas, mono y polioles
pueden ser usadas como agentes osmoticos. El
mejoramiento de las propiedades nutricionales,
sensoriales o funcionales o la estabilidad en el
almacenamiento de los productos finales se logran
por la modificacion de la composicién quimica del
material alimenticio a través de una remocion
controlada de agua y una incorporacion selectiva de
solutos. Las principales razones para el interés
actual del proceso de deshidratacion osmética son
la alta calidad de los productos, conjuntamente con
el ahorro de energia, y la remocién hasta el 50 %
del contenido de humedad inicial a bajas
temperaturas sin cambio de fase.

Mercado y Vidal (1994), estudiaron la
deshidratacion osmotica de manzana Grany Smith
con diferentes soluciones osmoticas, asegurando
que la composicién del jarabe y particularmente los
polisacaridos influyen de manera directa,
disminuyendo la ganancia de solidos en los
productos. Adicionalmente, se ha observado que la
reduccion en el contenido de agua y la ganancia de
azucares presenta algunos efectos crioprotectores
sobre el color y la textura de las frutas. Algunas de
las ventajas establecidas en el proceso de
deshidratacion osmética en comparacién con otros
métodos de secado incluyeron mejora de
propiedades funcionales y nutritivas (Moreira y
Sereno, 2003).

En la presente investigacion se pretendio evaluar el
efecto de la sustitucion parcial de azlcar por un
edulcorante no caldrico, asi como el tiempo de
concentracién osmoética y la temperatura de secado,
para mejorar las propiedades sensoriales de la uvilla
deshidratada osmoéticamente.
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2. MATERIAL Y METODOS

Para la deshidratacion de la uvilla se procedié de la
siguiente manera: se adquiri6 uvilla proveniente del
canton Quero de la provincia de Tungurahua,
verificandose la calidad de la materia prima
tomando en cuenta su estado de madurez, color y
un tamafio regular en todo el lote. Se lavo con agua
a fin de eliminar impurezas y cuerpos extrafios.
Previo a esto se prepar6 la solucion de edulcorante
manteniendo siempre 60 °Brix. Las dosis de
edulcorantes consideradas fueron: 1190 g de
sacarosa + 0.85 g de sucralosa-/ L de agua y 510 g
de sacarosa + 1.98 g de sucralosa / L de agua. A
continuacion se adicioné metabisulfito de sodio a
una concentracion de 150 mg-L™, para prevenir
pardeamiento enzimatico ademas de controlar el
crecimiento de microorganismos. Seguidamente se
sumergié la fruta en las soluciones osmoéticas en
proporcion 1:2 (fruta:solucién), manteniendo un
tiempo de reposo de 2 a 4 horas con agitacion
continua. Tras esto se escurrio la solucién y
finalmente se colocé en bandejas de secado a 40 o
60 °C, segun el caso, hasta alcanzar a una humedad
menor al 15 %.

Finalmente, el producto seco se empacé y almacend
en bolsas plasticas de PE, evitando el contacto con
humedad o calor excesivo.

La calidad microbiolégica se determind mediante
recuento de coliformes (AOAC, 1994b) y aerobios
mesofilos totales (AOAC, 1994a), tomados como
referencia para el calculo de vida dtil. Este fue
realizado mediante siembras microbiol6gicas cada

7 dias para observar la estabilidad de las uvillas
deshidratadas mantenidas a temperatura ambiente
(18-20 °C).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Segln la pérdida de peso de la fruta en el
tratamiento  osmoético, en los  resultados
experimentales se evidencié la existencia de una
dependencia de las isotermas con la temperatura de
secado (Fig. 1).

En el analisis sensorial la prueba de Tukey sefialé
que el tratamiento con 510 g de sacarosa + 1,98 g
de sucralosa en 1 m® de agua, 4 horas de
concentracién osmotica y 60 °C de temperatura de
secado (AB:Cy), y el tratamiento con 1760 g de
sacarosa en 1 m* de agua, 4 horas de concentracion
y secado a 40 °C (A;B;C;), fueron los que
presentaron mayor aceptabilidad en cuanto al
analisis sensorial. Sin embargo, para definir el
mejor tratamiento se realiz6 una estimacién de
costos de estos dos tratamientos, observandose la
existencia de una diferencia significativa en cuanto
al costo de produccién del producto deshidratado.
De esta manera, los tratamientos AoB;Co y A;B1Cy
presentaron, en un formato de 200 gramos, unos
costes de produccion de $6,79 y $3,91
respectivamente. De acuerdo a esto, se establecio
gue el tratamiento mas conveniente resultd ser el
A,B;C; (510 g de sacarosa +1.98 g de sucralosa en
1 m® de agua, 4 horas de concentracién osmdtica y
secado a 60 °C), con un rendimiento del 20,43 %.
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Figura 1. Isotermas de sorcién de los mejores tratamientos de secado de uvilla, previamente sometida a tratamiento osmotico

En la Tabla 1 se muestran los parametros iniciales y
finales de la uvilla, pudiendo observar como la
humedad disminuy6 drasticamente en un lapso de
24 horas.

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos iniciales y finales de
uvilla

Parametros Inicial Final
pH 3,66 4,17
°Brix 9,5 33,0
Acidez 0,29 0,10
% Humedad 72,42 15,60

Llevando a cabo la comparacion de los analisis
proximales obtenidos con las caracteristicas de un
producto similar producido comercialmente por
Isabelle Fruits (B2B ECUADOR S.A., 2012) se
puede observar una diferencia significativa en
cuanto a la cantidad de proteina (0,1-0,3 % para el
producto comercial, frente a un 6,68 % del producto
experimental) y fibra (5-7% para el producto
comercial, frente a un 12,7 % del producto
experimental). Con esto se puede decir que se
mejoraron  sustancialmente las caracteristicas
nutricionales del producto deshidratado.

El estudio de vida util permiti6 observar la
estabilidad de las uvillas deshidratadas mantenidas
a temperatura ambiente (18-20 °C), obteniendo los
resultados de la Tabla 2.

Tabla 2. Evoluciéon de la carga microbiana durante el
almacenamiento a temperatura ambiente (18-20 °C) de uvilla
deshidratada (510 g de sacarosa + 1,98 g de sucralosa en 1 m*
de agua, 4 horas de concentracioén osmotica y secado a 60 °C)

Tiempo Aelrgbios Coliformes
(dias) misofllos tot. i 7ltotales _

1-10 1-10 1-10 1-10

0 0 0 0 0

3 0 0 0 0

7 1 0 0 0
14 1 0 0 0
21 2 0 0 0
28 3 0 0 0
35 5 0 0 0
42 6 1 0 0
49 7 1 0 0

A partir de dichos resultados se obtuvo la ecuacion
de cinética de reaccion (Singh y Heldman, 2009)
gue se puede observar en la Fig. 2.

Por tanto, a temperatura ambiente y, considerando
un valor maximo permitido, de 1000 UFC-g™* para
el recuento de aerobios mesofilos totales (MINSA,
2008) se establecié aproximadamente la vida de
anaquel de la uvillas deshidratadas osméticamente
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y empacadas en fundas de polietileno de baja
densidad (PEBD) de alrededor de 84-85 dias.

2,50
logC=0.0311t+ 0.3594
2,00 R!=0.9752
0l 50 -
g
—=1,00 -
0,50 -
Tiempo (dias)
0,00 T T 1
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Figura 2. Andlisis microbiolégico para el calculo del tiempo
de vida atil (TVU).

4. CONCLUSIONES

Se realiz6 el estudio del efecto de diversas
variables, como el porcentaje de sustitucion del
edulcorante en una solucién osmotica, tiempo en el
sumergido de la fruta dentro de la solucion
osmotica y la temperatura del tratamiento térmico,
en la deshidratacion osmédtica-térmica al que fue
sometida la uvilla. El tratamiento a base de 510 g
de sacarosa +1.98 g de sucralosa en 1 m® de agua, 4
horas de concentracién osmética y secado a 60°C,
permitié obtener un rendimiento del 20,43 % en el
proceso, a un coste de $ 3,91 por cada lote de 200 g
de producto. Dicho producto, se estimo tener una
vida Gtil estimada de 84-85 dias, envasado en
bolsas de polietileno de baja densidad, almacenado
a temperatura ambiente (18-20 °C).
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RESUMEN

El gac o calabaza amarga (Momordica cochinchinensis (Lour) Spreng.) es una planta perenne de la familia de las
cucurbitaceas, cuyos frutos estan reconocidos como los de mayor contenido de beta carotenos entre frutas y
verduras, por lo que es una fruta que potencialmente puede ser utilizada para hacer un ingrediente funcional o
farmacéutico. Los beta carotenos presentes en el aceite de los frutos de esta planta tienen reportada actividad
antioxidante, por lo que se hace necesario ofrecer una proteccion de estos compuestos microencapsulandolos a
través del secado por aspersion. En el presente trabajo se realizé un estudio preliminar de microencapsulacion
del aceite de calabaza amarga, alcanzandose una elevada eficiencia de encapsulacion de los carotenoides
presentes y demostrandose la factibilidad de su microencapsulacion.

Palabras clave: Carotenoides, Momordica cochinchinensis, ingrediente funcional, secado por aspersion.

ABSTRACT

Gac (Momordica cochinchinensis (Lour) Spreng.) is a perennial plant of the family Cucurbitaceae, which fruits
are recognized as having the highest content of beta-carotene amongst fruits and vegetables, so is a fruit that can
potentially be used to make functional or pharmaceutical ingredients. The carotenoids present in the fruit’s oil of
this plant are reported to have antioxidant activity. Spray drying microencapsulation is one of the better methods
to provide protection for these labile compounds. In this paper a preliminary study of microencapsulation of gac
oil was performed, reaching a high encapsulation efficiency of carotenoids present and demonstrating the
feasibility of microencapsulation.

Keywords: Microcapsules, carotenoids, Momordica cochinchinensis, functional ingredient, spray drying.
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1. INTRODUCCION

El gac o calabaza amarga (Momordica
cochinchinensis (Lour) Spreng.) es una planta de la
familia cucurbitaceas. Produce frutos pequefios,
levemente espinosos y de color naranja. Los arilos
que rodean a las semillas son de un intenso color
rojo sangre y presentan la concentracion mas alta de
betacarotenos encontrada en frutas y verduras. La
planta crece en India y el sureste de Asia (Lim,
2012). Los carotenoides mayoritarios son beta
caroteno, licopeno, zeaxantina y beta-criptoxantina
(Aoki et al., 2002; Mai et al., 2014). Ademas estan
presentes también 4acidos grasos saturados e
insaturados (Ishida et al., 2004).

La microencapsulacion es un proceso mediante el
cual las sustancias bioactivas son introducidas en
una matriz polimérica con el objetivo de protegerla
de la reaccion con otros compuestos presentes 0
impedir que sufran reacciones de oxidacion
(McNamee et al., 2001; Pedroza-Islas, 2002; Yoshii
et al., 2003). Ademas, provee un medio de envasar,
separar 'y almacenar materiales a escala
microscépica para su liberacion posterior bajo
condiciones controladas (Rodriguez-Huezo et al.,
2004).

Dentro de los métodos fisicos mas utilizados para
este proceso, el secado por aspersion, es el mas
ampliamente  utilizado para  microencapsular
ingredientes alimenticios, por ser el mas econdémico
(Masters, 1991; Soottitantawat et al., 2004;
Soottitantawat et al., 2003). El objetivo del presente
trabajo consistio en realizar un estudio preliminar
para determinar la factibilidad de empleo del
proceso de microencapsulacion mediante secado
por aspersion para el aceite de Momordica
cochinchinensis.

2. MATERIAL Y METODOS

Para el estudio se empled aceite de calabaza
amarga, obtenido en el laboratorio de fiotoquimica
del Instituto de Materia Médica de Vietham IMM,
Hanoi. Como polimeros encapsulantes se
emplearon maltodextrina DE 20, grado alimenticio
(Roig Farma ref. 0511620) y goma arabiga libre de
oxidasas (Roig Farma ref. 600452). Todos fueron
pesados en una balanza técnica Mettler Toledo XPE
de 0,1 mg de precision.

Se prepar6 una dispersion de los polimeros
encapsulantes a una concentracion de 40 % p/p de
cada uno en agua destilada, empleando un
homogeneizador Ultraturrax T25 (Ika Werk) en un
intervalo de velocidades entre 8000 y 24000 min™
Seguidamente se adicioné el aceite en una
concentracion de 20 % p/p para cada caso y se
mantuvo en agitacion 5 min a 16000 min™’. La
dispersion preparada se alimenté a un secador por

aspersion (Minispray Dryer BUCHI, B-191; Suiza),
con flujo de aire de secado y alimentacion en
paralelo, atomizador de tipo tobera de dos fluidos,
empleando un flujo de aire de atomizacién de 600
L/h, una temperatura de entrada del aire de 120 °C y
una Temperatura de salida del aire de 90°C.

La concentracién de carotenoides totales fue
determinada disolviendo 1 g de microcapsulas en 6
mL de una mezcla en proporcién 1:1 (v/v) de
cloruro de sodio disuelto en agua bidestilada al 10
% y metanol en un tubo de ensayo. La muestra fue
agitada durante 10 minutos y luego se afiadieron 30
mL de una mezcla hexano y acetona (grado p.a.) en
proporcion 1:1 (v/v). El contenido del tubo fue
centrifugado a 3000 min™ durante 10 min a 10 °C
en una centrifuga Hettich Rotanta 460R, con un
radio de rotor de 10 cm (Andreas Hettich GmbH,
Alemania). La absorbancia del sobrenadante fue
medida a 460 nm en espectrofotémetro UV-Visible
(Spectronic, Genesys 2, USA). Los carotenoides en
la superficie de las microcapsulas fueron
determinados mediante el lavado de 1 g del polvo
con una mezcla de hexano y acetona en proporcion
1:1 (v/v), siguiendo el resto del procedimiento de
igual forma.

La cantidad de de carotenoides presente en las
microcépsulas fue calculada mediante la Ecuacion 1
(Britton, 1996):

X =———x100 Ec.1

Donde:

X es la masa de carotenoides en g,

Y es el volumen de solucién en mL,

A es la absorbancia medida,

Az es el coeficiente de absorcién especifico de 1
g de carotenoides en 100 mL de solucion

La eficiencia de microencapsulacion (EM) fue
calculada siguiendo el método de McNamee et al.
(McNamee, et al., 2001), empleando la Ecuacién 2:

_CT-Cs

EM x100 Ec.2

Donde:

CT es el contenido de carotenoides total, (%)

CS es el contenido de carotenoides superficial, (%)
Los espectros infrarrojos fueron obtenidos
utilizando un espectrometro ATR-FTIR con
dispositivo de reflexion total atenuada Nicolet IR
100 (Alemania).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultados se alcanz6 una elevada eficiencia
de encapsulacion, siendo de 99,42 + 0,13 % referida
al contenido de carotenoides totales en el aceite, por
lo que de forma cuantitativa se demostr6 que el
proceso de microencapsulacion no afectd el
contenido de los carotenoides de este aceite ya que

posterior al proceso de microencapsulacion se
recuper6 un elevado contenido de los carotenoides
presentes.

En la Figura 1 se muestran los espectros infrarrojos
superpuestos de forma comparativa del aceite sin
microencapsular, del aceite microencapsulado y la
mezcla de polimeros utilizados.
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Figura 1. Espectros en la banda del infrarrojo del aceite de calabaza amarga sin microencapsular (rojo), microencapsulado (morado)

y de los polimeros de recubrimiento (verde).

La ausencia de las bandas caracteristicas que
mostré el aceite entre 2800 y 3000 cm™ y entre
1400 y 1700 cm™, que corresponden al grupo
carboxilo en el espectro de la sustancia
microencapsulada y en el de la mezcla de polimeros
respectivamente, indicaron la eficiencia de
enmascaramiento del aceite en la microcapsula .
Estas bandas se observaron minimizadas en el
espectro de las microcapsulas y de la mezcla de los
polimeros, por lo que se demuestr6 la efectividad
del proceso de microencapsulacion.

4. CONCLUSIONES

Se demostrd la factibilidad de la
microencapsulacién del aceite de calabaza amarga
empleando como polimeros de recubrimiento la
combinacién de maltodextrina y goma arabiga, por
lo que se pueden continuar estudios de
optimizacion de los componentes de pared y de
estabilidad.
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RESUMEN

La mangiferina es el principal polifenol constituyente de las hojas, frutos y corteza del mango. Debido a que
cuando se aisla su solubilidad es baja, esto hace que su absorcién disminuya, por lo que se hace necesario
realizar alguna transformacion que contribuya a mejorar su absorcién. Entre los métodos utilizados para mejorar
la absorcion de un compuesto se encuentran el uso de disolventes organicos que generalmente causan toxicidad o
la transformacion de la estructura quimica de la molécula, que es méas complejo. En el presente trabajo se logré
obtener una suspensién de particulas de tamafio nanométrico (6,54 nm) empleando una mezcla de etanol y un
tensioactivo en combinacién con factores fisicos como la temperatura y energia mecénica, lo que contribuira al
incremento de absorcion debido al pequefio tamafio.

Palabras clave: Polifenol, solubilidad, absorcion, tensioactivo

ABSTRACT

The mangiferine is the main constituent polyphenol leaves, fruits and bark of mango. Its low solubility when
isolated, make decrease its absorption, so it is necessary to perform some processing to improve its absorption.
The usual methods to improve absorption of this compound include the use of organic solvents which generally
cause toxicity or modification the chemical structure of the molecule adding more complexity to processes. In
this work it was possible to obtain a suspension of nanometric particles (6,54 nm) using a mixture of ethanol and
a surfactant in combination with physical factors such as temperature and mechanical energy, which will
contribute to increased absorption by the small size.

Keywords: Polyphenol, solubility, absortion, tensioactive
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1. INTRODUCCION

La mangiferina es la denominaciéon comudn de un
compuesto quimico denominado 2-B-D-
glucopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxi-9H-xanten-9-
ona. Es un compuesto polifenolico que se encuentra
en mayor concentracién en las hojas, corteza y
frutos de la Mangifera indica L., conocida
comunmente como mango. Tiene un color amarillo
palido, una masa molecular de 421,22 g-mol™ y un
punto de fusion de 272 °C con descomposicion,
debiéndose almacenar a temperatura ambiente,
protegida de la humedad y la luz. Posee una extensa
actividad bioldgica (Born et al., 1996; Guha et al.,
1996).

En la literatura se ha reportado amplia actividad
farmacoldgica (Garcia-Rivera et al., 2011; Wei et
al., 2011). Se reporta, ademas, que la mangiferina
posee actividad antidiabética (Miura y Ozawa,
2000), antitumoral (Yoshimi et al., 2001),
inmunomoduladora (Guha, et al., 1996) y antiviral
(Zhu et al., 1993).

La obtencion de nanosuspensiones basada en el
cizallamiento se genera en base a la energia
mecanica aportada para conseguir la
desintegracion del sistema de microparticulas a
nanoparticulas. En este proceso, se expone la
suspension a unas condiciones de alto de
cizallamiento por agitacion para generar la
nanosuspension. La flexibilidad para utilizar
grandes cantidades de farmacos y la baja
variabilidad en el tamafio de las particulas entre los
distintos lotes constituyen las virtudes principales
de esta técnica (Patel y Agrawal, 2011). El objetivo
del presente trabajo consisti6 en un estudio
preliminar de obtencion de una nanosuspension de
particulas de mangiferina.

Tabla 1. Tratamientos realizados y su sedimentacién

2. MATERIAL Y METODOS

Para el estudio se empled mangiferina obtenida en
el laboratorio de investigacién y desarrollo de
materias primas naturales del Centro de
Investigacion 'y Desarrollo de Medicamentos
(CIDEM) de La Habana, Cuba, aislada a partir de
extracto acuoso de corteza de Mangifera indica L.
Para la obtencién de la nanosuspension se empled
un homogeneizador Ultra-Turrax T25 (IKA Works
Inc. USA), aplicando un intervalo de velocidades
entre 8000 y 24000 min™®. Se preparé una
suspension de la mangiferina en agua en una
concentraciéon de 5 % (p/v) y se realizaron
diferentes tratamientos a temperatura ambiente (20
°C) y a 75 °C, empleando una velocidad de 24000
min™ durante diferentes tiempos. Se fue observando
de forma cualitativa la sedimentacion de Ia
suspension, posteriormente se adiciond 50 % de
etanol absoluto Merck para disminuir la viscosidad
del sistema y 0,1 % (p/v) de Polisorbato 80 Merck,
para disminuir la tension interfacial. Para la pesada
de la mangiferina y el polisorbato 80 se emple6 una
balanza técnica Mettler de 0,1 g precision.

El tamafio de particula se determind6 en un
analizador 1G-1000 (Shimadzu, Jap6n). Para ello se
prepard una dilucién de la nanosuspension al 1 %
(p/v) y se tom6 una alicuota de 300 pL para realizar
la medicion, seleccionando una frecuencia de 350
kHz, un voltaje de 30 V y un tiempo de 0,10 s. De
los datos que ofrece el equipo se selecciond el
histograma y un resumen de los datos del analisis
que incluy6 la media, mediana, moda, desviacion
estandar y porcentaje de distribucion.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se muestran en la Tabla 1 los datos
de los diferentes tratamientos realizados y la
descripcion de la observacion de la sedimentacion.

Tiempo Temperatura Tamafio
cizallamiento p Descripcion de la sedimentacién observada
- (°C) (nm)
(min)
2 75 - Sedimentacion rapida de las particulas
1 20 99,26 + 0,08 Sedimentacion lenta de las particulas
2 20 - Sedimentacion muy lenta de las particulas
1 20 6,54+ 0,06 folo se observa ligera opalescencia, no hay sedimentacion

* En este tratamiento ademas se adicion6 50 % de etanol y 0,1 % de polisorbato 80
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Como se observa, el tratamiento inicial de 2 min a
75 °C, no fue suficiente para la formacién de una
nanoemulsion, sin embargo en este caso es
recomendable el empleo de esta temperatura ya que
contribuye a disminuir la viscosidad en esa primera
etapa en la que el producto estda formado
principalmente  por microparticulas. En los
sucesivos tratamientos a temperatura ambiente se
aprecié una disminucion de la sedimentacion de las
particulas, alcanzandose con los dos primeros
tratamientos un tamarfio de 99,26 + 0,08 nm, valor
que se superé con el tratamiento posterior,
lograndose una total suspension sin sedimentacién

cuando se realiz6 el dltimo tratamiento. En este
caso, ademas de la energia de agitacion se emple6
un 50 % de etanol que contribuy6 a disminuir la
viscosidad y 0,1 % de polisorbato 80 que tiene
como funcién la disminucién de la tension en la
interfase entre las particulas y el liquido, lo que
permitié alcanzar un tamafio medio de particula de
6,54 + 0,06 nm. Seguidamente, en la Figura 1 se
muestra la distribuciéon de tamafios de la
nanosuspension resultante de todo este tratamiento,
asi como los datos estadisticos de distribucion del
tamarfio de particulas que ofrecio el programa.
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Figura 1. Histograma con la distribucion de tamafios de la nanosuspensién obtenida.

Como se aprecia en el histograma, se obtuvo una
distribuciéon unimodal con una alta agrupacién de
tamafios reflejada por los diametros
correspondientes al primer y pendltimo percentil,
502 nm y 7,92 nm, con un valor promedio
representado por la mediana de 6,54 nm y una
desviacion estdndar de 0,06 nm. Se observd la
existencia de una correspondencia total entre la
observacion visual de la desaparicion de la
sedimentacion y los resultados de la determinacién
de tamafio, lo que demostr6 la efectividad del
tratamiento para formar una nanosuspension.

El tratamiento propuesto se puede resumir en un
tiempo de cizallamiento de 5 min a una velocidad
de 24000 min? combinando el incremento de
temperatura inicial para disminuir la viscosidad y
ayudar a reducir considerablemente el tamafio de
microparticulas a nanoparticulas, seguido del
cizallamiento por 1 min a temperatura ambiente en
presencia de etanol al 50 % de y de polisorbato 80
al 0,1 %, lo que conllevd a la formacion de una
nanosuspension con un tamafio de particula cuyo
intervalo promedio estd entre 5 y 8 nm, segln se
muestra en la Figura 1.
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4. CONCLUSIONES

El procedimiento propuesto que combina la energia
mecanica con la temperatura y la presencia de
etanol y polisorbato 80, permite obtener una
nanosuspension en condiciones sencillas, con
componentes de baja toxicidad, que contribuira a
mejorar la absorcion por la reduccion del tamafio de
las particulas.
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RESUMEN

En afios recientes, la chia (Salvia hispanica L.) ha cobrado gran interés por su alto contenido del &cido graso
alfa-linolénico, conocido cominmente como omega 3, presente en el aceite de sus semillas, el cual ha sido
determinado y referido en diversas publicaciones cientificas. Este acido graso y los demds insaturados presentes
en el aceite de chia son facilmente oxidables, es por eso que se hace necesario ofrecer una proteccion que se
puede lograr con la microencapsulacion mediante secado por aspersion. En el presente trabajo se realizé un
estudio de microencapsulacion de aceite de chia y se determiné el contenido de sus acidos grasos (AG) antes y
después del proceso de microencapsulacion, demostrandose que no se afectd el contenido de acidos grasos
durante el proceso, lograndose una efectividad en la proteccion del aceite en las microcapsulas obtenidas.

Palabras clave:,chia, &cidos grasos, insaturacidn, proteccion

ABSTRACT

In recent years, chia (Salvia hispanica L.) has gained great interest due to their high content of alpha-linolenic
fatty acid commonly known as omega 3 present in the oil, which has been identified and referenced in various
scientific publications. This fatty acid and other unsaturated present in the chia oil, are easily oxidized, that is
why it is necessary to provide protection that is possible to achieve with microencapsulation by spray drying. In
this paper a study of chia oil microencapsulation was conducted and its fatty acid content was determined before
and after the microencapsulation process, showing that the fatty acids were not affected during the process and
that effectiveness was achieved in the protection of the oil in the microcapsules obtained.

Keywords: chia, fatty acid, unsaturation, protection
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1. INTRODUCCION

La chia (Salvia hispanica L.), es una planta de la
familia Lamiaceae, que por su poder nutritivo
constituyd un alimento bésico para varias
civilizaciones centroamericanas durante la etapa
precolombina (Ayerza y Coates, 2005; Standley y
Steyermark, 1973). El aceite de sus semillas
contiene el mayor porcentaje reportado entre las
fuentes vegetales de acidos alfa-linolénicos, mas
conocidos comercialmente como acidos grasos
omega 3. Su contenido se refiere aproximadamente
cerca de 60 % (Coates y Ayerza, 1996). En afios
recientes, las semillas de chia han cobrado gran
importancia debido a los efectos benéficos que se
han encontrado para los &cidos grasos omega 3 en
la salud y la nutricion humanas. (Ayerza y Coates,
2007; Robbins, 2008; Vuksan et al., 2007).

La microencapsulacion es un proceso mediante el
cual ciertas sustancias bioactivas son introducidas
en una matriz o sistema polimérico matricial con el
objetivo de impedir su pérdida, protegerlos de la
reaccion con otros compuestos presentes o impedir
que sufran reacciones de oxidacion (Ré, 1998).
Puede ser considerada como una forma de empaque
a escala microscopica, en la que un material en
particular puede ser cubierto de manera individual
para protegerlo del ambiente (McNamee et al.,
2001; Pedroza-Islas, 2002; Yoshii et al., 2003).
Provee un medio de envasar, separar y almacenar
materiales a escala microscépica para su liberacion
posterior bajo condiciones controladas (Ré, 1998).
Dentro de los métodos fisicos mas utilizados para
microencapsular aceites, se encuentra el secado por
aspersién, que es el mas ampliamente utilizado para
microencapsular ingredientes alimenticios, por ser
el mas econémico (Masters, 1991; Soottitantawat et
al., 2004; Soottitantawat et al., 2003).

El objetivo del presente trabajo consistio en realizar
un estudio preliminar de microencapsulacion de
aceite de chia para evaluar la influencia de las
diferentes variables del mismo que pueden afectar
al contenido de acidos grasos.

2. MATERIAL Y METODOS

Para el estudio se empled aceite de chia, obtenido
en el laboratorio de Investigacion y desarrollo de
materias primas naturales del Centro de
Investigacion y Desarrollo de Medicamentos
(CIDEM) de La Habana (Cuba) y, como polimeros
encapsulantes, maltodextrina DE 20 grado
alimenticio (Roig Farma ref. 0511620) y goma
arabiga libre de oxidasas (Roig Farma ref. 600452).
Todos fueron pesados en una balanza técnica
Mettler (USA) de 0,1 g precision.

Se prepar6 una dispersion de los polimeros
encapsulantes a una concentracion de 30 % p/v de
cada uno en agua destilada, empleando un
homogeneizador Ultraturrax T25 (Ika, Alemania),
con intervalo de velocidades entre 8000 y 24000
min™. Seguidamente se adiciond aceite en una
concentracion de 40 % (v/v) para cada caso y se
mantuvo en agitaciéon 5 min a 16000 min™. La
dispersion preparada se aliment6 a un secador por
aspersion Minispray Dryer BUCHI, B-191 (Suiza),
con flujo de aire de secado y alimentaciéon en
paralelo, atomizador de tipo tobera de dos fluidos,
empleando un flujo de aire de atomizacién de 600
L-h™, una temperatura de entrada del aire de 120 °C
y una temperatura de salida del aire de 90°C.
Posteriormente se determinaron los contenidos de
acidos grasos como ésteres metilicos, por el método
108.003 del Institute  for  Nutraceutical
Advancement (INA, 2005), modificado segin se
describe a continuacién. Para preparar las muestras
se pesaron 150 mg del aceite o 450 mg de las
microcapsulas, se adiciond 1 mL de disolucion de
patron interno (&cido Ci3o, a 10 mg-mL'1 en
metanol) y 3 mL de cloruro de acetilo al 10 % (v/v)
en metanol, se cerr6 el tubo de ensayo y se calentd
a 85 °C durante 2 h, con agitacion ocasional. Se
dejo enfriar, se afiadieron 4 mL de hexano y 4 mL
de agua destilada. Se agitdé en una zaranda
Agitateur (Francia) durante 15 min y se dejé
reposar. Se afiadieron 4 mL de etanol, se agitd
manualmente durante unos segundos y se extrajo
una alicuota de 3 mL de la fase organica hacia otro
tubo de ensayos, donde se afiadieron 4 mL de
hexano y 4 mL de hidréxido de sodio 1 M en
metanol. Se cerr6 y se agitdé en zaranda durante 15
min. Se afiadieron 4 mL de agua destilada y se agitd
en zaranda por 15 min. Se dejé reposar y se extrajo
una alicuota de 2 mL hacia un vial de 4 mL de
capacidad, de donde se tomaron 60 pL y se
diluyeron en 1,5 mL de hexano para el andlisis
cromatogréfico. Dicho anélisis se llevd a cabo en
un cromatografo Agilent 7890 A (USA),
empleando una columna capilar BPX-70 (30 m
longitud x 0,25 mm  diametro interior), una
temperatura inicial de 100 °C durante 4 min,
incrementandose posteriormente a 10 °C-min™
hasta alcanzar los 180 °C; seguidamente se
incrementd la temperatura de 180 a 185 °C a un
ritmo de 1 °C-min™ y finalmente se incrementé la
temperatura de 185 hasta 240 °C a un ritmo de 25
°C-min™. El flujo de analito fue de 0,8 mL-min™
mientras que el flujo de hidrégeno fue de 35
mL-miny el flujo de aire fue de 350 mL-min™.
Los espectros infrarrojos fueron obtenidos
utilizando un espectrémetro ATR-FTIR Nicolet
IR100 (Alemania), aplicando directamente las
muestras de aceite y las microcapsulas.
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El anélisis estadistico se realiz6 con el software
Statgraphics Centurion XV Version 15.2.05
(StatPoint, Inc, USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la
determinacion del contenido de cada uno de los
acidos grasos antes y después del proceso de
microencapsulacion.

Como se observa, existio un elevado contenido de
acido linoleico y linolénico que se mantuvo de
forma similar en las microcapsulas, por lo que se
puede deducir que el proceso de
microencapsulacion no afect6 al contenido de acido
linolénico presente en el aceite obteniéndose un
comportamiento similar al obtenido para otros
aceites no volatiles (Lépez et al., 2009).
Seguidamente en la Figura 1 se muestra el analisis
estadistico comparativo del contenido de &cidos
grasos antes y después del proceso de
microencapsulacion.

Como se aprecia no existid diferencia significativa
entre los contenidos de cada uno de los

Tabla 1. Contenido de &cidos grasos del aceite de chia

componentes del aceite antes y después del proceso
de microencapsulacion, lo que se demuestra que el
proceso de microencapsulacion empleado no afect6
el contenido de los componentes del aceite de chia,
lo cual coincide con lo reportado para otros aceites
(Lépez et al., 2009). Esto indica la factibilidad de
continuar estudios encaminados a la optimizacién
del proceso de microencapsulacion.

En la Figura 2 se muestran superpuestos los
espectros infrarrojos del aceite sin microencapsular,
del aceite microencapsulado y la mezcla de
polimeros utilizados de forma comparativa.

La ausencia de las bandas caracteristicas que
mostro el espectro del aceite entre 2800 y 3000 cm’
! alrededor de 1400 cm® y en 1700 cm?,
correspondientes al grupo carboxilo en el espectro
de la sustancia microencapsulada, al igual que en el
del polimero, indicaronn la eficiencia en el
atrapamiento del aceite en la microcapsula. Estas
bandas se observaron minimizadas, tanto en el
espectro de las microcapsulas como en el de la
mezcla de los polimeros, por lo que se demostré la
efectividad del proceso de microencapsulacion.

Aceite sin - .
Acidos grasos microencapsular Mlcrocag)sulas
(%)@ (%)
Palmitico C16:0 8,51 +0,47 9,26 + 0,50
Palmitoleico C16:1 0,19 £ 0,02 0,22 £0,02
Heptadecanoico C17:0 0,25+ 0,03 0,30 £ 0,03
Esteérico C18:0 3,58+0,25 4,06 £ 0,26
Oleico C18:1 7,19+£0,17 7,40 £ 0,17
Linoleico C18:2 19,74 + 0,26 19,99 + 0,08
a-linolénico C18:3 60,19 + 1,07 58,25 + 1,10
Eicosanoico C20:1 0,20 +0,03 0,25+ 0,04
Heneicosanoico C21:0 0,14 + 0,06 0,25+ 0,06

Dy/alores promedio y desviacién tipica (n=3)
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Figura 1. Analisis estadistico comparativo del contenido de acidos grasos antes y después de la microencapsulacién
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Figura 2. Espectros infrarrojos del aceite sin microencapsular (Rojo), microencapsulado (Morado) y de los polimeros (Verde).

4. CONCLUSIONES

Mediante el anélisis por cromatografia gaseosa se
demostré que en la microencapsulacion del aceite
de chia empleando como polimeros la combinacion
de maltodextrina y goma arabiga, se mantuvieron
las proporciones de los contenidos de acidos grasos
en el aceite sin microencapsular y
microencapsulado. Con la ayuda de Ia

WER

espectroscopia infrarroja se demostrd que el aceite
se encontraba en el interior de las microcépsulas, lo
que demostr6 a la factibilidad del proceso de
microencapsulacion y la posibilidad de continuar
los estudios de optimizaciéon y escalado para la
posterior introduccion a escala industrial de este
ingrediente activo.
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RESUMEN

La microencapsulacion de sustancia saborizantes mediante secado por aspersion se ha convertido en las Gltimas
décadas en un tema de gran interés para las industrias de alimentos y farmacéutica, debido a las ventajas que
ofrecen estos productos como evitar la oxidacion, prevenir la evaporacion del sabor en el tiempo y la posibilidad
de incorporarlo a productos en polvo. El presente trabajo tuvo como objeto la microencapsulacion de sabores
utilizados cominmente en las industrias de alimentos y farmacéutica asi como la verificacion de la efectividad
del proceso de microencapsulacion y que este no afecte la redispersion posterior del sabor. Como resultados se
obtuvo que se alcanza un adecuado rendimiento del proceso y se demostré la efectividad del proceso de
microencapsulacion por espectroscopia infrarroja, ademés de demostré que el proceso de microencapsulacion
conlleva a la formacion de una nanoemulsiéon después de la redispersion del sabor, lo cual garantiza la
homogeneidad del sabor en el producto en que se emplee.

Palabras clave: nanoemulsion, tamafio de particula, oxidacién, espectroscopia IR

ABSTRACT

The flavor microencapsulation by spray drying has become in recent decades a topic of great interest in food and
pharmaceutical industry, due to the advantages of these products preventing rust and evaporation of the flavor
over time and making possible its incorporation into powders. The present study was aimed at the flavors
microencapsulation commonly used in food and pharmaceutical industries as well as verifying the effectiveness
of the microencapsulation process and that this does not affect the subsequent flavor redispersion. As a result it
was found that adequate performance of the process is achieved; the effectiveness of the microencapsulation
process was shown by infrared spectroscopy. In addition it showed that the microencapsulation process involved
the formation of a nanoemulsion after flavor redispersion, ensuring homogeneity of the product flavor.

Keywords: nanoemulsion, particle size, oxidation, IR spectroscopy
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1. INTRODUCCION

La microencapsulacion de sustancias saborizantes
liquidas en una matriz sélida, se ha convertido en
un proceso muy atractivo en las ultimas décadas,
siendo en la actualidad una de las aplicaciones méas
importantes en la industria alimentaria y de gran
interés para la farmacéutica, por su amplio uso en el
enmascaramiento de los sabores desagradables de
los farmacos (Bringas et al., 2011; Reineccius,
2006; Westing et al., 1988). El propdsito principal
de la microencapsulacion es atrapar ingredientes
sensibles, tales como los compuestos volatiles de
los aromas, en un soporte solido para incrementar
su proteccion, reducir su evaporacion, facilitar su
manipulacién y controlar su liberacién durante la
conservacion y aplicacion (Gouin, 2004; Lopez et
al., 2009).

El secado por aspersion de emulsiones es un
método simple y econémicamente efectivo para
microencapsular  aceites esenciales 'y otros
ingredientes aromatizantes (Gibbs et al., 1999;
Masters, 1991; Re, 1998). Es por esto que el
objetivo del presente trabajo fue microencapsular
sustancias saborizantes usadas cominmente en la
industria alimentaria y farmacéutica.

2. MATERIAL Y METODOS

Para el estudio se emplearon sustancias
saborizantes de frutos rojos, menta, limoén y naranja
de (Florarom S.A. Quito, Ecuador) y como
polimeros encapsulantes, maltodextrina DE 20 de
grado alimenticio (Roig Farma, Terrassa, Espafia) y
goma arébiga libre de oxidasas (Roig Farma,
Terrassa, Espafia). Todos fueron pesados en una
balanza técnica Mettler Toledo XPE (Suiza) de 0,1
g de precision.

Se prepard una dispersion de los polimeros
encapsulantes a una concentracion de 40 % p/p de
cada uno en agua destilada, empleando un
homogeneizador Ultraturrax T25 (lka, Staufen,
Alemania), con intervalo de velocidades entre 8000

y 24000 rpm' Seguidamente, se adicionaron las
sustancias saborizantes en una concentracion de 20
% p/p para cada caso y se mantuvieron en agitacion
durante 5 min a 8000 rpm. La dispersién de cada
sustancia saborizante preparada se aliment6 a un
secador por aspersion (Niro Atomizer Production
minor, Copenhage, Dinamarca) de 15 kg-h™ de
capacidad, con flujo de aire de secado y
alimentacién en paralelo, atomizador de disco
centrifugo a una velocidad de 24000 rpm,
temperatura de entrada del aire de 120 °C y
temperatura de salida del aire de 90 °C. El
rendimiento se determiné a partir del balance de
materiales donde se consider6 que la entrada de
producto fue igual que la salida, relacionando la
masa de producto obtenida con la masa tedrica de
polimeros y la sustancia saborizante alimentada al
secador y expresada en porcentaje.

El tamafio de las goticulas de sustancias
saborizantes después de redispersar el producto
obtenido en agua, se determind en un analizador
Shimadzu 1G-1000 (Kioto, Japon). Para ello se
preparé una dispersion de las particulas al 0,5 % p/v
y se tomé una alicuota de 300 pL para realizar la
medicion, empleandose una frecuencia de 350 kHz,
un voltaje de 30 V y un tiempo de 0,10 s. De los
datos que ofrece el equipo se selecciond el
histograma y un resumen de los datos del andlisis
gue incluy6 la media, mediana, moda, desviacién
estandar y el porcentaje de distribucién.

Los espectros de absorcién en la banda del
infrarrojo  fueron  obtenidos  utilizando un
espectrometro  ATR-FTIR, Nicolet  IR100
(Alemania), con dispositivo de reflexion total
atenuada.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, en la Tabla 1 se muestran los datos
de los resultados del rendimiento alcanzado en el
proceso de microencapsulacion y los tamafios de
goticulas obtenidas después de la redispersion de
cada sustancia saborizante.

Tabla 1. Rendimiento y tamafio de goticulas en la redispersién de sustancias saborizantes.

Sabor Rendimiento (%) Tamafio (nm)®
Frutos rojos 62,0 9,20 £0,05
Menta 53,6 19,62 £ 0,13
Limén 60,8 21,39 +£0,17
Naranja 61,6 31,97 +0,10

WExpresado en promedio * desviacién tipica de tres réplicas

\ 60 ¥



Lopez et al. (2015) / Alimentos, Ciencia e Investigacion, 23(1) 65-69

Como se observa en la tabla anterior, en todos los
casos se alcanzaron rendimientos entre 53,6 % y
62,0 %, los cuales se consideran adecuados si se
tiene en cuenta que el secador utilizado, por la
escala de trabajo, no esta provisto de dispositivos
como martillos neumaticos para ayudar a la caida
del polvo de la cémara y esto hace que el
rendimiento sea menor que en equipos industriales
que si presentan estos dispositivos (Bringas, et al.,
2011).

En cuanto al tamafio de particula, se aprecié que la
estructura de la microcapsula formada, al
redispersarse en agua, proporciond la formacién de
una nanoemulsion de las sustancias saborizantes
encapsuladas, demostrado por el hecho de hallar
que los tamafios medios de goticulas se
encontraron, aproximadamente, entre 9 y 32 nm de
didametro (Fig. 1). Este elevado grado de dispersion,
tal como refieren Lépez et al., (2009) tiene un gran
impacto en la homogeneidad del sabor del producto
en que se empleen las sustancias como
saborizantes, aspecto que demuestra que el
encapsulamiento mediante el método descrito de las
sustancias saborizantes para protegerlas de la
oxidacién 'y la evaporacion no influiria
negativamente en la posterior dispersion del sabor
en los productos finales en que se pudieran
emplear.

En la Figura 1 se muestra la distribucién de
tamafios de las nanoemulsiones formadas por la
redispersion  de las diferentes  sustancias
saborizantes.

Como se aprecia en los histogramas de cada
sustancia saborizante, se obtuvo en cada caso una
distribucién unimodal lo que demuestra la
homogeneidad en la formacion de las
nanodispersiones de los saborizantes a partir de las
microcapsulas. Los tamafios promedios se
encontraron en todos los casos por debajo de 100
nm aspecto que, como ya se sefiald, favorece la
homogeneidad del sabor en el producto en que se
empleen las microcdpsulas conteniendo los
saborizantes.

La Figura 2 muestra de forma comparativa los
espectros en la banda del infrarrojo de las
sustancias saborizantes sin microencapsular, de las
microcapsulas y de la mezcla de polimeros
utilizada.

Como se observa en dicha figura, la ausencia de las
bandas caracteristicas de cada sustancia saborizante
en el espectro de los microencapsulados entre 2250
y 2500 cm™ y la similitud de los espectros de los
microencapsulados al de la mezcla de polimeros,
indican el enmascaramiento del sabor en el interior
de las microcépsulas (Reineccius, 2006). Este
aspecto demuestra la efectividad del proceso de
microencapsulacion, lo que va a garantizar la
estabilidad de las sustancias saborizantes por el
efecto protector de la pared polimérica contra la
oxidacién y la evaporacion del sabor

(Reineccius, 2006).
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Figura 1. Distribucién de tamafios de la nanoemulsion formada por la redispersion de las sustancias saborizantes.
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Figura 2. Espectros de absorcién en la banda del infrarrojo comparativos de cada sustancia saborizante antes y después de su

microencapsulacion con los polimeros.

4. CONCLUSIONES

Se demostré mediante espectroscopia infrarroja que
el proceso de microencapsulacion de las sustancias
saborizantes estudiadas garantiza la encapsulacién
adecuada de los sabores sin afectar su posterior
redispersion. Las microcapsulas al redispersarse en
agua permiten la dispersion de las sustancias
saborizantes en un elevado grado, emulsionando el
sabor en goticulas de tamafios entre 9 y 32 nm.
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RESUMEN

El presente trabajo consistié en aplicar un tratamiento enzimatico pectolitico con preparados enzimaticos
comerciales, en la obtencion de una bebida tipo vino de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) y estudiar el
efecto de las enzimas en el contenido de antocianinas de la bebida. Para ello se trabajé con un disefio
experimental AxBxC, siendo el factor A, la relacion fruta:agua (1:3, 1:4), el factor B, las enzimas (sin enzima,
Ultrazym AFPL, Pectinex Ultra SP-L) y el factor C, la levadura de panificacion (Levapan fresca y Fleischmann
liofilizada). Se determind que la levadura fresca permite un mayor descenso de solidos solubles durante la
fermentacion y los trasiegos. Se midio el contenido de antocianinas a través del contenido de antocianos
monomeéricos totales (AMT) antes y después de la maduracion de la bebida, y se demostr6 que la enzima
Pectinex Ultra SPL produce un mejor contenido de AMT antes de la maduracion, seguida de la enzima Ultrazym
AFPL, a diferencia de los tratamientos sin enzima. Transcurrido el tiempo de maduracion el contenido de AMT
se redujo, pero de igual manera tanto la enzima Pectinex Ultra SPL como Ultrazym AFPL confirieron una mayor
cantidad de AMT a los vinos. En base al andlisis sensorial se determin6 que el mejor tratamiento es la elaborado
con la relaciéon 1:4 (fruta:agua), enzima Ultrazym AFPL y levadura fresca Levapan. Estas condiciones y la
tecnologia utilizada permitieron obtener un producto de caracteristicas organolépticas atractivas.

Palabras clave: enzimas pectoliticas, mortifio, bebida alcohdlica, antocianinas.

ABSTRACT

The study consists in applying a commercial pectolytic enzyme treatment with enzyme preparations to obtain a
kind of wine made of Andean blueberry (Vaccinium floribundum Kunth) and study the effect of the enzymes in
the anthocyanin content of the beverage. It was applied an experimental design AXBxC, being the factor A, the
ratio fruit: water (1: 3, 1: 4), factor B, enzymes (without enzyme, Ultrazym AFPL, Pectinex Ultra SP-L) and the
C factor, baker's yeast (fresh Levapan and lyophilized Fleischmann). It was determined that fresh yeast allows a
greater decrease in soluble solids during fermentation, decanting and racking. Anthocyanin content was
measured by the content of total monomeric anthocyanins (AMT) before and after maturation of the beverage,
and it was demonstrated that the enzyme Pectinex Ultra SPL produces better content of AMT before maturation,
followed by AFPL Ultrazym enzyme, unlike without enzyme treatments. After maturation time AMT content
was reduced, but equally both enzyme Pectinex Ultra SPL as Ultrazym AFPL possess greater amount of AMT.
Based on the sensory analysis was determined that the best treatment was made with the ratio 1: 4 (fruit: water),
enzyme Ultrazym Levapan AFPL and fresh yeast. These conditions and the technology used allowed obtaining a
product with attractive organoleptic characteristics.

Keywords: pectolytic enzimes, Andean blueberry, alcoholic beverage, anthocyanins.

! Autor de correspondencia: Gladys Navas Mifio. E-mail: glacenam@hotmail.com

A __/U'Y




Jacome y Navas (2015) / Alimentos, Ciencia e Investigacion, 23(1) 70-77

1. INTRODUCCION

El mortifio (Vaccinium floribundum Kunth), es una
planta de la familia Ericaceae, nativa de los
paramos  ecuatorianos  (Lojan, 2003). Es
considerada endémica y su uso se remonta desde
tiempo inmemoriales, especialmente para la
elaboracidn de la tradicional colada morada, bebida
consumida en Ecuador en el Dia de los Difuntos
(Morales, 2002). El fruto al ser de color negro
evidencia una alta concentracion de antocianidinas
como polifenoles, que evidencian una importante
capacidad antioxidante (Vasco, 2009). Las
antocianidinas y antocianécidos son una familia
fitoquimica con gran variabilidad presentes en
flores, frutos y otros 6rganos expuestos a la luz
solar.

En la familia Ericaceae, el mortifio presenta un
pariente cercano que es el arandano (Vaccinium
myrtillus L.) cuya composicion quimica presenta
concentraciones de antocianidinas y antocian6sidos
de hasta el 0,5 % (Alonso, 2004).

Las antocianinas se encuentran, particularmente, en
las vacuolas presentes en la piel de las bayas y la
pulpa, donde se pueden acumular en unas vesiculas
esféricas denominadas  “antocianoplastos” o
“inclusiones antocianicas vacuolares” (Markham et
al., 2000). Al comienzo del proceso de vinificacion,
los antocianos son extraidos de los hollejos por la
ruptura de las células y las vacuolas, pasando
rapidamente al mosto (Martin y De Ambrosini,

2008). La extraccion de los compuestos fendlicos
va a depender, debido a su localizacién, de la
degradacion de la pared celular. Esto supone que el
uso de enzimas pectoliticas que degraden la pared
celular de la piel de la fruta, podria favorecer la
solubilizacién de antocianos y taninos (Romero,
2008).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio es
aplicar un tratamiento enzimético con enzimas
pectoliticas (Pectinex Ultra SP-L y Ultrazym
AFPL) en la elaboracion de una bebida tipo vino de
mortifio y determinar su efecto en el contenido de
antocianinas y calidad sensorial.

2. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un disefio experimental AxBxC siendo el
factor A la relacion fruta:agua (1:3 y 1:4); el factor
B, el tratamiento enzimaético pectolitico empleado
(sin enzima, Ultrazum AFPL y Pectinex Ultra SP-
L); el factor C, la levadura empleada en la
vinificacion (levadura fresca Levapan y levadura
liofilizada Fleischmann).

Se llevaron a cabo dos réplicas, dando como
resultado 24 tratamientos de estudio. El proceso
para obtener la bebida tipo vino de mortifio se
muestra en la Figura 1 y la simbologia de los
tratamientos en la Tabla 1.

Mortifio

Metabisulfito
de sodio

Enzimas
pectoliticas

Figura 1. Diagrama de flujo para la elaboracion de la bebida tipo vino de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)
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Tabla 1. Descripcion de la simbologia de los tratamientos de acuerdo al disefio experimental

Tratamiento Descripcion
aoboCo Fruta : agua (1:3), sin enzima, levadura fresca
aoboCy Fruta : agua (1:3), sin enzima, levadura liofilizada
aob1Co Fruta : agua (1:3), Ultrazym AFPL, levadura fresca
aobiC; Fruta : agua (1:3), Ultrazym AFPL, levadura liofilizada
aob,Co Fruta : agua (1:3), Pectinex Ultra SP-L, levadura fresca
aoh,C; Fruta : agua (1:3), Pectinex Ultra SP-L, levadura liofilizada
a:boCo Fruta : agua (1:4), sin enzima, levadura fresca
a;bocy Fruta : agua (1:4), sin enzima, levadura liofilizada
a:biCo Fruta : agua (1:4), Ultrazym AFPL,, levadura fresca
aibicy Fruta : agua (1:4), Ultrazym AFPL, levadura liofilizada
a;b,Co Fruta : agua (1:4), Pectinex Ultra SP-L, levadura fresca
a;b,Cy Fruta : agua (1:4), Pectinex Ultra SP-L, levadura liofilizada

Durante la fermentacién y los trasiegos de la bebida
se determinaron analisis fisicoquimicos de control
de solidos solubles, pH y acidez. Para ello se utiliz6
un refractometro Atago aH (ATAGO Co. Ltd.,,
USA) para determinar los sélidos solubles, un pH-
metro digital Hanna pHep (HI 98107; HANNA
Instruments, USA) para el pH. La acidez se
establecié mediante titulacion tomando 1 ml de la
muestra y 9 ml de agua destilada, titulando con una
solucién de NaOH 0,1 N; para la valoracion se
consideré al acido citrico como acido dominante
(factor equivalente= 0,64)

Para determinar el contenido de Antocianos
Monomeéricos Totales (AMT) se tomaron medidas
espectofotométricas con un espectofotometro
Genesys 20 Spectronic (THERMO Scientific,
USA).

Las muestras correspondieron a una solucion del
vino (factor de dilucién 1:50) con solucién tampon
de cloruro de potasio 0,025 M a pH 1,0 y solucién
de acetato de sodio 0,4 M a pH 4,5.

Se midio la absorbancia de cada dilucion (pH 1,0 y
pH 4,5) a una longitud de onda de 520 nm entre 15
minutos y 1 hora tras la preparacion de las
disoluciones. Se calcul6 la absorbancia de la
muestra diluida, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

A:Aszo(lelo)_Aszo(pHAnS) Ec.1
Donde:

A: absorbancia de la muestra diluida (adimensional)
Asy (pH 1,0): absorbancia de la muestra diluida,
medida a pH 1,0 (adimensional);
Asyo (pH 4,5): absorbancia de la muestra diluida,
medida a pH 4,5 (adimensional);

A /C N

A continuacion se calculd la concentracion en
antocianos monomeéricos totales de la muestra con
la Ecuacion 2:

AMT = (Ax FD x PM x1000) Ec.2

exl

Donde:

AMT: es el contenido en antocianos monoméricos
totales (mg-L™);

A: es la absorbancia de la muestra diluida
(adimensional)

FD es el factor de dilucion (adimensional);

PM: es el peso molecular (g-mol™);

g. es el coeficiente de absorbancia molar del
antociano de referencia (adimensional).

En el caso del mortifio, los resultados se expresaron
como mg-L™ de 3-monoglucésido de cianidina (Cy-
3-glu), por ser éste, el antociano mayoritario. Los
valores a utilizar en la Ec. 2 fueron: PM = 449,2
g-mol™y & = 26900 (Giusti y Wrolstad, 2001).
Finalmente, el analisis sensorial correspondi6 a una
prueba de escala hedoénica de 7 puntos (AENOR,
2006). Se emple6 un disefio de bloques balanceado
con la finalidad de distribuir cierto nimero de
muestras a distintos catadores, de manera que se
tuvieron 12 muestras de vinos, las cuales fueron
distribuidas en un nimero de 4 a cada catador. El
nimero de catadores utilizado fue de 13 personas
repartidas en 4 réplicas, obteniéndose 16 respuestas
por vino. El grupo de catadores semi-entrenados
empleados se obtuvo de la Facultad de Ciencia e
Ingenieria de los Alimentos, el mismo que evalué:
color, aroma, acidez, astringencia y apreciacion
global, utilizando una ficha de cata.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Periodo fermentativo

Existio una disminucion de los sélidos solubles a lo
largo del periodo fermentativo de los mostos de
mortifio, alcanzando valores entre 7,4 y 8,0 °Brix
partiendo de un mosto ajustado con sacarosa a 23
°Brix. En las etapas iniciales de la fermentacion, el
consumo de sélidos solubles fue mas rapido, el cual
empiez6 después a estabilizarse, alcanzando valores
casi constantes al final del proceso. Siguiendo el
método descrito en Gonzalez (2012), el proceso
fermentativo se consider6 detenido cuando se
detuvo la produccién de CO,, siendo confirmado
por la obtencidn de tres lecturas iguales o inferiores
a 10 °Brix (Ribereau-Gayon, 1992). De acuerdo a
este criterio se calculé el tiempo de fermentacion el
cual vari6 entre 34 y 39 dias. Se observaron
tiempos de fermentacién menores con la utilizacion
de levaduras vinicas a temperaturas controladas, en

un intervalo de 24,8 hasta 27,4 °C, lo que permitié
fermentaciones mas regulares y rapidas (Cordova,
2010), pero en el caso de la bebida tipo vino de
mortifio se utilizé levadura de panificacién a
temperatura ambiente la cual se mantuvo entre 16 y
20 °C.

El andlisis de varianza para sélidos solubles durante
la etapa de fermentacion mostré, con un 95% de
nivel de confianza, que existieron diferencias
significativas en cuanto al factor C (Levadura). Al
realizar la prueba de Diferencia Minima
Significativa (LSD) se observd que la levadura
fresca presentd un mayor consumo de azlcares con
un promedio de 7,69 °Brix, a diferencia de la
levadura liofilizada que alcanzé una media de 7,89
°Brix.

Los valores de pH fueron més altos al final de la
fermentacion, siendo inicialmente 2,53 y 2,88,
llegando hasta valores de pH desde 2,80 hasta 3,09
(Figura 2)

3.2
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Figura 2. Evolucion del pH durante los trasiegos de la bebida tipo vino de mortifio




Jacome y Navas (2015) / Alimentos, Ciencia e Investigacion, 23(1) 70-77

Segin Boulton (2002), durante la fermentacién
alcohdlica, los sélidos se estan extrayendo de forma
continua al estar en contacto con el mosto, dando
lugar a la subida de pH debido a la transferencia de
componentes alcalinos como potasio, sodio, calcio
0 magnesio. El analisis de varianza mostro, con un
95% de nivel de confianza, que el factor A (relacion
fruta; agua) influy6é de manera significativa en el
pH del vino; lo contrario ocurrié con los demas
factores estudiados (enzimas y levaduras). La
prueba (LSD) para pH por relaciéon fruta:agua,
demuestré que los vinos elaborados con la relacién
1:3 (fruta:agua) tuvieron un valor de pH mayor, con
una media de 3,00, mientras que los que fueron
elaborados con la relacion 1:4 (fruta:agua)
presentaron pH promedio de 2,88. Como ya se ha
mencionado, el contenido de sélidos extraidos
mientras fermenta el mosto influye en el pH, lo que
explica que mientras més diluida se encuentre la
fruta en el mosto, menor sea el valor de pH.

Los valores de acidez, expresada como porcentaje
de &cido citrico, registrados durante la fermentacién
de la bebida tipo vino de mortifio mostraron
variacion para todos los tratamientos, presentando
una disminucion durante el tiempo de fermentacion.
Se obtuvieron valores desde 0,6-0,79 % de &cido
citrico al inicio del proceso fermentativo, hasta
0,50-0,58 % al final, pudiéndose apreciar la
disminucién de la acidez en cada uno de los
tratamientos. El anélisis de varianza para acidez
durante la etapa de fermentacién de la bebida tipo
vino de mortifio, utilizando un nivel de confianza
del 95 %, demostr6 que no hubo diferencia
significativa entre los factores de estudio.

3.2 Periodo de trasiegos

Durante el periodo de trasiegos, no hubo un
descenso de solidos solubles apreciable, siendo el
mayor descenso de 0,2 °Brix. Este cambio, el
mismo que no se presento en todos los tratamientos,
se debi6 a que en el mosto existian todavia
levaduras residuales que pudieron realizar
fermentacion.

Enla

Figura 2 se presenta el comportamiento del pH
durante los trasiegos de la bebida tipo vino de

mortifio. Durante este tiempo se observo un ligero
incremento en el pH en cada uno de los
tratamientos. El pH alcanzd valores que fueron
desde 2,98 a 3,23. Como indica Chatonnet (2005),
existe una evolucién de los parametros del
equilibrio acido-base de un vino durante su
elaboraciéon desde el encubado, pasando por el
trasiego y hasta el fin de la crianza, procedente
fundamentalmente de la degradaciéon del &cido
citrico, que finalmente provocan un aumento del pH
de 0,1 a 0,2 unidades o a veces més. El analisis de
varianza para pH durante los trasiegos de la bebida
tipo vino de mortifio mostr6, con un nivel de
confianza del 95 %, que tanto el factor A (Relacién
fruta:agua) como el factor B (Enzimas) tuvieron un
efecto significativo en el pH de la bebida durante
los trasiegos. De acuerdo a la prueba LSD por
relacién fruta:agua, se demuestra que los vinos
elaborados con la relacion 1:3 (fruta:agua) tuvieron
un valor de pH mayor, con una media de 3,18,
mientras que los que fueron elaborados con la
relacién 1:4 (fruta:agua) presentaron una media de
pH de 3,08. Asi mismo, se demostré que tanto los
tratamientos en los que no se aplicaron enzimas
como el que se aplico la enzima Ultrazym AFPL,
presentaron un mayor valor de pH, con una media
de 3,16 y 3,14 respectivamente, mientras que el
menor valor de pH lo presentaron los tratamientos
con enzimas Pectinex Ultra SPL, con una media de
3,00.

Durante el periodo de trasiegos de la bebida tipo
vino de mortifio, el porcentaje de acidez como
porcentaje de  acido  citrico  descendid
constantemente. Todas las circunstancias que
favorecen el contacto de las partes solidas del
mosto propiciaron la neutralizacion de los acidos
por las materias minerales. De la misma forma, en
el ftrasiego todavia se encontraron pequefias
particulas en suspension que con el tiempo
precipitaron.

3.3 Antocianos Monomeéricos Totales (AMT)
En la Figura 3, se representa el contenido de AMT

(mg-L™") de cada uno de los tratamientos, tanto
antes como después de la maduracion.
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Figura 3. Comparacion de los antocianos monoméricos totales (AMT) (mg-L™) de la bebida tipo vino de mortifio (Vaccinium

floribundum Kunth) al inicio y al final de la maduracién

Se puede observar que en todos los tratamientos
existi6 un decremento del contenido de
antocianinas después del periodo de maduracion.
Durante la conservacion y envejecimiento de vinos
rojos, la concentracion de antocianos es la
responsable del color del vino. Posteriormente, las
disminuciones que se producen se deben a las
reacciones de los antocianos con otros compuestos
fenolicos. Se piensa que es debido a este fenémeno,
por el que se produce el cambio del matiz rojo de
los vinos tintos jévenes hacia la tonalidad castafia
de los vinos tintos maduros (Atanasova et al.,
2002). Ademés, las antocianinas pueden
combinarse con determinados metabolitos de las
levaduras, tales como el etanol y el &cido piravico,
apareciendo compuestos poliméricos muy estables,
que  adicionalmente  provocan  sensaciones
gustativas de mayor suavidad y cuerpo (Hidalgo,
2003).

El andlisis de varianza para AMT al iniciar la etapa
de maduracién de la bebida tipo vino de mortifio,
demostrd, con un 95% de nivel de confianza, que
tanto el factor A (relacién frutazagua) como el
factor B (Tipo de Enzima) influyeron de manera
significativa en el contenido de antocianinas. La
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prueba LSD para AMT por relacion fruta:agua y
enzimas respectivamente, aseguré que la relacién
1:3 (fruta:agua) produjo un mayor contenido de
AMT con una media de 18,85 mg-L'l, a diferencia
de la relacién 1:4 (agua:fruta) con 17,46 mg-L™?,
quedando demostrado que mientras mas agua se
utiliza para realizar el mosto, menor es el contenido
de AMT en el producto.

La prueba LSD para AMT por enzimas, demostro
que la enzima Pectinex Ultra SPL produjo un mejor
contenido de AMT con una media de 20,46 mg-L™,
seguida de la enzima Ultrazym AFPL con 18,79
mg-L™. Finalmente, la media para los tratamientos
sin enzima fue de 15,23 mg-L™, demostrando que el
tratamiento enzimatico al mosto de mortifio, logré
incrementar el contenido de antocianinas en la
bebida tipo vino de mortifio.

Algo similar ocurrié considerando el contenido de
AMT de la bebida tipo vino de mortifio después de
la maduracion. El anélisis de varianza para
contenido de AMT al finalizar maduracién, a un
95% de nivel de confianza, manifestd de nuevo que,
tanto la relacion frutazagua como el tipo de
enzimas, produjeron diferencias significativas en el
contenido de antocianinas. Una vez més, la dilucién
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influyé en el contenido de antocianinas. La prueba
LSD para AMT por enzimas, a un 95% de nivel de
confianza determiné que el uso de enzimas
Pectinex Ultra SPL y Ultrazym AFPL permitieron
obtener valores mas altos en el contenido de AMT,
presentando una media de 10,75 y 9,81 mg-L™,
respectivamente, a diferencia de los tratamientos
sin accién enziméatica con una media de 6,67 mg-L™
en el contenido de AMT.

3.4 Analisis Sensorial

El analisis de varianza determind que todos los
tratamientos presentaron diferencias significativas,
con un 95% de nivel de confianza, para cada uno de
los atributos evaluados.

Al realizar la prueba de Diferencia Minima
Significativa (LSD) para color, se determiné que el
tratamiento testigo (vino comercial) resultdé el
mejor, con una valoracién promedio de 6,32. El

mejor tratamiento estudiado resulto ser el elaborado
con la relacién 1:3 (fruta:agua), Pectinex Ultra SP-
L y levadura fresca.

Considerando el atributo acidez, se establecié que
el vino elaborado con la relacion 1:4 (fruta:agua),
enzima Ultrazym AFPL vy levadura fresca y el
elaborado con la relacidn 1:4 (fruta:agua), enzima
Pectinex Ultra SPL y levadura fresca fueron mejor
puntuados con una media de 6,23 y 6,12
respectivamente.

La prueba LSD para aroma, astringencia y
apreciacion global indicé la preferencia de los
catadores hacia el vino elaborado con la relacién
1:4 (fruta:agua), enzima Ultrazym AFPL y levadura
fresca.

La Figura 4 representa el perfil sensorial de cada
uno de los tratamientos de la bebida tipo vino de
mortifio.

Segun Saltos (2010), esta técnica implica reconocer
los atributos sensoriales, de tal modo que los ejes de
la estrella coincidan con ellos. La figura permite
identificar de manera inmediata el mejor
tratamiento ya que resume el analisis sensorial. En
ella se puede observar que en los atributos de
aroma, acidez, astringencia y apreciacion global, el
vino elaborado con la relaciéon 1:4 (fruta:agua),
enzima Ultrazym AFPL y levadura fresca tuvo una
mejor puntuacion promedio de todos los catadores.

En cuanto al color, la mejor puntuacién promedio
fue obtenida por el tratamiento testigo, en el que se
usé un vino comercial, seguido por los vinos
elaborados con la relacion 1:3 (fruta:agua), enzima
Pectinex Ultra SPL y levadura fresca y liofilizada
respectivamente. Los niveles de los primeros dos
factores fueron los que obtuvieron el mejor
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contenido de AMT, con lo que se comprueba la
relacion que existe entre el contenido de
antocianinas y el color del vino.

4. CONCLUSIONES

El uso de enzimas pectoliticas Pectinex ultra SP-L y
Ultrazym AFPL increment6 el contenido de
antocianinas en la bebida tipo vino de mortifio
(Vaccinium floribundum Kunth) medido como
contenido de antocianos monoméricos totales
(AMT).

La enzima Pectinex Ultra SPL produjo un mayor
contenido de AMT antes de la maduracion, seguida
de la enzima Ultrazym AFPL vy, finalmente, de los
tratamientos sin enzima que poseyeron el valor mas
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bajo. Transcurrido el tiempo de maduracion, el
contenido de AMT se redujo en todos los casos
pero siguié siendo superior en los tratamientos
tratados enzimaticamente.

El mejor tratamiento en base a los atributos
sensoriales fue el elaborado con la relacion 1:4
(fruta:agua), enzima Ultrazym AFPL y levadura
fresca Levapan. Estas condiciones y la tecnologia
utilizada permitieron obtener un producto de
caracteristicas organolépticas atractivas, color y
aroma caracteristico de la fruta, acidez y
astringencia equilibradas, con apreciacion global
superior al vino tradicional de uva.
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RESUMEN

En el presente trabajo se estudio el efecto de la aplicacion de diferentes condiciones de secado de hortalizas
troceadas tratadas con aceite esencial de canela como desinfectante. Se emple6 un disefio experimental AxB,
siendo A el factor temperatura (a,=40 °C; a;= 45 °C; a,= 50 °C) y B el tiempo (bo= 15 minutos; b;= 30 minutos).
Se evaluaron los cambios en las propiedades quimicas y microbiolégicas de cuatro tipos de hortalizas troceadas,
col repollo, col lombarda, lechuga iceberg y espinaca, durante el almacenamiento refrigerado. El porcentaje de
disminucién de carga microbiana en los diferentes tratamientos de las hortalizas con respecto a las hortalizas
recién cosechadas sobrepasé el 50 %, llegando algunos casos al 100 %, valores que dependieron del
microorganismo analizado. EI mejor tratamiento en lechuga, col repollo y espinaca fue un lavado a 45 °C por 15
minutos y en col lombarda a 50 °C por 15 minutos. Se determind el tiempo de vida Util en las hortalizas
procesadas sometidas a los tratamientos seleccionados, tras ser empacadas y almacenadas en refrigeracion,
considerando los limites legales permitidos para aerobios meséfilos y coliformes totales, estimandose un tiempo
de vida 0til de 4 dias para lechuga, col lombarda y espinaca y de 6 dias para col de repollo.

Palabras clave: col repollo, col lombarda, lechuga iceberg, espinaca, temperatura y tiempo de secado, vida Util.

ABSTRACT

The present work was aimed to study the effect of applying different temperatures and drying times in fresh-cut
vegetables previously washed with cinnamon essential oil as disinfectant. An experimental design AxB was
used, being A the temperature factor (ag=40 °C; a;= 45 °C; a,= 50 °C) and B the time factor (by=15 min and.b;=
30 min.). The experimental responses were changes of chemical and microbiological properties of four types of
fresh-cut vegetables: white cabbage, red cabbage, iceberg lettuce and spinach. Decrease in microbial load in the
processed vegetables related to freshly harvested vegetables exceeded 50 %, even reaching 100 %, depending on
the tested microorganism.. The best treatment for lettuce, white cabbage and spinach was washing and drying at
45 °C for 15 minutes. In the case of red cabbage best treatment was a washing and drying at 50 °C for 15
minutes. The shelf life of the processed vegetables after the better treatment were applicated, considering the
allowable limits of mesophilic aerobic and total coliforms, was estimated in 4 days for lettuce, red cabbage and
spinach, and 6 days for white cabbage, always stored under refrigeration.

Keywords: white cabbage, red cabbage, iceberg lettuce, spinach, temperature and drying time, shelf life
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1. INTRODUCCION

Existe la necesidad de desarrollar tecnologias de
conservacion de hortalizas con nuevas alternativas
de procesamiento, para el consumo de alimentos
saludables libres de conservantes quimicos y que
mantengan sus caracteristicas naturales.

Las enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA) han sido catalogadas por expertos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como el
problema de salud publica més extendido en el
mundo contempordaneo y han sido una causa
importante del descenso de la productividad
econdémica mundial (Royo-Bordonaba, 2007). Esta
organizacién estimé que, s6lo en el afio 2005,
murieron  aproximadamente 1,8 millones de
personas debido a enfermedad diarreica, asociada a
la ingesta de agua o alimentos contaminados.

El cultivo de hortalizas es una actividad econémica
importante en la provincia de Tungurahua, donde
numerosas familias dependen de esta actividad para
su subsistencia. Sin embargo, en su mayoria son
vendidas en mercados a nivel nacional sin ningln
valor agregado.

Las hortalizas minimamente procesadas vy
empacadas son refrigeradas durante su transporte
hacia los comisariatos, donde son mantenidas a la
temperatura de refrigeracion. Sin embargo, en
mercados y tiendas las hortalizas enteras suelen
comercializarse exhibidas en perchas que se
encuentran al ambiente sin ninguna proteccién
(Lightfoot y Maier, 2002).

El aceite esencial de canela (Cinnamomum verum J.
Presl.) contiene entre el 75-85% de eugenol, un
componente con actividad antibacterial natural y un
5% de cinamaldheido, que contribuye con un
caracter aromatico y caracteristicas
antimicrobianas, que rompen las paredes celulares
de los microorganismos, interfiriendo en su
metabolismo (Gonzélez, 2010; Mendoza, 2005).

A temperaturas superiores a 40 °C empieza a
disminuir la tasa de crecimiento de los
microorganismos hasta llegar a su inactivacion
(Barrantes y Achi, 2011; Benintende et al., 2009).
Cuando se someten las hortalizas a temperaturas
entre 40 a 50 °C por un tiempo determinado, ocurre
una eliminacion del agua superficial que puede
ayudar a controlar el crecimiento microbiano,
evitando una parte importante de las causas que
generan los cambios en las propiedades fisico-
quimicas de las hortalizas.

El objetivo del presente estudio fue la
determinacién de la combinacion 6éptima de
temperatura y tiempo y su efecto coadyuvante con
el empleo de las sustancias higienizantes contenidas
en el aceite esencial de canela, en orden a
maximizar la vida Util de varias hortalizas de
amplio consumo como son la col repollo, la col
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lombarda, la lechuga iceberg y la espinaca, en su
formato como productos minimamente procesados.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materia prima

Se empled col repollo (Brassica oleracea var.
capitata cv. bronco), col lombarda (Brassica
oleracea var. capitata f. rubra), lechuga iceberg
(Lactuca sativa L. var. capitata) y espinaca
(Spinacia oleracea L.) cultivadas en los sectores de
Quillan Bajo y Quillan Alto, parroquia lzamba,
provincia de Tungurahua (Ecuador).

El aceite esencial de canela (Cinnamomum verum J.
Presl.) fue adquirido a la empresa Isabrubotanik
S.A., localizada en Ambato, Ecuador.

2.2 Procesado de las hortalizas

Las hortalizas  fueron  seleccionadas  con
caracteristicas fisicas adecuadas (libres de defectos)
y deshojadas manualmente, eliminando las hojas
manchadas o con quemaduras provocadas por el
sol. Posteriormente, se realiz6 un lavado con agua
previamente hervida y enfriada a 4 °C, para
eliminar las impurezas. Las hojas fueron cortadas a
un tamafio de 5 a 7 cm de longitud y de 0,8 a 1,0
cm de ancho y luego nuevamente lavadas con agua
potable. De cada hortaliza se tomaron porciones de
150 g que fueron desinfectadas por inmersion
durante 4 minutos en una mezcla de aceite esencial
al 0,025 % p/v en agua destilada, y 0,025 g-L™ de
polisorbato 80 (Tween 80), empleado como
emulsionante.

De igual manera se tom6 una porcién de 150 g de
hortaliza no sometida al proceso de desinfeccion,
como tratamiento control.

Las hortalizas troceadas y desinfectadas fueron
colocadas en una estufa, donde fueron expuestas a
aire caliente a diferentes temperaturas y tiempos
para eliminar el exceso de humedad. Luego se
envasaron por separado en bandejas de poliestireno
cubiertas con film adherente de PVC, conteniendo
150 g del producto. Las bandejas con las hortalizas
minimamente procesadas fueron almacenadas a una
temperatura de refrigeracién de 4 °C.

2.3 Propiedades fisico-quimicas

La humedad se determind por diferencia de pesos
mediante una balanza dotada de estufa infrarroja; el
pH, mediante potenciometria (pH-metro); la acidez,
mediante una adaptacién del método INEN 162
(INEN, 1975); el contenido de vitamina C,
mediante el método oficial 984.26 (AOAC, 1985).
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2.4 Anélisis microbioldgicos

Se determiné el ndmero de aerobios mesofilos
totales mediante recuento en placa, segun el método
1529-5 del INEN (2006);el recuento de mohos y
levaduras, segun el método 1529-10 del INEN
(1998) la investigacion de Staphylococcus aureus
segun el método oficial 987.09 de la AOAC (1991);
la investigacion de Salmonella segun el método
oficial 967.25 de la AOAC (1995) y el recuento de
coliformes totales y Escherichia coli, mediante el
método 1529-7 del INEN (1990).

2.5 Evaluacioén sensorial

Los atributos sensoriales analizados fueron: color,
pardeamiento, sabor, textura y aceptabilidad, para
lo cual se utilizaron 17 catadores semi-entrenados
de ambos sexos, pertenecientes a la Facultad de
Ciencia e Ingenieria en Alimentos de la
Universidad Técnica de Ambato. Se empled una

escala heddnica estructurada de 5 puntos donde: 1
es la peor valoraciéon (muy desagradable) y 5 es la
mejor valoracién (muy agradable), siguiendo la
metodologia descrita en Saltos (2010), adaptada por
Vaca (2013).

2.6 Determinacion de la vida util de las
hortalizas

El tiempo de vida Gtil del mejor tratamiento para
cada hortaliza se establecié en funcion de los
resultados de los andlisis de aerobios meséfilos y
coliformes totales.

Los analisis se realizaron cada 48 horas por un
tiempo de 2 semanas para col repollo y col
lombarda, mientras que para lechuga y espinaca, se
efectuaron durante 1 semana. En la Tabla 1 se
muestran los limites maximos aceptados para el
recuento de los distintos grupos microbianos
estudiados (Provefrut S.A., 2013).

Tabla 1: Limites maximos establecidos en recuentos microbianos de hortalizas minimamente procesadas (Provefrut S.A.)

Microorganismo Limite méximo permitido (UFC/g)
Mesdfilos aerobios totales 100000  (10E5)
Enterobacterias 1000 (10E3)
Coliformes totales 1000 (10E3)
Staphylococcus aureus 100 (10E2)
E. coli 10 (10E1)
Mohos y Levaduras 10000 (10E4)

2.7 Disefio experimental

Se empled un disefio experimental completamente
aleatorizado, de dos factores (AxB) con tres
réplicas/tratamiento para cada una de las hortalizas,
mas un control.

Los factores estudiados fueron: A, Temperatura,
con tres niveles, ap= 40 °C a;= 45 °C y a,= 50 °C; B,
Tiempo, con dos niveles, by=15 minutos y b;=30
minutos.

Los datos fueron analizados mediante el software
Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA) y el programa estadistico Statgraphics
Centurion XVII (Statpoint Technologies Inc.
Warrenton, VI, USA).

Las comparaciones entre tratamientos se analizaron
mediante andlisis de la varianza (ANOVA). Cuando
dicho andlisis resultd significativo, las medias
fueron comparadas mediante el test de rangos

multiples de Tukey. El nivel de significancia para
todos los test estadisticos fue del 5%.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas
quimicas de las cuatro hortalizas estudiadas. Se
puede observar que todas presentaron alto
contenido de humedad, sobre el 90 %, lo que le
hace susceptible al deterioro. EI contenido de
vitamina C vari6 de 13,19 mg/100 g en lechuga,
44,79 mg/100 g en col repollo, 50,87 mg/100 g en
col lombarda hasta 51,91 mg/100 g en espinaca. Su
pH result6 en torno a 6,40 para todas las hortalizas
y la acidez citrica titulable varié desde 0,06 % en
lechuga, 0,40 % en col repollo, 0,18 % en col
lombarda hasta 0,27 % en espinaca.
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Hortaliza Humedad (%) (n:g;fgig?ﬁl%.) pH Acid?(;)c)itrica
Lechuga 93,28+0,55 13,19+0,54 6,4+0,0 0,06+0,01
Col repollo 92,70+0,27 44,79+0,0 6,4+0,0 0,40+0,04
Col lombarda 92,00+0,23 50,87+0,43 6,4+0,0 0,18+0,04
Espinaca 91,40+0,23 51,91+0,43 6,4+0,0 0,27+0,05

Valores promedio y desviacion tipica (n=3)

Con respecto al contenido de microorganismos
presentes en las hortalizas recién cosechadas sin
ningln tratamiento, en la Tabla 2 se observa que el
contenido de aerobios mesdéfilos se hall6 en el
rango permitido segin las especificaciones
determinadas por Provefrut, m&s no en mohos y
levaduras, Staphylococcus aureus, Salmonella y
coliformes totales, que sobrepasaron los limites
permitidos, con excepcion de mohos y levaduras en
col lombarda que presenté un contenido de

578343925 UFC-g™ y en coliformes totales en col
de repollo y col lombarda que presentaron 200+50
UFC/g y 317£125 UFC-g'l respectivamente. Los
valores altos en el contenido de microorganismos,
sobre todo en Staphylococcus aureus y salmonella,
probablemente se debieron al origen del agua de
riego empleada por los agricultores productores de
las hortalizas.

Tabla 2. Recuentos microbianos en las muestras control de las hortalizas estudiadas (UFC-g™)*

Hortaliza Aerobios Mohos y S. aureus Salmonella Coliformes
mesofilos tot. levaduras totales
Lechuga 34183+2226 23933+15163 433+104 6767+3457 1400+926
Col repollo 24267+18000 11700+608 717+104 850£650 20050
Col lombarda 1226745299 5783+3925 200+100 1417+1301 317+125
Espinaca 4375042107 23000+4108 1650+653 583+125 1367+152

*Valores promedio y desviacion tipica (n= 3)

En la Tabla 3 se observa que la lechuga, presentd
los mismos valores en humedad, pH y acidez tras
ser sometida a cualquiera los tratamientos
estudiados. En cambio existio una disminucion del
contenido de vitamina C, cuando la hortaliza se
sec a 50 °C, durante 15 y 30 minutos. Dicho efecto
también se observé igualmente en espinaca. En

cambio, en col lombarda y en col repollo se observé
una pérdida de vitamina C s6lo a partir de los 45
°C. La pérdida de esta vitamina se debié al
tratamiento de secado y también al aumento de la
superficie de exposicion al oxigeno que se generd
con el troceado de las hortalizas.
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Tabla 3. Propiedades fisico-quimicas de hortalizas minimamente procesadas, sometidas a diferentes tratamientos de lavado y secado

. Temp. Tiempo Humedad Vitamina C Acidez titulable
Hortalizas ) (min) (%) (mg/100 g) PH (%)

10 15 92,59+0,71 a 12,5+0,00 a 6,36+0,02 a 0,06 +0,0 a
30 91,90+1,11 a 12,33+0,43 a 6,34+0,01 a 0,06+0,0a
15 92,62+0,35 a 11,98+0,57 ab 6,34+0,01 a 0,06+0,0a

Lechuga 45
30 91,81+0,54 a 11,81+0,54 ab 6,34+0,02 a 0,06 +0,0a
50 15 92,27+1,16 a 11,46+0,00 bc 6,37+0,01 a 0,06 £0,0 a
30 91,27+ 0,66 a 10,94+0,57 ¢ 6,34+0,02 a 0,06 £0,0 a
20 15 92,06+0,29 a 44,27+0,57 a 5,97+0,01 ab 0,27 +0,0a
30 91,70+0,17 b 43,92+0,43 ab 5,91+0,01 b 0,27 0,0 a
15 91,60+0,31 b 43,40+0,54 bc 6,19+0,3 a 0,27 £0,0 a

Col repollo 45
30 90,88+0,10 ¢ 43,06+0,54 cd 6,02£0,0 ab 0,27 +0,0a
15 92,274£0,35 a 42,71+0,00d 6,08+0,01 ab 0,27 £0,0 a

50
30 92,26+0,43 a 42,71+0,00 d 5,85+0,04 b 0,27 +0,0a
0 15 91,94+0,15 a 50,00+0,00 a 6,16+0,22 a 0,09+0,0a

4

30 91,86+0,19 a 50,00£0,00 a 6,12+0,24 a 0,09 +0,0 a
15 91,12+0,13 b 50,00+0,00 a 6,20+0,15 a 0,09+0,0a

Col lombarda 45
30 90,53+0,34 ¢ 50,00£0,00 a 6,18+0,18 a 0,09+0,0a
15 90,52+0,13 ¢ 50,00+0,00 a 6,2+0,15 a 0,09+0,0a

50
30 90,14+0,10 d 49,48+0,57 a 6,22+0,20 a 0,09+0,0a
15 91,06+0,21 a 51,04 +0,0 a 5,97+0,01 d 0,13+0,0a

40
30 90,77+0,14ab 51,04£0,0 a 5,91+0,01 e 0,13+0,0a
15 90,70+0,07ab 50,87+0,43 a 6,06+£0,01 b 0,13+0,0a

Espinaca 45
30 90,58+0,05 b 50,52+0,57 ab 6,02+0,0 ¢ 0,13+0,0a
50 15 89,88+0,04 ¢ 5040,0 bc 6,09+0,01 a 0,13+0,0a
30 89,24+0,35 d 49,48+0,57 ¢ 5,83+0,01 f 0,13+00,0 a

Valores promedio y desviaciones tipicas (n= 3). Letras diferentes denotan

cada hortaliza y parametro.

En la Tabla 4 se indica el porcentaje de
disminucién de carga microbiana en los diferentes
tratamientos de las hortalizas. Se puede observar
gue existié un alto porcentaje de disminucion que
sobrepasé el 50 %, llegando en algunos casos al
100% en algunos microorganismos. A este
respecto, se encontré un 100 % de efectividad en la
eliminacion de Staphylococcus aureus, Salmonella
y coliformes totales en col repollo, col lombarda y
espinaca cuando el secado de la hortaliza se hizo a
50 °C y sobre el 93 % en aerobios mesofilos y

diferencias significativas al 95% entre dos promedios, dentro de

mohos y levaduras en las cuatro hortalizas. En
lechuga, se obtuvo una disminucion algo menor, de
hasta un 94 % en Salmonella.

La disminucion de la carga microbiolégica en
hortalizas estuvo relacionada con el efecto del
aceite esencial de canela y de la temperatura de
secado, que 6ptimamente debe ser sobre los 45 °C.
Debe considerarse que segun los datos de vitamina
C aportados, su pérdida empezd a ocurrir a partir de
los 50 °C.
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. Temp. | Tiempo Aerobios Mohos y Coliformes
Hortaliza (°C) (min) mesofilos tot. levaduras S. aureus Salmonella totales
0 15 83,33+£2,73 b 92,67+1,46 b 68,33+19,59 b 72,0+12,59 ab 90,33+2,37 ab
4
30 54,67+2,24 c 91,33+£1,88b 100,00+0,0 a 93,30+4,84 a 86,67+2,08 b
15 93,67+1,31a 96,67+1,26 a 100,00+0,0 a 93,00+6,56 a 100£0,0 a
Lechuga 45
30 90,67+2,79 a 92,67+0,97 b 96,00+6,46 ab 94,00+9,5 a 100£0,0 a
0 15 94,33+2,19 a 91,33+0,34 b 68,33+15,13 b 69,00+7,99 ab 87,33+8,38 b
5
30 91,33+1,53a 90,67+1,30 b 78,33+12,43ab | 63,0+17,17b 87,33+1,38 b
0 15 91,67+2,28 a 93,67+0,67 a 78,33+13,23cd | 100,00+0,0 a 91,67+14,43 a
4
30 100,0+1,23 a 84,33+3,28 ab 88,67+3,64 abc | 100,0£0,0 a 100,00+0,0 a
15 100,0+1,90 a 93,33+0,51a 83,00+12,51 bc | 100,0£0,0 a 100,00+0,0 a
Col repollo 45
30 100,0+2,98 a 78,67+8,68 ¢ 68,00+11,64 d 100,0+0,0 a 100,00+0,0 a
0 15 100,0+1,08 a 92,67+2,40 a 100,00+7,22 a 91,66+14,43 a 100,00+0,0 a
5
30 83,33+0,28 a 95,33+1,80 a 95,33+3,73 ab 100,00+0,0 a 83,33+£28,87 a
0 15 88,33+5,65 b 95,67+0,61 a 100,00+0,0 a 100,0+0,0 a 46,33+11,56 ¢
4
30 92,67+3,30 ab 94,67+2,79 a 88,66+9,62 a 91,33+2,12 a 75,00+8,33 b
15 98,67+1,44a 92,67+1,88 a 100,00+0,0 a 100,00+0,0 a 77,00+11,23 ab
Col lombarda 45
30 99,33+1,12a 95,67+1,37 a 100,00+0,0 a 100,00+0,0 a 96,33+6,42 ab
0 15 97,67+2,19 a 94,33+0,44 a 100,0+0,0 a 100,00+0,0 a 100,00+0,0 a
5
30 97,33+2,02 a 96,00+0,99 a 100,0+14,43 a 100,00+0,0 a 100,00+0,0 a
0 15 86,67+2,21 ¢ 90,33+0,65 b 100,00+0,0 a 63,67+5,50 ¢ 79,00£7,92 ab
4
30 87,00+1,43 ¢ 85,33+0,83 ¢ 100,00+0,0 a 71,00+4,18 be 73,33+14,24b
15 95,33+0,33 ab 96,00+1,34 a 100,00+0,0 a 100,00+0,0 a 100,00+0,0 a
Espinaca 45
30 93,00+2,01 b 92,00+1,08 b 94,33+3,0 ab 100,00+0,0 a 100,00+0,0 a
0 15 96,67+0,49 a 78,00+2,81d 84,00£3,24 b 81,00+£7,21b 93,66+2,42 ab
5
30 94,33+0,95 ab 83,33+0,59 ¢ 92,00+12,90 ab | 68,66+5,63 bc 94,00+£10,31 ab

Valores promedio y desviaciones tipicas (n= 3). Letras diferentes denotan diferencias significativas al 95% entre dos promedios, dentro de

cada hortaliza y parametro.

A partir de los datos precedentes, se selecciond
como Optimo el tratamiento de secado a 45 °C/15
min para lechuga, col repollo y espinaca, mientras
que para col lombarda se estimé como 6ptimo el
tratamiento de secado a 50 °C/15 min. Con estas
consideraciones, se llevo a cabo el estudio de vida
atil, en base a las caracteristicas sensoriales de las

hortalizas.
Las caracteristicas sensoriales de las hortalizas
minimamente procesadas durante el

almacenamiento en refrigeracion a 4 °C se indican
en la Tabla 5.

Respecto a la col repollo, no existieron diferencias
significativas (p < 0,05) en color, sabor, textura y
aceptabilidad durante los 7 dias de almacenamiento,
pero si existieron diferencias significativas en el
pardeamiento, siendo desde el dia 0 hasta el 3,
iguales. A partir del dia 5, los jueces detectaron el
pardeamiento en los bordes de las hortalizas,

WER

disminuyendo, en consecuencia, la calidad de la col
repollo.

En col lombarda no existié diferencia significativa
en aceptabilidad, pero fue altamente significativa (a
< 0,01) en los otros atributos. Hasta el tercer dia se
mantuvieron los valores 6ptimos de sabor y textura
y hasta el quinto dia los de color y pardeamiento. A
partir del quinto dia, se observé una clara merma de
calidad.

En lechuga existieron diferencias altamente
significativas en todos los atributos estudiados, s6lo
a partir del tercer dia de almacenamiento,
comparados con los atributos del dia inicial de
almacenamiento.

Anélogamente, en espinaca también existieron
diferencias altamente significativas en todos los
atributos a partir del tercer dia comparado con el
dia inicial de almacenamiento.
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Tabla 5. Analisis sensorial de hortalizas minimamente procesadas sometidas a diferentes tratamientos de lavado y secado,

almacenadas en refrigeracion (4 °C).

Dias de almacenamiento
Hortaliza Caracteristicas 0 3 5 7
Color 4,41+0,51 3,41+0,62 2,76+0,75 2,18+0,64
Pardeamiento 4,29+0,47 3,71+0,59 2,65+0,70 2,06+0,43
Lechuga® Sabor 4,47+0,62 3,82+0,64 3,12+0,70 2,18+0,73
Textura 4,59+0,51 3,94+0,56 2,94+0,75 1,76+0,56
Aceptabilidad 4,53+0,51 3,76+0,44 2,88+0,33 2,18+0,64
Color 3,30+1,45 3,10+0,99 2,70+1,16 2,50+1,12
Pardeamiento 3,40+1,23 3,10+1,09 2,60+1,06 2,40+1,00
Col repollo’ Sabor 3,82+1,13 3,59+0,87 3,53+1,01 3,35+1,22
Textura 4,47+0,51 4,18+0,95 3,88+0,99 3,94+1,09
Aceptabilidad 3,88+1,22 3,59+1,00 3,29+1,05 3,29+1,10
Color 3,76%1,03 3,94+1,03 3,47+0,80 3,0040,79
Pardeamiento 3,59+1,06 3,59+0,51 2,65+0,61 2,82+0,64
Col lombarda* Sabor 4,24+0,75 3,71+0,59 3,00+0,61 2,76+0,44
Textura 4,12+0,70 3,65+1,06 2,76x1,15 2,82+1,01
Aceptabilidad 3,88+1,22 3,59+1,00 3,47+0,87 3,29+1,10
Color 4,47+0,51 4,00£0,50 3,12+0,60 2,53+0,51
Pardeamiento 4,41+0,62 3,76+0,56 3,24+0,56 2,65+0,49
Espinaca’ Sabor 4,18+0,64 3,47+0,80 2,88+0,60 2,35+0,49
Textura 4,35+0,49 4,00+0,61 3,53+0,62 2,88+0,49
Aceptabilidad 4,35+0,49 3,59+0,62 2,88+0,49 2,35+0,49

Escala de valoracion sensorial: 1 a 5, siendo 5 la mejor puntuacién. Valores

'Secado a 45 °C/15 min.
?Secado a 50 °C/15 min.

A partir de los resultados microbiologicos en
funcion del tiempo (datos no mostrados), se
observd que la presencia de microorganismos
aerobios mesdéfilos no fue un factor limitante al
cabo de 9 dias de almacenamiento refrigerado a 4
°C. Sin embargo el nimero de coliformes totales
sobrepasé los limites establecidos de 1000 UFC/g
al quinto dia de almacenamiento. Teniendo en
cuenta este parametro, la vida Util result6 ser de 6
dias para la col repollo y de 4 dias para las demas
hortalizas troceadas.

La pérdida de peso durante el almacenamiento tiene
una gran influencia en la vida Gtil y la aceptabilidad
de este tipo de productos, ya que cambia la
apariencia externa de las hojas dando un aspecto de
marchitamiento. Esto ocurri6 a partir del tercer dia
en lechuga y a partir del quinto dia en espinaca pero
en col repollo y col lombarda no se observo
marchitamiento durante los 10 dias que se llevo a
cabo el estudio de vida util.

Las pérdidas alcanzaron hasta un 32 % en peso en
las hortalizas, lo que es una cantidad considerable.
Probablemente, el agua contenida en las hojas vino
a ser expulsada por evaporacién y transpiracién

promedio y desviacion tipica (n= 3)

durante el almacenamiento, ocasionando su
deshidratacion.

4. CONCLUSIONES

Durante el almacenamiento en refrigeracion a 4 °C
existieron cambios minimos en las propiedades
fisico-quimicas de las cuatro hortalizas sometidas a
diferentes condiciones de secado que afectaron a su
pH, acidez titulable, contenido en vitamina C, asi
como también a la carga microbiana desarrollada.
La tecnologia aplicada ayud6 a disminuir la carga
microbiana en cada una de las hortalizas, pero
conservando sus caracteristicas fisico-quimicas, que
variaron minimamente.

Se establecié que el tratamiento de secado a 45 °C
durante 15 minutos resulté dptimo para la
conservacion de la lechuga, la col repollo y la
espinaca, mientras que para col lombarda el mejor
tratamiento resultd ser el secado a 50 °C durante 15
minutos.

En base a estos tratamientos, la vida Gtil de estos
productos minimamente procesados llego a ser de 4
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dias, para la lechuga, la col lombarda y la espinaca,
mientras que para col repollo fue de 6 dias.

Se recomienda el uso del aceite esencial de canela
para el pretratamiento de lavado de hortalizas
minimamente procesadas, debido a que fue capaz
de disminuir significativamente el porcentaje la
carga microbiana presente inicialmente en los
productos, permitiendo conservar sus propiedades
fisico-quimicas y nutricionales.
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entregarse las tablas y figuras incluidas en cada
articulo en sus formatos nativos originales
(Excel, Powerpoint, etc.), de manera que puedan
ser editadas durante el proceso de maquetacion,
debiendo estar numeradas de la misma forma en
que aparecen en el articulo.

Contenido de los articulos de investigacion

* Primera pagina

1. Titulo
Se escribira en castellano, tamafio Times New
Roman 14, centrado, en letras mayusculas,
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tendra menos de 15 palabras. Se proporcionara
debajo, en el mismo formato, la traduccion al
idioma inglés.

2. Autores

Para cada autor se incluira el primer y, en su
caso, segundo nombre de pila, el primer
apellido, la direccién institucional, mediante un
superindice en ndmeros arabigos, y el correo
electronico de contacto del autor de
correspondencia, que se significard mediante un
asterisco (*).

3. Resumen/Abstract

El resumen se hara en castellano, no excediendo
de 300 palabras. Se escribird en un sélo parrafo
a espacio simple, en el que se incluira una breve
introduccion, el objetivo de la investigacién, los
métodos utilizados y los principales resultados y
conclusiones. No se incluirdn aqui subdivisiones
ni citas bibliograficas. EI resumen se traducira
al idioma inglés y se colocard en parrafo aparte
del mismo teniendo la palabra Abstract como
encabezado.

4. Palabras clave/Keywords

Se proporcionaran, a continuacion del Resumen,
hasta cinco palabras clave en castellano no
incluidas en el titulo, lo méas descriptivas
posibles del trabajo efectuado, de forma que
faciliten la busqueda del articulo a través de los
sistemas de indexacion 'y  busqueda
bibliogréfica. De igual manera, tras el Abstract,
se proporcionaran las mismas palabras clave
(Keywords), escritas en idioma inglés.

e Estructura del trabajo

El trabajo se escribird en texto a columna
simple, tamafioc Times New Roman 12,
justificado. Las secciones se subdividiran, en
caso necesario, mediante esquema numerado
(1.1, 1.1.1, 1.1.1.1; 1.2, etc.), debiendo las
siguientes secciones:

Resumen (ya descrito en la descripcion de la
Primera péagina)

1. Introduccién, en la que se justificara la
motivacion que ha llevado a los autores a
emprender la investigacion y los objetivos
perseguidos. Aportard una adecuada base
de conocimiento sobre el tema estudiado,
evitando extenderse en la descripcion de las
referencias y la discusion sobre las mismas.

2. Material y métodos utilizados en la
investigacion, describiendo todo de forma
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tal que el lector pueda ser capaz de entender
completamente o replicar las condiciones
experimentales bajo las cuales han
trabajado los autores. A este respecto, es
necesario mencionar marca y modelo de los
principales equipos utilizados y referenciar
de forma precisa las técnicas analiticas
empleadas, de preferencia, optando por
normas estandarizadas y reconocidas en el
admbito internacional, salvo cuando los
métodos hayan sido publicados con
anterioridad, en cuyo caso, se mencionaran
como referencia, describiendo Unicamente
las modificaciones sustanciales.

Se pide a los autores describir
adecuadamente el disefio experimental
elegido, las herramientas matematicas y
estadisticas utilizadas y el empleo de
unidades de medida y notacion del Sistema
Internacional, asi como adherirse a las
normas internacionales de nomenclatura
binomial de plantas y animales y hacer uso
de abreviaturas previamente explicadas en
el texto.

3. Resultados y discusién de los mismos,
aportando las tablas, figuras, gréficos y
diagramas que sean necesarias. Los
resultados serdn claros y concisos. Todo
aporte de informacioén original por parte de
los autores deberd ser contrastado, en la
medida de lo posible, con referencias a
otros autores, explicando el significado que
la nueva informacion supone dentro del
contexto cientifico-técnico en el que se
sitia el articulo. La mera descripcion
numeérica o textual de los resultados, dejada
a libre interpretacion del lector, no sera
considerada aceptable por el Comité
Editorial en ningln caso.

4. Conclusiones, en las que se resuman los
principales resultados obtenidos en la
investigacion. Esta seccion, podra tener
entidad propia o integrarse dentro de la
seccion precedente.

Agradecimientos, seccion opcional de la que se
serviran los autores para el reconocimiento a
aquellas personas u organismos que proveyeron
de ayuda durante la elaboracidn del trabajo, bien
aportando fuentes de financiacion, material
experimental, corrigiendo el manuscrito o
aportando su opinion critica.

Referencias bibliograficas, en las que se
incluiran las fuentes de informacion utilizadas
por los autores en la introduccién, material y
métodos y discusion de los resultados. Todas las
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citas utilizadas en el texto han de estar presentes
en las referencias y cada referencia, ha de estar
citada en el texto. El formato utilizado para la
inclusion de las citas y referencias bibliograficas
serd APA 62 edicion (http://www.apastyle.org).
A este respecto, se recomienda a los autores la
utilizacién de software de gestion bibliografica
(Endnote, Refworks, Mendeley, etc.) para evitar
errores de formato y facilitar el flujo de trabajo
al Comité Editorial. En cualquier caso, las
referencias han de estar completas, de forma
que el lector pueda localizar sin dificultad la
fuente de informacidn utilizada por los autores.
Se recomienda la inclusion del identificador
digital de objeto (DOI) de los articulos, cuando
esté disponible (http://www.doi.org/).

¢ Insercion de elementos no textuales en el
trabajo

1. Tablas: se proporcionaran aparte del texto
principal y numerardn en Times New
Roman 10, en la parte superior, de forma
correlativa (Tabla 1, Tabla 2, etc.) segln se
vayan citando en el texto. Cada tabla debera
venir acompafiada, a continuacion de su
numeracion, de un titulo adecuadamente
informativo, aportando las condiciones
experimentales si es necesario, de forma
que el lector no tenga la necesidad de
referirse al texto para entender el contenido
de la tabla (autoexplicativa). Los autores
podran utilizar notas al pie de las tablas
para aclarar cualquier informacion o
abreviatura utilizada, empleando para ello
superindices.  Los  autores  deberan
asegurarse de que la informacion ofrecida
por las tablas no duplica la ofrecida por las
figuras y viceversa. Al aportar informacién
analitica, los autores deberan especificar los
valores promedio y estadisticos de
variabilidad de los datos (desviacidn tipica,
error estandar, coeficiente de variacion,
etc.), ademas del numero de réplicas
Ilevadas a cabo en cada determinacion. Las
probabilidades se indicar&n mediante la
siguiente convencién: * P < 0,05, ** P <
0,01y *** P < 0,001. El texto dentro de las
tablas serd Times New Roman 10. Se
recomienda emplear las herramientas de
formato propias del procesador de textos
Microsoft Word para crear las tablas. La
insercion de tablas en formato grafico (JPG,
TIFF etc.) esta fuertemente desaconsejada,
por no permitir la correcta edicion de las
mismas en la versidn final de la revista.
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2. Figuras: se proporcionaran aparte del texto

principal y numeraran, en Times New
Roman 10, en la parte inferior, fuera de la
propia figura, de forma correlativa (Figura
1, Figura 2, etc.) segln se vayan citando en
el texto. Cada figura debera venir
acompafiada, a continuacion de su
numeracién, de un titulo adecuadamente
informativo, de forma que el lector no tenga
la necesidad de referirse al texto para
entender el contenido de la figura
(autoexplicativa). Las figuras han de ser
presentadas en formatos graficos de
adecuada calidad, como JPEG (con
compresion no superior al 80%) o TIFF.
Los formatos optimizados para
presentacion en pantalla (GIF, BMP, PICT,
etc.) no ofrecen suficiente calidad para la
impresion en formato papel, por lo que ha
de evitarse su uso. Se recomienda, para
elementos a color, una resolucién minima
de 300 ppp (pixeles por pulgada), para
medios tonos o escala de grises, una
resolucion minima de 500 ppp y para
elementos bitmap (blanco/negro) una
resolucion minima de 1000 ppp.
La revista se publica en formato digital a
color pero, dado que la versién impresa de
la revista se edita en blanco y negro, se
recomienda a los autores elaborar las
figuras de forma que sigan siendo
comprensibles en la gama de tonalidades de
escala de grises, maximizando el contraste
de los elementos graficos, empleando
simbolos claramente diferenciados, etc.

3. Ecuaciones: se intercalaran en el texto
principal a medida que sea necesario,
numerandose de forma correlativa mediante
la notacién Ecuacion 1, Ecuacién 2, etc.
Para su incorporacion al texto, se aconseja
el uso del editor de ecuaciones del
procesador de textos Microsoft Word o
analogo (MathType, LaTex, etc.). Todos los
términos de cada ecuacion deberan ser
explicados convenientemente, incluyendo
las unidades de cada término.

Contenido de trabajos diferentes a los articulos
de investigacion

Para las revisiones, notas de investigacion y
cartas al Editor, el formato de estos trabajos sera
similar al de los articulos de investigacion en
cuanto al tipo y tamafio de letra en el cuerpo
principal (Times New Roman 12) y las figuras y
tablas (Times New Roman 10). La estructura de
las notas de investigacion serd analoga a la de
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los articulos de investigacion, salvo en su
extension. Las revisiones incluirdn resumen y
palabras clave, pero no material y métodos ni
resultados y discusion, aunque si pueden incluir
una seccion de conclusiones, ademéas de las
referencias bibliograficas. Las cartas al Editor,
podran tener estructura libre.
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