PROYECTO FINAL DE INGENIERIA

EVALUACION DE PURE DE PALTA TRATADO
MEDIANTE ALTAS PRESIONES HIDROSTATICAS Y
EMPLEANDO EXTRACTOS NATURALES

Grimaldi, Giuliano — LU1038795
Ingenieria en Alimentos
Ohanian Dergazarian, Maria Victoria — LU1038270
Ingenieria en Alimentos

Tutor:
Rodriguez, Silvio David, UADE

Co-Tutor:
Denoya, Gabriela, INTA

Diciembre 07, 2018

UNIVERSIDAD ARGENTINA DE LA EMPRESA
FACULTAD DE INGENIERIA Y CIENCIAS EXACTAS



EVALUACION DE PURE DE PALTA TRATADO MEDIANTE ALTAS
PRESIONES HIDROSTATICAS Y EMPLEANDO EXTRACTOS NATURALES

Grimaldi, Giuliano y Ohanian Dergazarian, Maria Victoria

Agradecimientos

A nuestros tutores Gabriela y Silvio, por su paciencia, acompafiamiento y apoyo
durante todo el proceso de investigacion y redaccion.

A Pablo y Mercedes, del laboratorio de UADELabs por su colaboracién en la
preparacion de los materiales y predisposicion para ayudar.

A nuestras familias por habernos apoyado en todo momento, por su comprension y

motivacion constante.

Pagina 2 de 97



EVALUACION DE PURE DE PALTA TRATADO MEDIANTE ALTAS
PRESIONES HIDROSTATICAS Y EMPLEANDO EXTRACTOS NATURALES

Grimaldi, Giuliano y Ohanian Dergazarian, Maria Victoria

UADE

Resumen

Durante el almacenamiento y procesamiento de la palta, un fruto cuya demanda
mundial se encuentra en aumento, la accion enzimética es causante de deterioro en su
composicion nutricional y de cambios indeseables en las caracteristicas organolépticas. Ante
la tendencia de los consumidores que prefieren alimentos con caracteristicas similares a las de
los productos frescos, y con un rotulado limpio, tecnologias emergentes como la aplicacién de
Altas Presiones Hidrostéticas (APH) se han comenzado a utilizar comercialmente. La presente
investigacion consistié en evaluar el efecto del tratamiento por APH (600 MPa, 3 min) en
conjunto con el agregado de extractos naturales, obtenidos a partir de cebolla deshidratada y
carozo de palta, sobre la reduccion de los efectos de la oxidacion en el puré de palta (Persea
americana Mill. cv. Hass) envasado al vacio y almacenado en condiciones de refrigeracion
(30 dias, 4°C). Para medir la efectividad del tratamiento propuesto se cuantificaron los
polifenoles totales, se determiné la capacidad antioxidante y se analizaron las caracteristicas
cromaticas del puré de palta. Se logré confirmar que el proceso de APH en combinacion con
el empleo de agentes antioxidantes naturales resulta eficaz para conservar los pardmetros
evaluados en el puré de palta durante el almacenamiento refrigerado. Todos los resultados
fueron comparados con la aplicacién de acido ascérbico como antioxidante de referencia,
obteniendo con éste los mejores resultados luego de 30 dias de almacenamiento. También los
extractos naturales produjeron buenos resultados, siendo entre ellos, el de carozo de palta
aquel que logro retener la mayor cantidad de polifenoles y de capacidad antioxidante. Al
alcanzar rendimientos similares a los del &cido ascorbico y siendo que su empleo representaria
el aprovechamiento de un producto de desecho, el carozo de palta se plantea como una

alternativa para la industria en el empleo de antioxidantes naturales.
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Abstract

During the storage and processing of the avocado, a fruit with global demand on the
rise, enzymatic reactions cause deterioration in its nutritional composition and may generate
undesirable changes in the organoleptic characteristics. In line with the tendency of
consumers who prefer foods with similar characteristics to those of fresh products, in addition
to clean labeling, emerging technologies such as the application of High Pressure Processing
(HPP) are currently being used commercially. The present research consisted in evaluating the
effect of the treatment by HPP (600 Mpa for 3 min) combined with the addition of natural
extracts, obtained from dehydrated onion and avocado seed, on the reduction of oxidation
effects in vacuum packed avocado puree (Persea americana Mill Hass cv.), stored under
refrigerated conditions (30 days at 4 ° C). Polyphenol content, antioxidant capacity and
chromatic characteristics of the avocado puree were determined in order to measure the
effectiveness of the proposed treatment. HPP in combination with natural antioxidants turned
out to be effective for the preservation of avocado puree during its refrigerated storage. All
results were compared against ascorbic acid applications as antioxidant reference, obtaining
with it the best results after 30 days of storage. Natural extracts achieved good results as well,
being the avocado seed among both, the one with the highest amount of polyphenols and
antioxidant capacity after 30 days of storage. Since its performance resulted similar to
ascorbic acid, and its use would entail the exploitation of a waste product, avocado seed could

be considered as a good alternative of natural antioxidants for the industry.
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Abreviaturas

ABTS 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico)
AC Acido citrico

AGE Acido Galico Equivalente

APH Altas Presiones Hidrostaticas

ASC Acido ascorbico

Aw Actividad acuosa

BHA Butilhidroxianisol

BHT Butilhidroxitolueno

BPM Buenas Précticas de Manufactura

CA Capacidad Antioxidante

CAA Cadigo Alimentario Argentino

CIE Comision Internacional de Iluminacion

DPPH Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

ECE Extracto de Cebolla

ECP Extracto de Carozo de Palta

EDTA Acido etilendiamintetracético

FRAP Poder antioxidante de la reduccion férrica (Ferric reducing

antioxidant power)

IDR Ingesta Diaria Recomendada

INTA Instituto Nacional de Tecnologia Agroalimentaria

ITA Instituto de Tecnologia de Alimentos

LDL Lipoproteina de baja densidad (Low Density Lipoprotein)
LOX Lipooxigenasa

MPa Megapascales

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity

PPO Polifenoloxidasa

PT Polifenoles Totales

ROS Especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxigen Species)
TBHQ Butilhidroguinona terciaria
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THBP

Trolox

2,4 5-trihidroxibutirofenona
Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
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1. Antecedentes

1.1 Palta: caracteristicas generales

La palta (Persea americana) es una especie arbdrea originaria de América Central y
del Sur aparentemente domesticada y cultivada por primera vez en México, en el afio 500
A.C. Luego de la conquista, los espafioles introdujeron este fruto a otros paises de América e
incluso a Europa (Duester, 2000; California Avocado Comission, 2011). En el afio 1871 la
palta fue introducida a la region de California, con arboles provenientes de México, y ya en la
década del "50 se conocian y comercializaban alrededor de 25 variedades diferentes de palta.
La gran expansion en la comercializacién de este cultivo de origen mesoamericano se dio en
la década del “70, cuando la variedad conocida como Hass reemplaz6 a la variedad Fuerte
como la principal variedad comercializada. Otras variedades que se comercializan aunque en
menor escala son: Gwen, Bacon, Zutano, Pinkerton y Reed.

La variedad Hass contiene en promedio entre 136 y 365 gramos de pulpa de color
amarillo y verde, cubierta por una cascara rugosa de color pdrpura oscuro (verdosa en estadio
de madurez temprano) y una semilla redonda en el interior de un tamafio considerable (Figura

1). La céscara y la semilla representan un 33% del peso total del fruto (USDA, 2011).

Figura 1: Fotografia del fruto de la palta (persea americana, variedad Hass).

Fuente: https://www.irishtimes.com/news/world/uk/strange-fruit-beware-the-curse-of-the-
avocado-hand-1.3079478.
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1.1.1 Composicion de la pulpa

En cuanto a su composicion nutricional, la palta es considerada como una fruta de
contenido energético medio (100 gramos de pulpa contienen 167 kcal); y aproximadamente el
80% de la misma consiste en: agua (72%) y fibra dietaria (6,8%) (USDA, 2011). En la Tabla |
se muestran los valores de los macronutrientes para 100 gramos de pulpa de palta, siendo
destacable el contenido de grasas totales con un valor de 15,4 gramos cada 100 gramos de
pulpa.

La pulpa de la palta contiene un aceite rico en acidos grasos monoinstaurados (71%
del contenido lipidico), contenidos en wuna base acuosa, lo cual incrementa su
biodisponibilidad; y ademas, presenta un contenido de 13% de acidos grasos poliinsaturados y
un 16% de &cidos grasos saturados. Dentro de los monoinsaturados, el &cido graso principal y
de mayor proporcion es el oleico, perteneciente a la serie omega-9 (»-9). A medida que la
palta va madurando, su perfil de &cidos grasos saturados y monoinsaturados se va
modificando. Este fendmeno se debe a que el fruto continla su etapa de maduracion luego de
cosechado, caracteristica propia de los frutos climatéricos.

Un estudio realizado en adultos sugiere que los consumidores de palta tienen valores
mayores de colesterol HDL, menor riesgo de enfermedades metabdlicas y menor peso e
indice de masa corporal que los adultos no consumidores de dicho fruto (Fulgoni et al, 2010).
Otro trabajo sugiere que los &cidos grasos del fruto de palta, en conjunto con otros
fitoquimicos presentes, tales como los polifenoles, son responsables de la reduccion del riesgo
de padecer enfermedades cardiovasculares en los consumidores de palta (Dreher y Davenport,
2013).
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Tabla I: Macronutrientes presentes en el fruto de palta variedad Hass

Componente Valor cada 100 gramos de pulpa
de palta

Agua (9) 72,3
Proteinas (g) 1,96
Grasas totales (g) 15,4
Cenizas (g) 1,66
Carbohidratos (g) 8,64
Fibra total (Q) 6,80
Azlcares totales (g) 0,30
Almidon (g) 0,11

Fuente: Hass Avocado Composition and Potential Health Effects (Dreher y Davenport, 2013).

El 80% de los carbohidratos presentes en la palta se compone de fibra dietaria, siendo

el 70% fibra insoluble y el 30% soluble. En cuanto a su contenido de azUcares, éste es muy

bajo en comparacion con otras frutas (0,3 g/100 g de pulpa de palta), por lo que se espera que

su indice glucémico sea despreciable (Dreher y Davenport, 2013).

Ademéas del destacable aporte en grasas monoinsaturadas, la gran cantidad de

micronutrientes (minerales y vitaminas) y fitoquimicos que componen la palta lo convierten

en un fruto de alto poder nutritivo con grandes beneficios para la salud. En la Tabla Il se

muestran los valores de estos micronutrientes y fitoquimicos por cada 100 g de pulpa de palta,

destacandose el alto contenido de vitamina E (2 mg en 100 g de pulpa) y en menores

proporciones la aparicion de ciertas vitaminas del grupo B, como la B6 (0,3 mg en 100 g de

pulpa), la vitamina C y pro-vitamina A.
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Tabla 1I: Micronutrientes presentes en el fruto de palta variedad Hass

Valor cada 100 gramos de

Componente
pulpa de palta

Minerales
Calcio (mg) 13,0
Hierro (mg) 0,61
Magnesio (mg) 29,0
Fosforo (mg) 54,0
Potasio (mg) 507
Sodio (mg) 8,0
Zinc (mg) 0,68
Vitaminas y Fitoquimicos
Vitamina C (mg) 8,80
Tiamina (mg) 0,08
Riboflavina (mg) 0,14
Niacina (mg) 1,91
Acido pantoténico (mg) 1,46
Vitamina B6 (mg) 0,29
Folatos, dietario Eq.(DFE) (1g) 89,0
Vitamina E (alfa-tocoferol) (mg) 1,97
Pro-vitamina A: Eq. Retinol (ug) 7,0
Vitamina K;(filoquinona) (pg) 21,0

Fuente: Hass Avocado Composition and Potential Health Effects (Dreher y Davenport, 2013)

1.1.2 Composicion del carozo de palta.

Si bien hay numerosos estudios sobre las propiedades nutricionales y de los
compuestos relevantes en generar beneficios para la salud humana de la pulpa de la palta,
poco se conoce acerca de la semilla de palta. Dicha semilla, esta siendo actualmente estudiada
como potencial fuente de nutrientes, revalorizando de este modo un producto de desecho de la

produccidn de pure de palta. Soong y Barlow (2004) publicaron un trabajo sobre el contenido
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de polifenoles y la capacidad antioxidante de las semillas de algunas frutas, entre ellas la de
palta. En este trabajo encontraron que la cantidad de compuestos fendlicos en las semillas
superaba al de la pulpa en todos los casos. En la Tabla Il se muestran los valores de
capacidad antioxidante (métodos ABTS y FRAP) y el contenido de polifenoles totales
(Método de Folin-Ciocalteu) para los extractos etanolicos obtenidos de la pulpa de palta y la
semilla de palta. Si bien en el articulo mencionado no se hace referencia a la variedad de palta
utilizada para el estudio, los datos reflejados en la Tabla Ill seran empleados Unicamente a
modo referencia para dimensionar la riqueza antioxidante de la semilla respecto de la pulpa de

palta.

Tabla I1l: Valores de capacidad antioxidante (mediante métodos ABTS y FRAP) y contenido

de polifenoles totales (Folin-Ciocalteu) para la pulpa y la semilla de palta (Persea americana

Mill.) n=3.
Actividad Actividad Contenido de
Antioxidante Antioxidante Polifenoles Totales.
(ABTS) (pumol (FRAP) (umol (mg é&cido galico
Componente
acido ascorbico acido ascorbico equivalente por
equivalente por equivalente por gramo)
gramo) gramo)
Semilla 236,1 £ 45,1 1484 + 15,7 88,2+272
Pulpa 4911 96+14 1,3+£0,0
Fuente: Antioxidant activity and phenolic content of selected fruit seeds (Soong y Barlow,
2004)

Como se puede observar en la Tabla 111, tanto el contenido de polifenoles de la semilla
de palta, como la capacidad antioxidante supera ampliamente a los valores de la pulpa de
palta. Muchos estudios epidemioldgicos demostraron que los fitonutrientes, tales como los
polifenoles contenidos en los vegetales que son ingeridos, tienen un efecto en la proteccién en
contra del dafio producido por las especies reactivas del oxigeno y el nitrégeno. Ademas de la
actividad antioxidante, se demostré que dichos compuestos presentan actividad

antiinflamatoria y antitumoral, frente a algunos tipos de tumores (Soong y Barlow, 2004).
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1.1.3 Consumo de palta: Beneficios para la salud.

La palta se destaca por su alto valor nutritivo, convirtiéndose en una de las frutas mas
completas a nivel nutricional. Posee hidratos de carbono, proteinas, lipidos, pro-vitaminas A 'y
vitaminas C, D, B6 y E, fibra dietaria, agua y minerales, siendo abundante el potasio, el
fosforo y el magnesio y muy bajo su nivel de sodio. Ademas de ser un alimento completo,
también es considerada como un alimento funcional, es decir, que va mas alla de sus
ingredientes nutricionales basicos y presenta propiedades especificas benéficas para la salud.
Investigaciones realizadas por la Universidad de California, en Los Angeles, sefialaron que
este fruto contiene micronutrientes que ayudan a combatir enfermedades cardiacas y algunos
tipos de cancer (Juri, 2010).

Su contenido lipidico es mayoritariamente monoinsaturado, y superior a la mayoria de
las frutas, siendo el 72% acido oleico, caracteristico del aceite de oliva. Este acido se
encuentra en gran cantidad y contribuye a combatir enfermedades cardiovasculares, dado que
actua directamente disminuyendo los niveles de colesterol LDL (Juri, 2010).

Al ver en detalle su contenido de micronutrientes, puede establecerse que la palta es
fuente de una amplia variedad de vitaminas y minerales*, conteniendo en una porcion de 100
gramos:

e Vitamina K: 32 % de la Ingesta Diaria Recomendada (IDR).

« Acido félico (Eq. dietético de Folato): 22 % de la IDR.

e Vitamina C: 20 % de la IDR.

o Potasio: 14 % de lo recomendado por dia segln establece la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS).

o Vitamina B5 (acido pantoténico): 29 % de la IDR.

e Vitamina B6: 22 % de la IDR.

e Vitamina E: 20 % de la IDR.

o Ademas, contiene pequefias cantidades de magnesio, manganeso, cobre, hierro, zinc,

fésforo, vitamina A, B1 (tiamina), B2 (riboflavina) y B3 (niacina).

* Segln lo establecido en el Capitulo V: Normas para la rotulacion y publicidad de los

alimentos, del Codigo Alimentario Argentino (CAA). Para atribuirle a un alimento el caracter
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de “Fuente de vitaminas y minerales”, debe cumplir con un minimo del 15% de la IDR de

referencia por 100 g de producto (so6lido).

Actualmente, la palta se reconoce en ciertos ambitos como “alimento funcional”,

avalado por la Comision Californiana de Palta (California Avocado Comission). Se conoce

como alimento funcional aquel que tiene propiedades que son beneficiosas para la salud y/o

preventivas de enfermedades més alla de sus funciones basicas nutricionales de aportar

nutrientes. Por lo tanto, observando la composicion de la pulpa de palta (Tabla Il) se

desprenden varias de sus propiedades beneficiosas para el cuerpo humano:

Tiene un gran poder antioxidante por su un alto contenido de vitamina E (tocoferoles),
encargada de neutralizar los radicales libres causantes del estrés oxidativo celular
(envejecimiento, enfermedades degenerativas, cancer) (Sanginés, 2008).

Es fuente considerable de luteina y zeaxantina (271 pg/100 g de pulpa de palta),
carotenoides con poder antioxidante vinculados a la proteccion y prevencion de
enfermedades oculares como cataratas o la degeneracion muscular (Sanginés, 2008;
Dreher y Davenport, 2013). Es uno de los frutos con mayor contenido de estos
carotenoides.

Debido a su alto contenido en potasio (507 mg/100 g de pulpa de palta), su consumo
ayuda a reducir la presion sanguinea, especialmente importante para las personas con
problemas cardiacos o de hipertension. Una porcion de 100 gramos de palta
comestible incluye el 14% de la IDR, lo que representa un 4% mas que la banana (358
mg/100 g de banana), alimento cominmente conocido por ser rico en potasio
(Delgado Suarez, 2013).

Por su destacado contenido de beta-sitosterol (76 mg/100 g de pulpa de palta),
compuesto perteneciente al grupo de los fitoesteroles, y siendo ademas la fruta con la
mayor cantidad de este compuesto, su consumo ayuda a reducir los niveles de

colesterol al interferir con su absorcion en el cuerpo humano (Duester, 2001).
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1.2 Produccidn de palta

La palta suele cultivarse entre los paralelos 36° norte y 36° sur y en altitud muy
variable de entre el nivel del mar y los 2500 metros sobre el nivel del mar. Sin embargo, su
cultivo se recomienda entre los 800 y 2500 m.s.n.m.

Otro de los factores de mayor importancia para su produccion es la temperatura,
siendo de 25°C en los meses calidos y 15°C en los meses frios las temperaturas optimas.
Ademas, el arbol de palta requiere una precipitacion anual de 1200 mm repartidos durante
todo el afio (Delgado Suérez et al, 2013).

1.2.1 Produccion y demanda mundial de palta

Segln datos registrados en el 2016, el mercado de palta aument6 a 5.788.000
toneladas, con una expansion de 5,6% anual entre 2007 y 2016. Aunqgue la palta no puede
considerarse hoy un producto de demanda diaria, continla ganando popularidad en todo el
mundo ya que ademas de ser un alimento con un sabor muy agradable, es rico en fibra, grasas
monoinsaturadas, vitaminas y minerales, lo que ha favorecido al crecimiento tendido y
constante del mercado en los Ultimos seis afos.

México, los Estados Unidos y la Republica Dominicana fueron los principales paises
consumidores de palta. Los paises con mayor consumo fueron México (17%), Estados Unidos
(16%), Republica Dominicana (10%), Indonesia (5%), Colombia (5%), Peru (4%), Brasil
(3%), China (3%), Kenia (3%) y Ruanda (3%). El resto de los paises representaron cerca del
31% del consumo mundial.

Entre los principales paises consumidores, se registraron altos niveles de consumo per
capita en la Republica Dominicana (54,6 kg/afio), cinco veces mas que el promedio mundial
de 10 kg/afio. En este pais, el consumo per capita aumentd rapidamente un 13,6% por afio
desde 2007-2016.

A nivel mundial, México es el mayor productor de palta con 1,89 millones de
toneladas al afio (2016), lo que representa alrededor del 34% de la produccion mundial. El
pais aumentd su produccion en un 65% total entre el 2007 y 2016, a expensas de expandir su
superficie destinada al cultivo de palta manteniendo un rendimiento bastante estable, cercano

al promedio mundial (10 tons/ha) y significativamente menor que en otros paises productores,
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como Republica Dominicana, Brasil, Indonesia y Peru, tal como se muestra en la Tabla IV.
Los paises productores que le siguen en orden de importancia son: Republica Dominicana
(0,6 millones de toneladas), Pert (0,45 millones de toneladas), Colombia (0,31 millones de
toneladas) e Indonesia (0,3 millones de toneladas) (FAOSTAT, 2016). En la Figura 2 se
muestran los 10 paises con mayor produccion de palta a nivel mundial, segun datos obtenidos
durante 2016 por la FAO.

Ademas de ser el principal productor, México se destaca por ser el mayor exportador,
aumentando afio tras afio sus volimenes enviados al mercado mundial, siendo los EE. UU. su

principal importador.

Paises con mayor produccion de palta en 2016

Fuente: FAOSTAT
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Figura 2: Paises con mayor produccion de palta en el 2016 (FAOSTAT, 2016)

Como puede observarse en la Figura 2, México destaca como el pais con mayor
produccién de palta en el mundo, con el 33,9% del total, siguiéndole Republica Dominicana
con 10,8%, Peru con 8,2%, Colombia con 5,6% e Indonesia con 5,5%. Estados Unidos, se

ubica octavo en el ranking con un 3,1% del total, sin embargo, se destaca por ser el principal
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importador de dicho fruto a nivel mundial, importando principalmente paltas de México y

exportando una parte de las mismas a Canada.

Tabla IV: Rendimiento (tons/ha) de los paises con mayor produccion de palta en el 2016

Ranking Pais Rendimiento (tons/ha)
1 Republica Dominicana 45,0
6 Brasil 18,0
7 Kenya 17,1
13 Indonesia 12,7
17 Perd 12,0
24 México 10,5
27 Colombia 8,8
34 Estados Unidos 7,4

40 China 6,1
55 Chile 4,6

Fuente: Estadisticas agricolas del aguacate (1961-2016) (FAOSTAT, 2016)

Los datos de la tabla IV se extraen de los registros estadisticos obtenidos por la FAO

en el 2016 y la cual se basa en un total de 74 paises censados donde existe plantacién de palta.

Republica Dominicana, segundo pais con mayor produccién de palta (2016), encabeza

el listado de los paises con mayor rendimiento con 45 tons/ha, lo que representa mas de cuatro

veces el rendimiento de México (10,5 tons/ha). Chile, por el contrario, siendo el noveno pais

con mayor produccién a nivel mundial, es de los paises con menor rendimiento (4,6 tons/ha).

Argentina, por otro lado, no se encuentra dentro de los principales productores de palta a nivel

mundial (10000 toneladas anuales), pero presenta un rendimiento moderado de 8 tons/ha en

promedio.

En la Figura 3 se reflejan los 10 paises con mayor rendimiento de palta en el 2016,

destacandose varios paises de Africa y otras pequefias islas, y quedando fuera México y Perd.
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Paises con mayor rendimiento de palta en 2016

Fuente: FAOSTA
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Figura 3: Paises con mayor rendimiento (tons/ha) de palta en el 2016 (FAOSTAT, 2016)

Como ya se menciond, las paltas son un producto muy comercializado en todo el
mundo, alcanzando exportaciones que supusieron un 32% de la produccién mundial total en
2016. La mayor variable que delimita actualmente el mercado son las grandes distancias entre
los principales paises productores de palta y los principales paises consumidores.

En 2016, la exportacion mundial de palta se expandié a 1.848.000 toneladas, lo que
equivalio a 4.281 millones de ddlares. En los ultimos afios la exportacion ha experimentado
un crecimiento constante, con tasas anuales promedio de +10,1% desde 2007-2016. Sin
embargo, esto fue resultado de un rapido aumento de la produccién entre 2012-2016,
impulsado en gran parte por el incremento de la oferta de México a los EE. UU. (principales
consumidores del fruto).

México, lider mundial en términos de exportaciones de palta, con una participacion de
aproximadamente 50% de las importaciones globales, en 2016, exporté 927.000 toneladas,

que representaron el 49% de su produccion total de paltas. De esta cantidad, el 75% se
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suministro a los EE. UU., donde las paltas mexicanas tuvieron una participacion del 74% en
el consumo total.

Ademas de México, los proveedores globales mas grandes en 2016 fueron Perd
(194.000 toneladas) y Chile (147.000 toneladas), con una participacion entre ambos del 18%
de las exportaciones mundiales. Los proveedores de mas rapido crecimiento entre 2007 y
2016 fueron México (mas de 13,4% anual) y Peri (més de 20% anual), mientras que las
exportaciones de Chile se mantuvieron practicamente igual. Los Paises Bajos también
mostraron una cifra considerable de exportacion con 148.000 toneladas. Sin embargo, todo
este volumen de exportacién proviene de fruto importado, ya que este pais no es productor de
paltas.

Los EE. UU. son los mayores importadores de palta de todo el mundo. En el 2016
importaron un total de 821.000 toneladas, lo que representd cerca del 43% de las
importaciones mundiales. Le siguieron, de lejos, los Paises Bajos (186.000 toneladas), Francia
(134.000 toneladas), el Reino Unido (96.000 toneladas), Espafia (87.000 toneladas), Canada
(78.000 toneladas) y Japdn (74.000 toneladas). Estos paises constituyeron los principales
destinos de las importaciones de palta, que en conjunto representaron otro 34% de las
importaciones mundiales. Sin embargo, mientras los EE. UU. importan paltas para el
consumo interno, los Paises Bajos exporta mas del 80% de los productos importados,
principalmente a Alemania y otros paises europeos (Mercado Mundial de Aguacate,

http://www.freshplaza.es, Agosto 2018).

1.2.2 Produccion de palta en Argentina

En nuestro pais, la produccién de palta se realiza principalmente en el Noroeste
Argentino (NOA), en las provincias de Salta, Jujuy y Tucuman. Es en esta zona en donde se
encuentra gran parte de la superficie plantada, debido a sus condiciones de suelo y clima para
lograr un producto satisfactorio. Entre las variedades que se cultivan, la predominante es la
variedad Hass, seguida de la variedad local Torres y en menor medida la variedad Lula
(Protocolo de calidad para paltas frescas, Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Alimentos, 2009). La superficie implantada ronda las 1.290 hectareas con una produccion
anual que asciende a 10.320 Toneladas, obteniendo rendimientos de entre 8 y 16 Tons/ha
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(Consumo de palta, http://www.senasa.gob.ar, Mayo 2018), segin la zona. ElI 75% de esa
produccion proviene de la provincia de Tucuman que tiene una superficie implantada de 800
hectareas, siguiéndole las provincias de Jujuy, Salta y Misiones (INTA EECT Yuto, Jujuy,
2018). La cosecha abarca principalmente los meses entre abril y julio, comenzando con la
variedad Lula desde abril a junio y la variedad Hass que inicia en mayo y puede extenderse
hasta el mes de septiembre. Entre primavera y fin de afio se cosecha la variedad Torres, que es
una variedad local no apta para la exportacion. Aparte de la produccién nacional, la mayoria
de la fruta que se consume en la Argentina es importada, principalmente desde México, Chile
y Per(. Tanto a nivel nacional como internacional, la variedad Hass es de las mas apreciadas
con un fuerte predominio en el mercado.

El consumo de palta en nuestro pais ronda los 100 gramos por habitante por afio, lo
que representa un valor bajo comparado con otros paises; por ejemplo, Chile tiene un
consumo de 3 kg por habitante por afio y México 10 kg por habitante por afio. Toda la
produccion nacional se destina Unicamente al consumo en fresco de la fruta que se
comercializa en cajas de 5 kg que es almacenada refrigerada y posteriormente transportada a
los distintos centros de consumo (Asociacion de Ingenieros Agronomos del Noroeste de Entre
Rios, 2015).

Para los productores de palta nacionales, queda implicito el cumplimiento de las
reglamentaciones vigentes sobre Buenas Practicas de Manufactura (BPM) para la sala de
empaque, condiciones para fruta fresca y envases descriptas en el Cddigo Alimentario
Argentino (C.A.A.) en el Capitulo I, II, XI, IV, Resolucién SENASA 756/97, Resolucion
SENASA 256/03, Resolucion SENASA 619/05 y Resolucion SENASA 803/05.

Segun el protocolo de calidad para paltas frescas establecido por la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos, dentro de los requisitos de calidad diferenciada
los requerimientos minimos que cada palta debe cumplir son los siguientes: Fruto bien
desarrollado, sin deformaciones severas, fruto sano y libre de enfermedades, madurez
apropiada, no poseer olores ni sabores extrafios, libre de materias extrafias (polvo, hojas,
ramas, piedras, etc.), exenta de heridas abiertas o no cicatrizadas, sin podredumbres, exentas
de signos de sobremadurez, libre de dafio por helada, exenta de desorden fisioldgico, libre de

dafios por animales y exenta de quemadura por exposicion al sol. La madurez comercial se
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determina en laboratorio midiendo el contenido de materia seca, que debe ser igual o0 mayor a

23% para poder cosechar el fruto. El exterior del fruto debe ser verde brillante, aspero y de

textura rugosa. El largo de pedunculo no debera ser superior a 1 cm., y de estar ausente, no

debera haber desagarrado la piel del fruto. Al perder presion y estar lista para el consumo la

pulpa debe ser facilmente separable de la céscara, de color amarillo cremoso, sin fibras, de

ligero sabor nogado. El tamafio de las paltas dependera de su destino y se deberan respetar los

calibres establecidos para su clasificacion segun lo que se establece en la Tabla V.

Tabla V: Relacién de escala de peso en funcién del calibre para la clasificacidn de las paltas.

Escala de peso (g) | Cddigo de calibres
781 - 1220 4
576 — 780 6
456 — 576 8
364 — 462 10
300 - 371 12
258 — 313 14
227 - 274 16
203 — 243 18
184 — 217 20
165 - 196 22
151 - 175 24
144 — 157 26
134 — 147 28
123 -137 30
80 - 123 S*

* Solo para la variedad Hass.

Fuente: Ministerio de Agroindustria
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1.2.3 Productos industrializados de palta

El consumo de palta a nivel mundial se ha incrementado en los ultimos afios y con ello
la cantidad de superficie plantada. Esto ha provocado que haya un incremento en los
volimenes de fruta que, por no cumplir con las especificaciones de calibre o tener defectos
menores, se comercializan en mercados domésticos o de manera informal. Si la tendencia
observada se mantiene en el futuro, la industrializacion de los remanentes de la produccién en
fresco podria tornarse entonces en una alternativa viable de mayor interés.

La palta posee una amplia posibilidad de usos como productos industrializados, por
ejemplo, pulpa como base para productos untables (ya sea frescas, refrigeradas o congeladas)
o pulpa en mitades o cubos, refrigerada o congelada. Dentro de dichas alternativas la mas
difundida es la pulpa congelada. Dichos productos pueden ser almacenados congelados
durante un periodo de hasta 8-10 meses, pero su calidad organoléptica comienza a decrecer a
partir de los 3 meses de almacenamiento congelado. Los productos congelados presentan al
ser descongelados una pérdida en las caracteristicas de textura y color que es facilmente
detectada por el consumidor. En estos productos industrializados es de especial interés el
control del proceso denominado pardeamiento enzimatico, debido a la presencia de las
polifenoloxidasas presentes en la fruta. En general se utilizan aditivos que actudn como
agentes antioxidantes para el control de dicho proceso de degradacion, siendo los mas
utilizados el bisulfito de sodio, el acido ascorbico, el acido isoascorbico y el acido citrico
(también empleado para la disminucion del pH del producto). Algunos productos
industrializados que se comercializan en la actualidad presentan también, un elevado nimero
de aditivos estabilizantes como gomas, alginatos y polifosfatos y otros agentes
antimicrobianos como el sorbato o benzoato de sodio o potasio. Los expertos sugieren que la
cantidad de aditivos empleados debera ser reducida en el futuro, debido a que existe una gran
tendencia por parte de los consumidores a consumir productos con menos cantidad de aditivos
agregados (Olaeta, 2003).
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1.3 Antecedentes de los métodos de preservacion de alimentos

1.3.1 Cambios durante el procesamiento y almacenamiento de productos

industrializados de palta

Cuando la palta es procesada, por ejemplo, cortada en mitades, cubos o incluso en
forma de puré la calidad nutricional y sensorial se ve afectada en forma répida y durante todo
el almacenamiento debido a la presencia y accién de enzimas oxidativas. La enzima
polifenoloxidasa (PPO) es la responsable de oscurecer el puré de palta debido a la oxidacién
de los compuestos fendlicos presentes. Ademas, la lipooxigenasa (LOX) afecta la calidad
nutricional degradando los &cidos grasos esenciales presentes, participando en la oxidacion de
compuestos carotenoides y posteriormente afecta la calidad sensorial generando aromas y
sabor indeseados. En el fruto también hay actividad hidrolitica por accion de las lipasas, las
cuales rompen los enlaces éster-acido graso en los triglicéridos generando &cidos grasos
libres, diacilgliceroles, monoacilgliceroles y glicerol. La generacién de estos &cidos grasos
por parte de las lipasas, aceleran las reacciones radicalarias de oxidacién. Los dos procesos,
dan como resultado la rancidez del puré de palta en forma muy rapida durante el
almacenamiento. Generalmente en la industria se emplea el uso de tratamientos térmicos para
la inactivacién enzimatica. Sin embargo, el empleo de dichos tratamientos en el puré de palta
afecta en forma negativa su calidad organoléptica, generando cambios en el color, sabor,
pérdida de vitaminas y de calidad nutricional. Como se mencion0 anteriormente la estrategia
mas comun para contrarrestar el efecto de las enzimas en los productos procesados de palta ha
sido durante mucho tiempo el empleo de aditivos antioxidantes (Jacobo-Velazquez et al,
2013).

Numerosos esfuerzos se han llevado a cabo a nivel de investigacion para mitigar el
efecto de la polifenoloxidasa, la lipoxigenasa y las lipasas presentes en la pulpa de la palta.
Entre ellos se destacan por ejemplo el empleo de luz pulsada en combinacién con
almacenamiento refrigerado durante 15 dias (Aguil6-Aguayo et al, 2014), el congelamiento y
posterior liofilizacion (Santos Souza et al, 2014), exposicion a ondas de ultrasonido (Bi et al,
2015) y el empleo de técnicas combinadas como el agregado de agentes quelantes y

modificacion de la atmosfera por agregado de nitrégeno o vacio (Soliva et al, 2001). A pesar
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de dichos esfuerzos, las estrategias tradicionalmente utilizadas, hasta el momento son las que
combinan el almacenamiento refrigerado en conjunto con la adicion de agentes acidulantes y
antioxidantes.

En funciéon de lo mencionado anteriormente y al interés creciente, se produjeron
muchas investigaciones para el posible reemplazo de los aditivos sintéticos por aditivos
extraidos de fuentes naturales. Las reacciones de oxidacion no son solo reacciones que
ocurren en productos alimenticios procesados, sino también en otras industrias como la de
cosméticos, la farmacéutica y la de polimeros plasticos. Los materiales vegetales y/o los
residuos de descarte de su produccion pueden ser fuentes potenciales de compuestos fendlicos
con propiedades antioxidantes, ademés de las otras propiedades anteriormente mencionadas
(Moure et al, 2001). En este contexto, Elez-Martinez y colaboradores (2005) emplearon a-
tocoferol en reemplazo al acido ascorbico, obteniendo buenos resultados sobre puré de palta
(cv. Hass) envasado al vacio y refrigerado durante 12 semanas de almacenamiento. Ademas,
otros aceites extraidos de fuentes vegetales se han utilizado para el mismo propdsito, por
ejemplo, agregado de extractos acuosos de col silvestre y ajo sobre puré de palta (cv. Hass),
en combinacion con envasado al vacio y almacenamiento refrigerado (Bustos et al, 2014;
Bustos et al 2015). Incluso se han estudiado los efectos de extractos liposolubles naturales,
como el extracto de tomillo, sobre paltas envasadas (cv. Hass y cv. Fuerte) en atmdsfera
modificada y refrigeradas (Sellamuthu et al, 2013).

1.3.2 Antecedentes del empleo de Altas Presiones Hidrostaticas (APH) en

productos de palta

Uno de los primeros antecedentes encontrados sobre el tratamiento por altas presiones
sobre el puré de palta se remonta a la década del "90. Weemaes y colaboradores (1998)
estudiaron el efecto de la combinacidn de presién junto con un tratamiento térmico sobre la
inactivacion irreversible de las polifenoloxidasas (PPO) presentes en la palta. En total
probaron alrededor de 100 combinaciones dentro del rango de 0,1 a 900 MPay 25 a 77,5°C y
informaron los valores de constante de velocidad y energia de activacion en funcion de la

presion y la temperatura de proceso. Los autores describieron la cinética de inactivacion
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enziméatica mediante APH y calor, como un proceso de primer orden para todas las
condiciones evaluadas. Segun lo informado en ese estudio, cuando se trabaja a temperatura
ambiente es necesaria una presion de 900 MPa durante un lapso de tiempo considerable (270
min) para lograr la reduccién de un ciclo decimal en el valor inicial de la actividad de la PPO.
También pudieron observar que hay un efecto antagonista al trabajar a temperaturas
superiores a 62,5°C y baja presion (menor a 250 MPa). Al analizar estos resultados,
observaron que la inactivacion de la PPO era demasiado lenta y sugirieron que seria necesario
aplicar otras estrategias para lograr una mayor inactivacion en menor tiempo. En otro trabajo
estudiaron el efecto de agregar dentro de la formulacién diferentes agentes antipardeantes,
tales como acido citrico, acido etilendiamintetracético (EDTA), cloruro de sodio o acido
benzoico trabajando a temperatura ambiente en todos los casos. Observaron entonces buenos
resultados trabajando a presiones de 700 MPa quedando solo una pequefia fraccion resistente
de PPO sin inactivar de alrededor del 10% del valor inicial (Weemaes et al, 1999).

Por otra parte, Lépez-Malo y colaboradores (1999), estudiaron los cambios de color, la
inactivacién microbiana y la actividad de la enzima PPO en puré de palta tratado por APH.
Exploraron presiones de 700 MPa, durante 10, 20 o 30 minutos con reduccién del pH por
agregado de acido citrico en el rango de 3,9 a 4,3 durante el almacenamiento a temperatura de
refrigeracion y ambiente encontrando que el producto obtenido se mantenia estable durante 60
dias con una actividad residual menor al 45% del valor inicial de la actividad de la PPO.

Estudios mas recientes afirman que un tratamiento de 600 MPa durante 3 minutos a
temperatura ambiente es suficiente para mantener las caracteristicas organolépticas y los
valores de algunos marcadores de la calidad nutricional (cuantificacion de carotenoides), sin
una pérdida significativa de los mismos, durante 40 dias almacenados en condiciones de
refrigeracion (4°C) y envasados al vacio (Jacobo-Velazquez y Hernandez-Brenes, 2012).
Trabajos més recientes sobre el puré de palta procesado por APH confirman las condiciones
experimentales sefialadas por Jacobo-Velazquez y Hernandez-Brenes (2012) pero los
esfuerzos estan enfocados en el reemplazo de los agentes antioxidantes como BHT, o BHA
por agentes antioxidantes de origen natural, como extractos de romero, tomillo y semillas de
uva. En todos los casos se recomendod el empleo de acido citrico que, si bien podria poseer

actividad antioxidante, su funcion principal es la disminucion del valor del pH del puré de
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palta hasta valores cercanos a 4,5 o inferiores. Ademas, luego del tratamiento por APH en casi
todos los articulos analizados combinan el envasado al vacio en bolsas plasticas utilizado
durante el proceso con la refrigeracion (4°C) para el almacenamiento, aunque esto no consista
en una condicion necesaria para su conservacion. En estas condiciones se encontré que el
producto puede mantenerse sin perder en forma significativa su calidad organoléptica durante
al menos 30 dias (Jacobo-Velazquez et al, 2013; Woolf et al, 2013).

En ciertos paises, como Chile, Guatemala, México y Estados Unidos, entre otros, ya se
ha comenzado a comercializar productos a base de palta preservados por tratamiento con
Altas Presiones Hidrostaticas, algunos con el agregado de conservantes como acido ascorbico,
y otros declarados 100% libre de preservantes, es decir, sin adicién de acidulantes ni
antioxidantes (Figura 4). Los mismos se pueden encontrar tanto refrigerados como

congelados.
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Figura 4: Ejemplos de productos a base de palta con procesamiento por APH, refrigerados, y
con adicion de antioxidantes y acidulantes (izquierda y centro) y sin adicion de aditivos
(derecha). Imagenes obtenidas de: https://www.food24.com/News-and-

Guides/Features/Avocado-on-the-go-20130613, https://www.vivanda.com.pe/quacamole-

vitta-clasico-paguete-225gr/p?sc=2, https://www.solostocks.com.co/venta-

productos/fruta/aguacates/quacamole-gordian-100-natural-como-en-casa-4653326
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1.4 Tecnologia de procesamiento mediante Altas Presiones Hidrostaticas
(APH)

Los métodos tradicionales de conservacion, tales como el tratamiento térmico o la
congelacidn, traen asociados efectos indeseados sobre los productos que se desean conservar.
Hoy en dia los consumidores prefieren alimentos que posean caracteristicas similares a las de
los productos frescos y con “etiquetas limpias” y es debido a ello que diferentes tecnologias
emergentes han sido revalorizadas y adoptadas por la industria, tales como: aplicaciéon de
campos eléctricos pulsados, irradiacion, empleo de luz pulsada de alta intensidad y empleo de
altas presiones hidrostaticas (APH), entre otras. La aplicacién de APH es un proceso de
conservacion no térmico cuyo uso en la industria de alimentos esta experimentando un
periodo de crecimiento comercial a nivel global. EI empleo de APH logra cumplir con los
requisitos de los consumidores tanto como los de las empresas manufacturadoras: seguridad
en la aplicacion, productos con etiquetas limpias, vida util extendida y alimentos de calidad
superior.

Como su nombre lo indica, éste método de preservacion consiste en exponer al
producto envasado (aplicacion indirecta, la mas difundida) a un alto nivel de presion (aplicado
en forma isostatica dentro de un espacio confinado y utilizando un fluido, generalmente agua,
como medio de presurizacion) en el rango de 100 a 900 MPa, durante un tiempo determinado
(generalmente entre 1 a 10 minutos).

Dicho tratamiento, se emplea frecuentemente de manera comercial en productos
semisolidos, como papillas y purés o liquidos, como jugos de frutas. Tambien alimentos
solidos, como carnes, pescados y listos para consumir constituyen un gran grupo de
productos de aplicacion de esta tecnologia. La figura 5 muestra los principales segmentos de

la industria que utilizan la tecnologia APH como medio de preservacién (Heinz et al, 2009).
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Figura 5: Utilizacion de conservacién por APH en diferentes segmentos de la industria de

alimentos (Heinz et al, 2009).

Algunas de sus ventajas radican en la reduccion de la carga microbiana (mencionada
anteriormente) y la inactivacion de enzimas que catalizan reacciones de deterioro, tales como
pueden ser las polifenoloxidasas responsables del denominado pardeamiento enzimatico o las
peroxidasas responsables de la oxidacién de lipidos (San Martin et al 2002; Guerrero-Beltran
et al, 2005). Ademas el tratamiento por APH no altera los compuestos de bajo peso molecular
ni uniones covalentes, por lo que los productos tratados resultan con pocos cambios en el
color, el sabor y el aroma en comparacion con otras tecnologias. Como resultado de estas
ventajas, los productos tratados mediante esta tecnologia presentan una vida Util mas
prolongada. Si bien los efectos de reduccion microbiana dependen de la matriz, se han
logrado reducciones de alrededor de 5 ciclos decimales en los recuentos de patdgenos de los
géneros Salmonella, Listeria, Staphylococcus y Vibrio. En contraste con el tratamiento
térmico, el proceso de APH permite un efecto uniforme e instantaneo en el producto que es
tratado independientemente de su geometria o tamafio (Torres y Velazquez, 2005). Se ha
demostrado que la eficacia del proceso de APH como estrategia de preservacion se ve
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ampliamente magnificada cuando actda sinérgicamente con una segunda barrera como lo es el
descenso del pH del producto, al aplicar en paralelo algin agente acidulante.

El empleo de APH fue adoptado y adaptado a partir de su uso en la industria de
materiales cerdmicos. Las variables del proceso (nivel de presion, tiempo de mantenimiento)
dependen del producto que se desea procesar, la temperatura y el fluido transmisor de la
presion (generalmente agua). EI proceso en si es bastante simple, el alimento envasado, ya sea
liquido o solido, es sometido a presiones superiores a los 100 MPa, pudiendo alcanzar
presiones de hasta 900 MPa. Comercialmente el rango de presiones mas utilizado es entre 300
y 600 MPa.

Plug 1 Plug 2

—=> = High pressure vessel =>
b
! 4

Product in Product out

| J Pressure intensifier

s \Nater supply path

s 0| path

s High pressure water path b_l

Figura 6: Esquema simplificado de equipo APH. Incluye camara de alta presion,
intensificadores de presion, tanque de agua y circuito de aceite.
(Aganovic et al, 2016)

El tratamiento es aplicado durante un lapso previamente estipulado en un espacio
confinado (recipiente o cilindro de alta presion), que contiene un fluido (generalmente agua o
una mezcla de agua y alcohol) que actia como medio de transmision de la presion. La presion
es ejercida en forma isostatica, esto significa, que es ejercida en todas las direcciones, lo cual
implica que los alimentos sélidos pueden conservar su forma original. La presion entonces es
mantenida durante el tiempo deseado y luego desciende hasta llegar a la presion atmosférica.
La combinacion de valor de presion y cantidad de tiempo es dependiente del producto y el

efecto que se desea, inactivacién microbiana o inactivacion enzimatica.
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Para alcanzar estos altos niveles de presion se utilizan uno o mas intensificadores de
presion (Figura 6). La cdmara de alta presion, donde se coloca el producto, se llena con el
fluido presurizador a presion atmosférica y se libera el aire contenido en la misma. Para
generar la compresion se utiliza energia eléctrica, que alimenta las bombas intensificadoras
las cuales magnifican la presion mediante un piston de diferentes areas, lo que genera el
incremento de la presion del fluido que ingresa a la camara hasta alcanzar el nivel de presion
de trabajo o regimen, la cual es mantenida por el tiempo estipulado, luego se libera
gradualmente la presién y el proceso se da por concluido.

La adquisicion del equipamiento, exige de una importante inversion inicial. A pesar de
este costo, la amortizacion del equipo a largo plazo, la obtencién de productos de mejor
calidad nutricional y sensorial y las tendencias de consumo han aumentado su demanda. Hoy
en dia existen equipos de APH con diversas capacidades, algunos méas reducidos, con
camaras de menos de 1L de capacidad, disefiados para pruebas experimentales y de
desarrollo, hasta los mas grandes que ofrece el mercado, que permiten procesar hasta 3000 kg
de producto por hora. Todos ellos varian en la capacidad y forma de carga y descarga de la
camara, pero funcionan por el mismo principio; lo que implica producciones tipo “batch”,
impidiendo la carga continua de producto, debido a que la camara debe permanecer
herméticamente cerrada durante el periodo de mantenimiento de la presién. Para mayor
productividad se han disefiado algunos equipos con bocas opuestas de carga y descarga y
rieles que permiten la carga de productos en canastos como muestra la figura 6.

Para poder tolerar un tratamiento tan extremo, que puede alcanzar hasta 9000 veces la
presion atmosférica, los alimentos o productos que ingresen al equipo de APH, deben estar
contenidos en un packaging especial. Por lo general, se trata de envases plasticos flexibles
siendo recomendado el polipropileno. Es importante que los empaques estén llenos al menos
al 90% de su capacidad para evitar fracturas o estallidos en el tratamiento. Los decorados y
rotulos también deben ser disefiados de modo que no se vean alterados por el fluido o las
presiones de tratamiento. La figura 7 muestra algunos ejemplos de envases utilizados para

envasar productos tratados por APH.

Pagina 31 de 97



EVALUACION DE PURE DE PALTA TRATADO MEDIANTE ALTAS
PRESIONES HIDROSTATICAS Y EMPLEANDO EXTRACTOS NATURALES

Grimaldi, Giuliano y Ohanian Dergazarian, Maria Victoria

Figura 7: Envases utilizados para alimentos sometidos a tratamiento de APH.
Iméagenes obtenidas de https://universalpure.com/capabilities/#benefits-of-hpp

1.5 Acciones enzimaticas de deterioro

Cuando los tejidos de las frutas u hortalizas se dafian, enzimas como peroxidasas,
polifenoloxidasas, glicolasas, estearasas y lipoxigenasas entran en contacto con los sustratos,
produciendo la degradacion y transformacion de los componentes celulares, generando en
consecuencia cambios en el color y la percepcion de la calidad en los alimentos.

1.5.1 Polifenoloxidasa (PPO)

El grupo de enzimas conocido como fenolasas, relne varias enzimas e isoenzimas que
producen oscurecimiento en alimentos de origen vegetal. En las plantas se hallan unidas a la
membrana tilacoide, tendrian un rol importante en la resistencia a la infeccién de virus,
bacterias y hongos cuando se ve dafiada mecanicamente (Queiroz et al, 2008)

El resultado de las reacciones de pardeamiento enzimatico son macromoléculas con
estructuras complejas llamadas melaninas, derivados de la copolimerizacion de diversos
compuestos denominados quinonas. Las melaninas varian en su color desde el amarillo hasta
el marron oscuro, segun la intensidad de transformacion de las quinonas.

La figura 8 muestra el mecanismo de reaccion de las fenolasas. En primer lugar, los
monofenoles presentes pueden hidroxilarse, formando difenoles o polifenoles. En segundo

lugar, un difenol es oxidado enziméaticamente en presencia de oxigeno por la accién de la
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catecolasa o polifenoloxidasa, utilizando i6n Cu™ para llevar a cabo la reaccion. Por ultimo,

las quinonas formadas pueden polimerarse para formar melanina.

OH OH

[ OH
E [l‘.n]
(a)

Enzyme 1 NZy ml.
2 Cu’ 2Cu’

Monophenol Diphenol uinone

AL — 200y

Melanina
H

Figura 8: formacion de melanina a partir de compuestos fendlicos por accion enzimatica.
(Badui, 2006).

En células intactas existe un microambiente anaerébico que impide el funcionamiento
de la enzima. Por otro lado, enzima y sustrato se encuentran separados. Hay numerosos
sutratos naturales: mono, di o polifenoles.

Entre las formas mas comunes de evitar la accion de esta enzima a nivel comercial, se
encuentran: el tratamiento térmico, adiciéon de sulfitos y/o de &cidos y la creacion de un

ambiente anaerdbico de conservacion (Badui, 2006).

1.5.2 Lipooxigenasa (LOX)

El nombre de lipooxigenasas o lipoxidasas (LOX) se utiliza para denominar a un
grupo de enzimas responsables de la oxidacion de compuestos de caracter insaturado como lo
son los acidos grasos libres, triacilgliceridos, pigmentos y vitaminas. Suele tener
concentraciones importantes en alimentos con altos contenidos grasos como la palta.

Su presencia en frutas y hortalizas se explica por la funcién benéfica que cumple en el
metabolismo de estos alimentos. Actla en la sintesis de diversos alcoholes y aldehidos

caracteristicos de los productos frescos (Badui, 2006).
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En la oxigenacion o peroxidacion de acidos grasos, su mecanismo de accion suele
estar dirigido a sustratos especificos, acidos grasos con instauracion no conjugada cis-cis-1,4-
pentadieno (Figura 9). La enzima extrae un atomo de hidrogeno del carbono central del
sistema de insaturacion, produciendo un radical &cido graso cuya resonancia le permite
establecer dos formas. Cada uno de estos radicales toma una molécula de oxigeno y se
isomeriza en los hidroperoxidos cis-trans. Estos peréxidos pueden continuar por diversas vias
(enzimaticas o no) de degradacion, de las que derivan varios compuestos, algunos de los

cuales son tan reactivos que pueden inhibir la actividad de la enzima LOX.

—~CH=CH-CH,—-CH=CH—
Figura 9: sistema de insaturaciones no conjugado cis-cis-1,4-pentadieno
(Badui, 2006).

Estos compuestos generados por la accion de la enzima, se convierten en sustratos
para la hidroperoxido liasa, alcohol deshidrogensa y otras isomerasas. La LOX afecta en un
primer lugar, la calidad nutricional de los alimentos destruyendo los &cidos grasos esenciales
y co-oxidando carotenoides. En un segundo lugar, afecta la calidad sensorial ya que por la
rotura oxidativa de los dobles enlaces de &cidos grasos insaturados se producen aldehidos y
acidos carboxilicos de cadena mas corta y mas volatiles, que dan olores y sabores

desagradables (Jacobo-Velazquez et al, 2010).

1.6 Antioxidantes

1.6.1 Antioxidantes y especies reactivas de oxigeno (ROS) en el organismo

Para comprender qué son los antioxidantes y de qué manera actdan en el organismo, es
importante conocer primero el concepto de oxidacion y su relacion con las especies reactivas
de oxigeno.

El proceso de oxidacion se presenta cuando un atomo inestable pierde un electron y
forma un nuevo compuesto al combinarse con otro elemento; y si esto ocurre en un sistema
bioldgico causa un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas del oxigeno, y la
capacidad para limpiar el organismo de sustancias nocivas. El término colectivo especies

reactivas de oxigeno (Reactive Oxigen Species, ROS en inglés) hace referencia no solo a

Pagina 34 de 97



EVALUACION DE PURE DE PALTA TRATADO MEDIANTE ALTAS
PRESIONES HIDROSTATICAS Y EMPLEANDO EXTRACTOS NATURALES

Grimaldi, Giuliano y Ohanian Dergazarian, Maria Victoria

UADE

compuestos radicales que contienen oxigeno como el radical hidroxilo (OH°); el radical
superoxido (02°-) y el radical 6xido nitrico (NO°®), sino también a los compuestos derivados
del oxigeno no radicales que son oxidantes y/o que se convierten facilmente en radicales
libres como el perdxido de hidrégeno (H202) y el ozono (0O3) (Hartwig, 2015). Como puede
verse, aunque el oxigeno sirve para producir energia en el organismo, pequefias porciones de
este elemento producen los radicales libres (ROS) que se forman de manera normal a través
de una serie de reacciones bioquimicas esenciales para el organismo (propias del metabolismo
bioldgico) (Ramirez et al, 2012; Salinas, 2015).

En circunstancias normales, existe un equilibrio en el organismo entre las especies
reactivas del oxigeno y los sistemas de defensa antioxidante. Cuando dicho equilibrio se ve
alterado, ya sea por una elevada concentracion de ROS o porque las concentraciones de
antioxidantes se hallan disminuidas, se produce lo que se denomina “estrés oxidativo”,
condicion del organismo en la cual hay un desequilibrio oxidantes/antioxidantes. Esto puede
desencadenarse por radiacion solar, respuestas inflamatorias e inmunoldgicas, déficit de
vitaminas, alcoholismo, tabaquismo, entre otros (Hartwig, 2015; Salinas, 2015).

Los antioxidantes, a pesar de que se encuentran en bajas concentraciones dentro del
organismo, tienen la capacidad de retrasar el comienzo o reducir la velocidad de oxidacion de
aquellos sustratos que son autooxidables. Como sustrato oxidable se pueden considerar casi
todas las moléculas organicas o inorganicas que se encuentran en las células vivas, como
proteinas, lipidos, hidratos de carbono y las moléculas de ADN. Debido a que eliminan y/o
estabilizan los radicales libres sobrantes y las especies reactivas del oxigeno (ROS), logran
bloguear parte del dafio y/o deterioro provocado por la oxidacién (Douglas W. Wilson, 2017).

Los radicales libres son especies quimicas en cuya estructura presentan un electrén
desapareado o impar en el orbital externo, pudiendo provocar cambios celulares y genéticos
debido a su gran inestabilidad y alta reactividad. Presentan una vida media relativamente corta
por lo que acttan cercano al sitio donde se forman. Para lograr la estabilidad reaccionan con
moléculas de su alrededor dando lugar a nuevas especies reactivas, lo que genera una reaccion
en cadena que puede llegar a dafiar los constituyentes celulares si los antioxidantes no

intervienen (Fullana y Gonzalez Gebhard, 2016).
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Si bien el cuerpo genera radicales para su propio uso (controlar el tono muscular,
eliminar bacterias, regular la actividad de 6rganos y vasos, etc.), al mismo tiempo genera los
antioxidantes necesarios para eliminar los radicales libres que sobran.

El problema empieza cuando hay un exceso de radicales libres que no se destruyen.
Situaciones como el ejercicio fisico intenso, la contaminacion ambiental, el tabaquismo, las
infecciones, el estrés, dietas ricas en grasas y la sobre exposicion al sol pueden ser posibles
detonantes de esta sobreproduccién de radicales libres; la cual podria estar implicada en
muchas enfermedades importantes como el cancer, el Alzheimer, enfermedades respiratorias
o cardiovasculares (Beckman y Ames, 1998). Es aqui entonces donde los antioxidantes
intervienen, encargandose de balancear los radicales libres necesarios para fines funcionales
contra los que producen estrés oxidativo. Aparte de los antioxidantes propios del organismo,
un nutriente tiene propiedades antioxidantes cuando es capaz de neutralizar la accion oxidante

de la molécula inestable de una ROS sin perder su propia estabilidad electroquimica.

1.6.2. Accidn de los antioxidantes

Los antioxidantes, segn su procedencia, pueden ser enddgenos: producidos por el
mismo organismo como un mecanismo de defensa intrinseco; o exdgenos: aportados
principalmente por los alimentos (vitaminas en su mayoria). A su vez, los antioxidantes
enddgenos pueden clasificarse, segln su naturaleza, en enzimaticos (superéxido dismutasas,
catalasas, peroxidasas, etc) y no enzimaticos (acido drico, melatonina, etc) (Tabla VI). Todos
ellos tienen diferentes mecanismos de accion; unos impiden la formacion de los radicales y/o
especies reactivas, por lo que aportan a un sistema de prevencion, mientras otros inhiben la
accion de los radicales, lo que se denomina sistema barredor; y otros favorecen la reparacion
y la reconstitucion de las estructuras bioldgicas dafiadas, 1o que se conoce como sistema de
reparacion (Salinas, 2015).

En sintesis, cualquiera sea su procedencia o naturaleza, los antioxidantes pueden
prevenir o retardar la oxidacion de un sustrato bioldgico, y en algunos casos revertir el dafio
oxidativo de las moléculas afectadas. Segun el mecanismo de accion, se clasifican en:

e Antioxidantes primarios o preventivos: actlan al comienzo de una cadena de

oxidacion, inhibiendo la fase de propagacion por reaccién con radicales libres y
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convirtiendo a estos Gltimos en compuestos mas estables gracias a que les donan

electrones o hidrogenos. Ej.: las enzimas superoxido dismutasa, glutation peroxidasa,

catalasa; tocoferoles, etc.

e Antioxidantes secundarios (chain-breaking): bloquean o interrumpen alguna etapa de

la cadena de oxidacion una vez iniciada, removiendo el oxigeno de los sistemas

cerrados. También retrasan la oxidacion mediante regeneracion de antioxidantes

primarios o por quelacion de metales, los cuales aceleran el proceso de oxidacion por

catalisis (principalmente cobre y hierro). Ej.: acido ascérbico, lecitina, acido citrico,

etc.

Los diversos mecanismos implican: la interaccién directa con especies reactivas; la

prevencion de la formacion enzimatica de especies reactivas; la prevencion de la formacion de

especies reactivas dependientes de metales (como agentes quelantes); o bien la activacién o

induccion de la actividad de enzimas antioxidantes (Finley, J. W. et al, 2011; Fullana y

Gonzalez Gebhard, 2016).

Tabla VI: Ejemplos de antioxidantes enddgenos y exdgenos

Antioxidantes Enddgenos Antioxidantes Exdgenos
Enzimaticos No enzimaticos Vitaminas Otros
- Fitoquimicos

- Glutation (Flavonoides,

peroxidasa - Acido Urico - Vitamina C Catequinas, Tioles)
- Superdxido - Coenzima Q10 - Vitamina E - Agentes

dismutasa (ubiquinona) - Carotenoides quelantes (EDTA,

- Catalasa acido citrico)

Si bien los antioxidantes pueden actuar neutralizando los radicales libres sobrantes en

el organismo, el objeto del presente proyecto fue estudiar la funcion tecnoldgica de los

antioxidantes, es decir

particularmente en puré de palta.

como aditivo utilizado en la preservacion de los alimentos,

Pagina 37 de 97



EVALUACION DE PURE DE PALTA TRATADO MEDIANTE ALTAS
PRESIONES HIDROSTATICAS Y EMPLEANDO EXTRACTOS NATURALES

Grimaldi, Giuliano y Ohanian Dergazarian, Maria Victoria

UADE

1.6.3. Antioxidantes y oxidacion en alimentos

En tecnologia de alimentos, los antioxidantes son definidos como sustancias que
previenen o retardan la oxidacion de los lipidos, una de las principales causas de deterioro de
los alimentos. Este proceso es responsable de la formacion de compuestos quimicos que
pueden afectar negativamente la calidad del alimento (nutrientes, flavor, textura y color)
ademas de que algunos pueden resultar toxicos (Finley y Given, 1986; Huang et al, 2005). El
grado de deterioro depende del tipo de grasa o de aceite; en términos generales, los lipidos
que maés facilmente se afectan son los de origen marino, seguidos por los aceites vegetales y
por ultimo, las grasas animales.

Los antioxidantes, por lo tanto, ya sea que se encuentren o adicionen en ciertos
productos, ayudan a mantener las caracteristicas fundamentales de los alimentos, el nivel de
nutrientes, la textura, el color, el sabor, el aroma y su frescura (Huang et al, 2005).

Para evitar el deterioro de los lipidos, puede agruparse a los antioxidantes en dos
categorias:

e Antioxidantes tipo I: se incluye en este grupo aquellas sustancias capaces de

interrumpir la cadena de radicales cediendo un hidrégeno a un radical lipidico libre y
quedando ellos en forma de radical. Como consecuencia, disminuye el nimero de
radicales libres y desciende la velocidad de la oxidacion. Los antioxidantes en forma
de radical son estables y no reaccionan con los lipidos, sino que lo hacen con otras
moléculas similares, dando lugar a productos no radicales, o bien a quinonas.
Ejemplos: BHA (butilhidroxianisol), BHT (butilhidroxitolueno), tocoferoles.

e Antioxidantes tipo Il: son compuestos que actlan impidiendo o disminuyendo la

formacion de radicales libres. Los mas utilizados son los agentes quelantes de los
metales, tales como el EDTA, &cido citrico y ascérbico; y ademas potencian la accion
de los antioxidantes de tipo I. La accion de los mismos depende del pH y de la

temperatura, ya que estos parametros gobiernan la estabilidad del complejo formado.

Una “tercera categoria” (Antioxidantes tipo III) podria incluir a aquellos
procedimientos fisicos que protegen a los alimentos de la oxidacién, basandose en el control

del contenido de oxigeno, de la humedad relativa y de la temperatura.
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Para evitar el contacto del alimento con el oxigeno, se utiliza el envasado al vacio o en
atmosferas de nitrégeno. Por otro lado, cuanto menos contenido acuoso presente el alimento,
siendo recomendable un Aw proximo a 0,2 ya que la rancidez se desarrolla rapidamente tanto
a niveles de humedad muy altos como muy bajos, y menor sea la temperatura del medio, la
velocidad de oxidacion serd menor. Por Gltimo, se aconseja proteger a los alimentos oxidables

de la luz, ya que la misma afecta ciertas etapas de la oxidacion (Badui, 2006).
1.6.4. Efectos de la oxidacion de lipidos en alimentos

1.6.4.1 Sabores oxidados

El efecto inmediatamente reconocible de la oxidacion de los lipidos en los alimentos
es el desarrollo de olores y sabores indeseables. Los productos "“rancios” de la oxidacion de
lipidos son en su mayoria compuestos carbonilicos de cadena corta, formados como resultado
de la descomposicion de los perdxidos. La aparicion de “flavors” rancios en productos lacteos
se debe fundamentalmente a la autooxidacion; por ejemplo, en el caso de la leche liquida, el
sustrato esta representado por los fosfolipidos y la reaccion es catalizada por vestigios de
hierro o de cobre; en cambio en la leche en polvo, la autooxidacion afecta fundamentalmente
a los cidos grados de los triglicéridos. Segun Jayathilakan et al (2007), las papas, cuando son
cocidas en agua a ebullicion y luego almacenadas en frio, desarrollan rapidamente un sabor no

agradable como resultado de la actividad de la lipoxigenasa (Hartwig, 2015).

1.6.4.2 Perdidas de vitaminas liposolubles y pigmentos

La oxidacion de lipidos en alimentos ricos en vitaminas liposolubles (A, D, E y K)
suele ir acompafada de pérdidas en dichos compuestos por reacciones catalizadas que
involucran la presencia de radicales libres. La vitamina E, por ejemplo, actia como
antioxidante y es consumida durante el periodo de induccion de las reacciones de
autooxidacion. La oxidacion de los lipidos también puede afectar indirectamente el color de
los alimentos; un tipico ejemplo lo constituyen los pigmentos carotenoides y clorofilas por

reaccion con los hidroperoxidos.
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1.6.4.3 Efecto sobre proteinas

Los productos de la oxidacion lipidica pueden reaccionar con las proteinas presentes
en el alimento provocando la polimerizacion de las proteinas con un significativo aumento del
peso molecular de las mismas. Existen varios grupos en la molécula de proteina capaces de
convertirse en radicales libres mediante la pérdida de un atomo de hidrégeno ante la accion de
un radical libre de origen lipidico. Por lo mismo, la interaccion entre lipidos oxidados y
proteinas afecta negativamente al valor nutricional y a la funcionalidad de las proteinas en
sistemas alimenticios debido a la desnaturalizacion de las proteinas con la consiguiente
disminucion de su solubilidad y de su capacidad de retencion de agua, pudiendo generar

también ciertos cambios texturales (‘“hardening texture”) (Hartwig, 2015).

1.6.5. Antioxidantes en la industria alimentaria

En el area de alimentos, existen tanto antioxidantes naturales como sintéticos, estos
altimos utilizados generalmente en la industria alimenticia como aditivos alimentarios. El uso
de antioxidantes no sélo permite mantener la calidad normal de un producto, sino también
extender su vida util.

Los primeros antioxidantes utilizados fueron de origen natural, pero al transcurrir los
afios, éstos fueron reemplazados por sustancias sintéticas, mas baratas, de pureza controlada y
con una capacidad antioxidante mas uniforme. Debido a su alto grado de estabilidad, eficacia
y ventaja econdémica, los antioxidantes sintéticos se volvieron los méas utilizados por la
industria alimenticia.

Sin embargo, en los ultimos afios, el uso de aditivos alimentarios de origen sintético ha
sido cada vez mas cuestionado por los consumidores. En consecuencia, la industria
alimenticia esta volviendo a utilizar aditivos naturales como antioxidantes. Los mismos estan
conquistando el mercado progresivamente y su accion esta correlacionada al contenido de
compuestos fendlicos que actian como aceptores de ROS, ademas de actuar en los procesos
oxidativos catalizados por metales. Estudios toxicologicos han demostrado la posibilidad de
que ciertos antioxidantes sintéticos presenten efectos toxicos y sean promotores de algunos

tipos de cancer, entre otros efectos fisiol6gicos (Ardestani y Yazdanparast, 2007). Por esa
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razén, varias investigaciones han buscado encontrar antioxidantes naturales, con la finalidad

de sustituirlos en los alimentos (Valenzuela y Nieto. 2000)..

1.6.6 Clasificacion de antioxidantes

1.6.6.1. Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos son propiamente donadores de protones, como el
butilhidroxianisol (butilhidroxianisol, BHA), el butilhidroxitolueno (butilhidroxitolueno,
BHT), la 2,4,5-trihidroxibutirofenona (THBP), el 4-hidroximetil-2,6-ditertbutilfenol, la
tertbutilhidroquinona (butilhidroquinona terciaria, TBHQ) y los galatos (figura 10). Estos
compuestos no detienen la formacion de los radicales, sino que reaccionan con ellos, los
estabilizan y producen radicales de antioxidante menos activos. Es decir, se consumen en la
reaccion y, por lo tanto, la estabilidad del lipido siempre va a depender de la cantidad residual
(Badui, 2006).

BHA BHT
OH OH
(CHa3):C C(CH3)s
> C(CHa,
OCH; CHa
TBHQ
OH
C(CH3)s
OH

Figura 10: estructura quimica de los antioxidantes sintéticos
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El BHA y BHT son muy poco solubles en agua, pero solubles en etanol, aceites y
parafinas. Son considerados mas efectivos en las aplicaciones con grasas animales que con
aceites vegetales, pudiendose encontrar también en aplicaciones como protectores del color y
del aroma de aceites esenciales. Ambos son estables al calor (temperaturas de frituras y
horneado) por lo que suelen usarse como protectores de lipidos en productos de confiteria con
contenido graso (horneados vy fritos); y ademas, suelen utilizarse en combinacion debido al
efecto sinérgico resultante.

El TBHQ es muy poco soluble en agua y muy soluble en grasas y aceites. ES
considerado el mejor antioxidante para las aplicaciones de frituras y en aceites vegetales, pero

resulta poco eficaz en los procesos de panificacion u horneado.

1.6.6.2. Antioxidantes Naturales

Al contrario de los antioxidantes sintéticos, los naturales se encuentran en plantas y en
diversos alimentos, y se manifiestan en forma de micronutrientes, como son las vitaminas y
minerales y en otras sustancias “no nutrientes”, como los flavonoides o polifenoles. Las
figuras 11, 12, 13 y 14 muestran las estructuras quimicas de las vitaminas A, C, E y Beta-

caroteno, siendo estos los antioxidantes mas comunes y abundantes en una dieta balanceada.

H3C CHs CHg CHs

\\\\OH

CH3

Figura 11: estructura de la Vitamina A

Figura 12: estructura de la Vitamina C
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CHa

Figura 13: estructura de la Vitamina E

Figura 14: estructura del Beta-caroteno

En la Tabla VII se detallan algunos de los antioxidantes naturales y las fuentes

alimenticias donde pueden encontrarse.

Tabla VI1I: Antioxidantes naturales presentes en alimentos

Antioxidante

Alimento

Vitamina A

Leche, huevo, carnes

Vitamina C

Kiwi, citricos, pifia, espinaca, tomate, pimiento

Beta-caroteno

Zanahoria, pimientos, acelga, espinaca, brocoli, calabaza

Luteina y zeaxantina

Verduras de hoja verde, brocoli, palta

Vitamina E Frutos secos (nueces), palta, germen de trigo, aceites vegetales
Licopeno Tomate
Antocianos Uvas, manzanas, frutos rojos (fresas, arandanos, moras)
Catequinas Té verde, Cacao
Taninos Uvas
Coenzima Q Espinaca, atin, algunos maricos y pescados
Tioles Cebolla, ajo
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1.6.7. Antioxidantes en la palta

Como se menciond en la seccidn 1.2 acerca de los beneficios del consumo de palta,
este fruto presenta un gran poder antioxidante, el cual proviene de su contenido de
fitoesteroles, carotenoides y tocoferoles principalmente. Debido a que es fuente de vitamina
E, antioxidante por excelencia dentro de los antioxidantes naturales presentes en alimentos, se
detalla debajo sus caracteristicas y propiedades.

Vitamina E: es una vitamina liposoluble que se puede encontrar de 8 formas distintas.
Cuatro de ellas son diferentes isomeros de tocoferoles y las 4 restantes son denominadas
tocotrienoles. Todos los isdbmeros tienen anillos aromaticos con un grupo hidroxilo, el cual
puede donar un atomo de hidrogeno para reducir las ROS de los compuestos que componen
las membranas. Al ser liposolubles, su efectividad se ve favorecida ya que las membranas
celulares estdn formadas por lipidos, por lo que penetran mas facilmente en las mismas y
eliminan asi los radicales libres.

Existen formas alfa a, beta 8, gamma vy, y delta & (para ambos isémeros), siendo el a-
tocoferol la forma mas comdn, abundante y activa de la vitamina. Este ayuda a prevenir o
retrasar enfermedades coronarias limitando la oxidacion del LDL (colesterol “malo”) y
previene también la formacion de los coagulos en la sangre. Ademas de hallarse en gran
cantidad en la palta, sus niveles son muy abundantes en semillas oleaginosas, nueces, mani y
aceitunas.

Por otro lado, en cuanto a la semilla de la palta, aunque al momento no existan
suficientes investigaciones que avalen su potencial poder antioxidante, como si las hay sobre
las semillas de otros frutos como los citricos, uvas, mango y canola, en donde se ha logrado
determinar e identificar sus compuestos antioxidantes (Soong y Barlow, 2004), algunos
estudios han intentado demostrar su capacidad antioxidante de modo que puedan identificarse
nuevos antioxidantes naturales, mas econémicos y efectivos que los ya conocidos, para
incorporarse en los alimentos.

Estudios fitoquimicos previos realizados sobre la semilla de palta han identificado
diferentes clases de metabolitos entre los que se encuentran glucésidos del acido abscisico,
importantes en la maduracion del embrion, fitosteroles, triterpenos, acidos grasos con enlaces

oleofinicos y acetilénicos, &cidos furanoicos, dimeros de flavanoles, proantocianidinas
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oligomericas, polifenoles y antocianinas. Por otra parte, los extractos de semillas obtenidos
empleando acetona/agua/acido acético han mostrado actividad frente al ensayo de absorbancia
del radical oxigeno (ORAC) y la inactivacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
(Polania, 2014).

1.6.8. Antioxidantes en la cebolla

La cebolla, perteneciente al género Allium junto con el ajo y el puerro, entre otros,
posee nUMerosos componentes bioactivos con grandes propiedades, dentro de ellas, la de ser
antioxidante.

Posee compuestos azufrados (tioles) que son los que le confieren el olor y sabor tan
caracteristico y que a su vez tienen un efecto mucolitico. Por otro lado, cuenta con
flavonoides, principalmente quercetina, los que sintetiza para su propia defensa. Ambos
componentes (los azufrados y los flavonoides) tienen una importante funcion antioxidante,
antiinflamatoria y antimicrobiana (Carbajal, 2016).

La cebolla es una de las principales fuentes del flavonoide ya mencionado, quercetina
(Figura 15), siendo en promedio su contenido de 347 mg/kg de cebolla, 5 a 10 veces mas que
cualquier otro vegetal (Lachman, J. et al, 2003).

OH O

Figura 15: Estructura quimica de la quercetina

El otro grupo de compuestos polifendlicos presente en la cebolla son los acidos
fenolcarboxilicos, como el cafeico, ferdlico, p-hidroxibenzoico, p-cumaérico, entre otros.

También es significativa la presencia del aminoacido tirosina.
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1.7 Aspectos cromaticos

1.7.1 Pigmentos naturales

Los alimentos elaborados a partir de ingredientes de origen natural adquieren su color
caracteristico debido a los pigmentos que contienen. Algunos de los pigmentos se producen
durante su manipulacion o durante el procesamiento, como sucede en la caramelizacion o en
las reacciones de Maillard, otros colores pueden ser modificados en procesos como la
fermentacion. Estas sustancias responsables de la coloracion de un alimento cuentan con un
grupo cromoforo, una parte de la molécula que es capaz de absorber energia y excitarse, luego
los electrones de la molécula vuelven a su estado basal y liberan la energia a diferentes
longitudes de onda dentro del espectro visible, haciendo que el ojo humano capte asi el color.

Entre los principales pigmentos naturales en los alimentos se encuentran los
carotenoides, clorofilas, pigmentos fendlicos: flavonoides, antocianinas y taninos,
hemopigmentos, otros. En la mayoria de los casos, los pigmentos naturales cumplen una
funcion bioldgica en el organismo donde se encuentran, por ejemplo: la clorofila actda en la
fotosintesis y la mioglobina en el almacenamiento de oxigeno en el musculo (Badui, 2006).

Los colores caracteristicos de la pulpa de palta (verde, amarillo) se deben
principalmente a la presencia de clorofila, carotenoides y antocianinas (Ashton et al, 2006).
Mientras que en la cebolla también hay flavonoides (Lachman et al 2003).

Lu et al (2005) han encontrado que la pulpa de palta Hass Madura, contiene los
siguientes pigmentos y concentraciones (por gramo de pulpa) 2,93 ug/g de luteina, 0,11 pg/g
zeaxantina, 0,25 pg/g de B-criptoxantina y o -caroteno, y unos 0,60 pg/g de B-caroteno.

La clorofila es el principal compuesto de las plantas capaz de absorber la energia de la
luz solar y transformarla en energia quimica en la fotosintesis. En su forma a o b (Figura 16)
da coloracién verde. En los alimentos la disminucién de pH puede provocar la formacién de

feofitinas de color café u olivo (Badui, 2006)
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R = CHaj: clorofila a
R = CHO: clorofila b

H I
KFH2 HC—C=0
?Hg COQ+CH,
CDD'C’EUHSB

Figura 16: Estructura de la clorofilaay b.

Los carotenoides constituyen un grupo de pigmentos liposolubles muy grande. El
grupo cromdforo genérico esta formado por una cadena larga con dobles enlaces conjugados y
produce colores que van desde el amarillo hasta el rojo intenso. Se dividen en dos grupos
importantes: carotenos, de los que destaca el B-caroteno y xantofilas, entre las que cobran
importancia la luteina y la zeaxantina.

En las plantas cumplen un rol importante para que se realice la fotosintesis, debido a
que ayudan a atrapar la luz solar y, también, como escudo contra la fotooxidacién destructiva
(Badui, 2006).

Los flavonoides y antocianinas son un grupo de compuestos fenolicos, no
nitrogenados, solubles en agua. Son poco estables y tienden a reaccionar con radicales libres
por lo que tienen una destacable capacidad antioxidante. También pueden complejos con los

iones metalicos.

1.7.2 Color como medida de calidad

A la hora de elegir un producto alimenticio, los consumidores tienen una fuerte
preferencia por aquellos de apariencia atractiva y el color es la primera caracteristica que se
percibe de los productos, esto sucede principalmente con productos naturales, minimamente

procesados como frutas, verduras o carnes, donde el color esta directamente asociado con la
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procedencia, madurez o estado de conservacion del producto. El color es una cualidad
organoléptica de los alimentos y cada producto, ya sea natural o procesado, tiene un color
caracteristico con el cual son identificables (Mathias-Rettig et al, 2014).

Para los productores y comerciantes de alimentos, poder mantener las propiedades de
color es decisivo para que un producto resulte elegido, ya que se ha comprobado que cuando
se percibe un cambio en el color de un alimento sin alterar otros atributos como la forma, la
textura o el aroma, se obtiene una respuesta de rechazo por parte de los consumidores (Badui,
2006).

Los consumidores asocian rapidamente las cualidades organolépticas con la idoneidad
del producto y este es considerado un factor en la calidad del mismo.

Un cambio perceptible en el color a los ojos del consumidor puede proporcionar cierta
informacion sobre la cualidad de comestible de un alimento, sobre su identidad o sobre la
intensidad del sabor. Sin embargo, el color se percibe fisicamente a través del sentido de la
vista y no siempre resulta valida la correlacion entre color y calidad. Ademas de que puede
resultar en una evaluacion subjetiva y poco regular de parte del consumidor debido a factores
de iluminacidn, genéticos o psicoldgicos en la percepcion, los productores han implementado

el uso de aditivos y colorantes, que pueden enmascarar esta apreciacion (Bello, 2008).

1.7.3 Sistema CIELab

Esta subjetividad en la apreciacion ha sido tratada por expertos a lo largo de la
historia, intentando proponer modelos de referencia en el andlisis del color de los objetos,
pinturas y alimentos.

La colorimetria es una ciencia que tiene como objeto la medicion del color. Debido a
que el color no es una propiedad intrinseca de cada objeto, sino que depende de maultiples
factores, se han establecido algunos modelos que permiten analizar esta caracteristica. En
todos los modelos conocidos, se deben tener en cuenta algunos condicionantes de modo que
las medidas de color puedan ser comparables entre si.

La comision Internacional de la lluminacion (CIE), es un organismo comprometido
mundialmente en la cooperacion e intercambio de informacion cientifica relacionada con la

iluminacién, el color y la vision. En 1976 la CIE ha adoptado el sistema CIELab. El espacio
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de color Lab es un espacio tridimensional con tres coordenadas L, a 'y b, las cuales identifican
las siguientes caracteristicas de los colores: L* refiere a la luminosidad o claridad. Esta
variable acromatica puede tener valores entre 0 (negro) y 100 (blanco). a* es una de las
componentes cromaticas, varia del verde (valores negativos) al rojo (valores positivos). b*es
la segunda componente cromética que oscila del azul (valores negativos) al amarillo (valores
positivos) (Leon, 2006). Las tres variables son adimensionales y las coordenadas a* y b*
forman un plano perpendicular a la coordenada de luminosidad como lo demuestra la Figura
17.

Verde
-a % b
L S +
‘\:. . 1\- J—
, = Ny
Azul Rojo

O —

Figura 17: Coordenadas del sistema CIELab (Mathias-Rettig et al, 2014).

En el ojo humano, el color se percibe al recibir una sefial estimulo de la energia
radiante no absorbida por el objeto observado y la percepcion resulta en una integracion de los
tres parametros mencionados (Mathias-Rettig et al, 2014).

La simple observacion de un objeto, en este caso: alimentos, deriva en una descripcion
subjetiva del observador. Si bien la eleccidon final de un producto alimenticio en la géndola va
a estar determinada por algunos factores psicolégicos y subjetivos en la apreciacion de la
calidad del alimento, para poder tener una mirada mas objetiva sobre el color, se pueden
controlar algunos factores que influyen en la percepcion. Un andlisis de este tipo debe darse

en un ambiente controlado.
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En primer lugar, se debe conocer el iluminante o la luz incidente sobre el alimento. La
luz natural o los distintos tipos de luz artificial contienen los colores del espectro visible pero
en distinta proporcion. Ya que la energia radiante no absorbida por el alimento estara
directamente relacionada con la radiacion emitida por la luz de incidencia, es preciso poder
identificar a los iluminantes en términos de su longitud de onda. Existen en la actualidad,
ciertas fuentes estandar de iluminacion de las cuales se conoce su comportamiento en cuanto a
la emisidn de energia en el espectro de luz visible (Mathias-Rettig et al, 2014).

En segundo lugar, se debe tener en cuenta que el observador puede adquirir diferentes
angulos de observacion respecto del objeto observado, lo que puede incidir en la percepcion
del color debido a como reflejan las ondas de luz incidente.el entorno también tiene su propia
iluminacién la cual puede no incidir directamente sobre el alimento pero si sobre el ojo
observador. Ademas los colores de contraste con el fondo donde esta ubicado el alimento
también influyen en la percepcién humana del color, en este sentido los empaques y
presentaciones juegan un rol fundamental. Por otro lado, la forma, textura y humedad en la
superficie del alimento, influyen en la reflexién o absorcion de la luz.

Debido a los factores mencionados, sumados a los de las propias condiciones de
aptitud fiosoldgica del observador, es que resulta necesaria la utilizacién de modelos para
obtener mediciones que permitan comparar los colores entre distintas muestras y alimentos de
forma objetiva.

Los valores de L*a*b* son usualmente utilizados en investigaciones sobre alimentos.
Para este fin, también resulta ventajosa la utilizacion de programas para analisis de imagenes
por computadora debido a la posibilidad de examinar pixel por pixel en la superficie del
alimento en estudio ya que el modelo CIELab cuenta con la ventaja de que es un espacio de
color independiente de los dispositivos de entrada, como pueden ser scanners 0 camaras
digitales y de los dispositivos de salida, como monitores o impresoras, que se utilicen para
analizar la imagen (Yam & Papadakis, 2004).

En el espacio de color CIELab la diferencia de color percibida corresponde a una
distancia euclidiana, es decir, que es un especio perceptualmente uniforme (Ledn et al, 2006).

Estas distancias pueden usarse para representar aproximadamente las diferencias de dos
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estimulos de color que se generen en objetos del mismo tamafio, en entornos blancos a grises
con un iluminante estandar CIE D65 (Hunt, 1991).

1.8 Fundamentos de las metodologias de analisis

1.8.1 Método del reactivo de Folin-Ciocalteu: Cuantificacion de polifenoles

totales

El método del reactivo de Folin-Ciocalteu es un ensayo sencillo, muy utilizado para la
cuantificacién de compuestos fenolicos en productos naturales. EI mecanismo bésico del
método consiste en una reaccion de Oxido-reduccion como suelen ser otros métodos de
determinacion de antioxidantes.

Los polifenoles en la muestra se detectan por diferencias en la absorbancia de la
misma, debido a un cambio de color generado por el reactivo. EI método de Folin-Ciocalteu
antes era sensible y preciso, sin embargo, era lento y carecia de especificidad. Singleton y
Rossi encontraron la forma de hacer la reaccion méas especifica, usando el reactivo
fosfomolibdotingstico (formado por las sales de wolframato sédico y molibdato sédico en
acido fosforico), el cual tiene una coloracién amarilla que al ser reducida por los fenoles toma

una coloracion azul (Prior, 2005), como indica la Ecuacién 1.

Mo(VI) (amarillo) + e* Mo(V) (azul) 1)

La coloracion azul tiene un valor maximo de absorbancia a 765 nm y se cuantifica por

espectrofotometria en referencia a la respuesta de un estandar de acido galico (Figura 18)

COOH

=

OH Z~0on

OH
acido galico

Figura 18: estructura del &cido galico.
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La gran ventaja del método radica en su simpleza y utilidad para caracterizar muestras
de origen vegetal.

Para poder interpretar correctamente los resultados se debe conocer también la
naturaleza de la muestra a evaluar, ya que hay otras sustancias que pueden interferir en la
cuantificacion de sustancias fenolicas. Algunos de los interferentes del método pueden ser
azUcares, aminas aromaticas, didxido de azufre, acido ascorbico, acidos organicos y Fe (1)
(Prior et al, 2005).

Es importante considerar que muchos alimentos ricos en antioxidantes tienen, ademas
de fenoles, otros antioxidantes de naturaleza no-fendlica como pueden ser vitaminas y
carotenoides. Para comprender mejor la riqueza antioxidante del alimento en estudio es, por lo
tanto, importante acompafar este analisis con la medicién de la capacidad antioxidante del

mismo.

1.8.2 Ensayo de ABTS: Medicion de capacidad antioxidante

Para tener una medicion de la capacidad antioxidante de un alimento, se deberian
poder cuantificar todas las moléculas presentes en este que tengan actividad antioxidante.

Existen en la actualidad numerosos métodos empleados para este fin, sin contar adn
con un método de referencia que mida capacidad antioxidante total en una matriz bioldgica,
como lo pueden ser alimentos, extractos botanicos o suplementos dietarios, esto se debe a la
complejidad y cantidad de sustancias antioxidantes de diferente naturaleza: algunos son
lipofilicas o hidrofilicas, algunas reacciones son imposibles de realizar a pH fisioldgico.

El ensayo de capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) o ensayo de ABTS
se sustenta en la generacion del radical de radical 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido
sulfonico) o ABTS™ (Figura 19) para la medicion de la actividad antioxidante total de
soluciones de sustancias puras, mezclas acuosas y bebidas. Una de las ventajas del método es
que es aplicable a una amplia clase de antioxidantes hidrosolubles y liposolubles, compuestos

puros y extractos de alimentos.

Pagina 52 de 97



EVALUACION DE PURE DE PALTA TRATADO MEDIANTE ALTAS
PRESIONES HIDROSTATICAS Y EMPLEANDO EXTRACTOS NATURALES

Grimaldi, Giuliano y Ohanian Dergazarian, Maria Victoria

UADE?

HOgS £t

Figura 19: Estructura del radical 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico) o
ABTS™

En este método, el ABTS es oxidado al cation radical ABTS™ de un intenso color de
tono verde azulado. Se prueba la capacidad de las sustancias antioxidantes en reaccionar con
el radical, reduciéndolo, y disminuir el color de la solucion. Las longitudes de onda de
méaxima absorbancia para el ABTS™ son 415nm, 645nm, 734nm y 815nm, siendo las mas
utilizadas 415 nm y 734 nm (Prior et al, 2005). De este modo, la capacidad antioxidante total
de la sustancia o extracto en estudio sera determinada en funcion de la disminucion en los
valores de absorbancia y se expresan en términos de Trolox equivalente. El &cido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico o Trolox es un reductor estable, similar al

antioxidante alfa-tocoferol (Figura 20).

G\/\/l\/\v‘J\/\/l.\ DJ‘l:{}H

HO HO

a-tocopherol trolox

Figura 20: Estructura del alfa-tocoferol comparada con la del Trolox
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1.9 Motivacion

Habiendo mencionado lo anterior, en este trabajo se estudio la posibilidad de emplear
dos extractos naturales (uno de cebolla y otro obtenido de las semillas de palta) en
combinacion con el tratamiento por APH (600 MPa por 3 min, condiciones que se utilizan
comercialmente segln Jacobo Velazquez et al, 2013) para la preservacion del puré de palta
envasado al vacio. Cabe aclarar, que, si bien el puré de palta ya se comercializa en otros
paises empleando la tecnologia APH para su preservacion, consideramos que la eficacia de la
combinacion de estrategias de preservacion (APH maés agregado de extractos de origen
natural) a nuestro entender ain no ha sido del todo explorada. Por otro lado, en el presente
trabajo también se evaludé una forma de aprovechamiento de los residuos del fruto, siendo
que uno de los extractos empleados fue obtenido de las semillas de la palta, contribuyendo a
la produccion sustentable de alimentos y al desarrollo de procesos amigables con el ambiente.

2. Hipotesis

Se pueden generar extractos naturales ricos en antioxidantes a partir de la cebolla
deshidratada y el carozo de palta. Al afiadir los mismos al puré de palta en combinacién con
un tratamiento por Altas Presiones Hidrostaticas, es posible reducir los efectos del deterioro

por oxidacion del puré almacenado en condiciones de refrigeracion.

3. Objetivos

El objetivo principal de este proyecto consistid en evaluar el efecto del tratamiento por
Altas Presiones Hidrostaticas en conjunto con el agregado de extractos naturales sobre la
preservacion de puré de palta (Persea americana Mill. cv. Hass) envasado al vacio. Para ello,
se requirio la obtencion y caracterizacion de los extractos naturales a partir de cebolla y de
semillas de palta.

La evaluacion realizada consistio en determinar el efecto del tratamiento planteado
sobre la actividad de enzimas de deterioro, y analizar los parametros de calidad referidos a las
caracteristicas cromaticas, capacidad antioxidante y contenido de polifenoles del puré de palta

durante toda la vida atil del producto tratado y almacenado en condiciones de refrigeracion.
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4. Diseno experimental

Para lograr el objetivo principal planteado en este trabajo, el disefio experimental se
compuso de la preparacion y caracterizacion de 4 grupos de muestras de puré de palta. Los
cuales se constituyeron de la siguiente manera:

e CONTROL.: puré de palta sin adicion de antioxidantes.

e ASCORBICO: puré de palta con &cido ascorbico (ASC). Se emplea este
compuesto a modo de referencia para comparar los resultados obtenidos por las
muestras con extractos naturales.

e CAROZO: puré de palta con extracto de carozos de palta (ECP).

e CEBOLLA: puré de palta con extracto de cebolla en polvo (ECE).

Por cada grupo, se preparon triplicados (A, B y C), siendo en total 12 muestras
independientes de igual peso para todo el set de experimento. Cada una de esas 12 muestras se
subdividio a su vez en 4 bolsas de porciones iguales, todas envasadas al vacio, de las cuales 2
se sometieron a tratamiento por APH, y las otras 2, no. Por cada par de muestras se reservo
una para abrir y analizar al dia 1 y la otra, al dia 30, a partir de la fecha de tratamiento de las
mismas. En total se generaron 48 bolsas, 12 por cada grupo de muestras, como se detalla en la

figura 21.
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DiA 1
CON APH
DIA 30

DiA 1
DIA 30

DiA 1
CON APH
DIA 30

GRUPO DE
MUESTRAS*

DiA 1
DIA 30

DiA 1
CON APH
DIA 30

DiA 1

DIA 30

Figura 21: Distribucion de las muestras por cada grupo.
*Grupos de muestras: CONTROL, ASCORBICO, CAROZO y CEBOLLA.

Debido a la capacidad del equipo utilizado para el tratamiento por APH, las muestras
que debian ser sometidas a este proceso fueron distribuidas en 3 corridas del equipo, siendo la
corrida 1 para las muestras A de todos los grupos, la corrida 2 para las muestras B y la corrida
3 para las muestras C. En cada una de las corridas se colocaron entonces 8 bolsas de muestras
distribuidas de forma aleatoria dentro del cilindro del equipo.

5. Materiales y métodos

Todos los ensayos fueron llevados a cabo en las instalaciones de UADE Labs en la
sede Montserrat de Fundacion UADE vy en el Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITA),
Centro de Investigacion de Agroindustria, de INTA Castelar.
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5.1 Obtencion y generacion de extractos

5.1.1. Preparacion sustrato de cebolla en polvo

Para el sustrato de cebolla se decidid utilizar cebolla en polvo, ya que a través de
pruebas preliminares se logro establecer que hay una reduccién en la complejidad de la
preparacion en comparacion con la utilizacion de cebollas frescas. La misma fue adquirida en

envase herméticamente cerrado, en un comercio en el barrio de Belgrano, C.A.B.A.
5.1.2. Preparacion sustrato de carozo de Palta

Para el sustrato de carozo de palta se obtuvieron Paltas (Persea americana Mill cv.
Hass) en un comercio del barrio Palermo, C.A.B.A. Se separ0 la pulpa de los carozos, los
cuales fueron limpiados manualmente con papel absorbente con el fin de eliminar los
remanentes de pulpa. Los carozos se cortaron con cuchillo en 8 piezas regulares de no mas de
5 cm de espesor. Luego, se sometieron a un proceso de escaldado en agua a una temperatura
de 100°C durante 2 minutos, posteriormente se retiraron del agua, se sumergieron en agua fria
con hielo y finalmente fueron secados con papel absorbente. Para reducir su tamafio, las
piezas de carozo se molieron en licuadora de uso doméstico (ELECTROLUX Cuisine Silver,

Industria China) de manera tal de obtener particulas de un didmetro no mayor a 5 mm.

Figura 22: Carozo de palta sin escaldar (izquierda) y carozo de palta con previo tratamiento de

escaldado en agua (derecha).
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Debido a las diferencias en el color que pueden observarse en la Figura 22, se definid
someter al carozo de palta a un proceso de escaldado con el fin de inactivar las enzimas
(principalmente, la polifenoloxidasa) que auto-oxidaban al propio carozo, otorgandole una

coloracion rojizo/anaranjada (Figura 22, izquierda), indeseada para el producto final.

5.1.3 Generacion de extractos

Para ambos casos se pesaron dentro de varios tubos de polipropileno de 50 mL de
capacidad con fondo cénico 5 g. de muestra en balanza analitica y se mezclaron con 10 g. de
solvente (relaciébn muestra-solvente 1:2). Las extracciones se hicieron con agua bidestilada
como solvente en la mitad de los tubos, mientras que en el resto se us6 una solucion 1:1 agua-
etanol (ver Tabla VIII).

Para lograr una mejor extraccion, los tubos pasaron por una agitacién en voértex
durante 1 minuto y luego se introdujeron en un bafio ultrasonico (Testlab Ultrasonic Cleaner
Modelo tb 010, Industria Argentina) con hielo y agua fria (para evitar un elevado aumento de
la temperatura). Se sonicaron a maxima potencia (325 Watts) estableciendo dos tiempos de
sonicado: 20 minutos y 40 minutos, manteniendo la temperatura del bafio a 5°C (ver Tabla
V).

A continuacion, se centrifugaron los tubos a 5000 rpm (centrifuga PRESVAC, modelo
DCS-16-RV Line-Running, Industria Argentina), durante 10 minutos a una temperatura de
20°C.

El sobrenadante resultante en los tubos se recolectd y se filtr6 en vacio, empleando
papel de filtro Whatman banda negra.

Finalmente, el liquido obtenido del filtrado se reservo, para su posterior andlisis, en
condiciones de refrigeracion dentro de tubos de polipropileno de 50 mL de capacidad con

fondo conico (Figura 23).
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Tabla VI1II: Resumen de los ensayos realizados para la obtencion de extractos
CEBOLLA EN POLVO

Tiempo en Sonicador
Muestra Solvente )
(min)
54. 10 g. H,O 20
5¢. 10 g. H,0O 40
50. 10 g. Sn. 1:1 H,O:EtOH 20
50. 10 g. Sn. 1:1 H,O:EtOH 40

CAROZO DE PALTA MOLIDO

Tiempo en Sonicador

Muestra Solvente )
(min)

5g. 10 g. H,0 20

5g. 10 g. H,0 40

50. 10 g. Sn. 1:1 H,O:EtOH 20

50. 10 g. Sn. 1:1 H,O:EtOH 40

Luego de realizar los extractos segun los diferentes parametros, se realizé la prueba de
Folin-Ciocalteu (ver seccion 5.2.1) para determinar la cantidad de polifenoles totales (PT), y
la prueba de ABTS (ver seccion 5.2.2) para determinar la capacidad antioxidante (CA) en
cada extracto generado, a modo de elegir un método de extraccion. Si bien se esperaba que un
mayor tiempo de extraccion y un solvente de solucion etandlica fueran méas eficaces, se
decidié hacer una valoracion de los datos obtenidos con el fin de elegir el método de
extraccion mas conveniente. Para ello se calcul6 un porcentaje de diferencia, el cual se obtuvo
de la siguiente manera: por un lado, para comparar la eficiencia de un solvente respecto a
otro, a un mismo tiempo de sonicacion, se tomo como referencia el agua (ecuacion 2 para
extraccion de polifenoles totales y ecuacion 3 para capacidad antioxidante); mientras que para
comparar los distintos tiempos de sonicacion, se tomé como referencia el tiempo mas bajo, 20
minutos (ecuacién 4 para extraccion de polifenoles totales y ecuacién 5 para capacidad
antioxidante). Estas ecuaciones se aplicaron para cada matriz de extraccion: carozo de palta y

cebolla en polvo (resultados en seccion 6.1).
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. . PT et 1—PT,

% de diferenciasypente = “g”“;T‘Z;‘;a 2222 x 100 (2)
. . CA et 1—CA

% de diferenciasppente = —2— Z:Z;ua 2222 x 100 (3)
. . PT 40 minutos—PT20 mi

% de dlferenclatiempo — 40 minutos 20 minutos x 100 (4)

PT20 minutos

. . CA i —CA i
% de dlferenCLatiempo — 40 minutos 20 minutos x 100 (5)

CAz20 minutos

Finalmente, el método de extraccion seleccionado para llevar a cabo las sucesivas

determinaciones fue el de 20 minutos de bafio de ultrasonido con agua como solvente.

Figura 23: Extracto de carozo de palta (izquierda) y extracto de cebolla (derecha)
contenidos dentro de tubos de polipropileno de 50 mL.

En la figura 23 pueden observarse los extractos obtenidos luego del proceso de
centrifugacion y posterior filtrado. En apariencia ambos extractos son liquidos turbios y
opacos, siendo el extracto de carozo de palta (izquierda) el menos intenso en cuanto al color.
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Esto es en parte debido al color natural del carozo conservado por el escaldado previo al que

se lo debi6 someter para lograr la inactivacion de las enzimas oxidativas.
5.2 Caracterizacion de extractos

5.2.1 Cuantificacion de polifenoles totales a través del método de Folin-

Ciocalteu

La determinacion de polifenoles de los extractos mencionados anteriormente se realizo
por el método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965), empleando en este caso una
alicuota de 250 pl de extracto. Se mezclaron dentro de cubetas de cuarzo 250 pl de los
extractos con 500 ul de reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich); 250 ul de una solucion
de carbonato de sodio al 20% en hidroxido de sodio 0,1 N; y 100 pl de agua destilada. Este
procedimiento se llevo a cabo por triplicado para cada uno de los extractos mencionados en la
Tabla VIII, agitando manualmente cada una de las cubetas con el fin de impedir la formacion
de burbujas de aire que pudiesen interferir con la medicion.

Luego se dejaron incubar durante 30 minutos a 25° C en la oscuridad, y se procedio
con la medicién de absorbancia de cada una de las cubetas en espectrofotometro (modelo UV-
1203, Shimadzu Corporation, Japdn), a una longitud de onda de 765 nm.

Para la preparacion de las soluciones de calibracion de acido galico se realizé en
primera instancia una solucion madre de 500 mg/L, pesandose 0,0125 g de gélico en 25 mL
de agua dentro de matraz aforado de 25 mL. A partir de esta disolucion se prepararon
disoluciones de 1 mL con concentraciones crecientes de acido galico entre 0 y 450 ppm,
segun se detalla en la Tabla IX.

Para llevar a cabo estas disoluciones se afiadio dentro de cada cubeta de cuarzo una

cantidad correspondiente de agua destilada y otra de acido galico.
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Tabla IX. Preparacion de la curva patrén de acido galico a partir de una disolucién
concentrada de 500 mg/L.

Concentracion (mg/L) de la curva patron de acido galico
Reactivos 0| 5| 10| 20| 25| 50|100|200]|250 |300 400 |450
Sn madre (pL) 0| 10| 20| 40| 50|100|200 400|500 |600 800|900
Agua (uL) 1000 {990 | 980|960 | 950 | 900 | 800 | 600 | 500 | 400|200 | 100

Posteriormente, se tomaron 150 pl de cada disolucion patron de acido galico y se
colocaron en cubetas de cuarzo donde se anadieron 250 pl del reactivo Folin, 250 ul de la
solucion de carbonato de sodio y 1550 ul de agua destilada. Las preparaciones se efectuaron
por triplicado y se mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente por 30 minutos.
Finalmente, se procedié con la medicion de absorbancia de cada una de las cubetas, a una
longitud de onda de 765 nm.

A partir de los valores de absorbancia obtenidos de cada concentracion de acido galico
se construyd la correspondiente curva de calibracién (ver Figura 24), obteniendo un
R?=0,9839 y la siguiente ecuacion:

Y = 0,0025x — 0,0139 (6)

Esto permitié determinar posteriormente el contenido de polifenoles totales de los

extractos en cuestion (ver resultados en la seccién 6.1).
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Figura 24: Curva de calibracion para la obtencion de la relacion entre la absorbancia medida y

la cantidad de &cido galico equivalente por litro de extracto (mg AGE/L).

5.2.2 Determinacion de capacidad antioxidante por el método ABTS

Para medir la capacidad antioxidante de los extractos descriptos en la Tabla VIII, se
llevd a cabo la reaccién del radical ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido
sulfénico)), segun la metodologia desarrollada por Re et al (1999) con modificaciones de
Kuskoski et al (2004).

En primer lugar, se prepard una solucion de ABTS 7 mM (solucion madre) a la que se
le agrego el persulfato de potasio (Sigma-Aldrich), de modo que la concentracion final de la
sal fuese de 2,45 mM. Se dejo la solucion durante 16 horas en la oscuridad para que desarrolle
el radical correspondiente. Se obtuvo una solucién azul-verdosa muy intensa que fue diluida
con buffer PBS 0,01M (pH 7,4) en matraz de 250 mL, hasta alcanzar una absorbancia entre
0,700 y 1 a 734 nm medida en espectrofotometro (modelo UV-1203, Shimadzu Corporation,
Japdn).

Por otro lado, dado que la capacidad antioxidante de los compuestos se calcula en

relacion con la reactividad del reactivo denominado Trolox (Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-
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tetrametilcroman-2-carboxilico), como estandar antioxidante, se prepararon bajo las mismas
condiciones soluciones de Trolox (grado HPLC, marca Fluka) a distintas concentraciones a
partir de una solucion madre de 4mM (1 mg/ml). Para ello, se pesaron 25 mg de Trolox
diluido en etanol absoluto, llevando el contenido a 25 mL con agua destilada en matraz
aforado. A dichas soluciones de Trolox se les adicion6 una cantidad constante de la solucion
madre de ABTS preparada anteriormente (ABTS, Sigma-Adrich), obteniendo asi una curva de
calibracion. Se realizaron en todos los casos blancos sin adicion de ABTS.

En la Tabla X se detallan las diluciones realizadas para la generacion de la curva

estandar de calibracion.

Tabla X: Valores tomados para la curva estandar de calibracion de Trolox.

Matraz | Trolox (mg/mL) Vol de Sn madre Vol de agua

(mL) (mL)
0 0 0 10,0
1 0,02 0,200 9,80
2 0,04 0,400 9,60
3 0,06 0,600 9,40
4 0,08 0,800 9,20
5 0,10 1,000 9,00
6 0,12 1,200 8,80
7 0,15 1,500 8,50
8 0,17 1,700 8,30

En el caso de los extractos, cada uno de ellos se diluyé en 10 mL de etanol absoluto.
Luego se tomaron alicuotas de 10 pl de cada soluciéon y colocandose dentro de cubetas de
cuarzo se les afiadieron 1,9 mL de la solucion madre de ABTS. Se dejaron reposar las
muestras 30 minutos (cada una de ellas por triplicado) y se procedio a la medicion de
absorbancia a una longitud de onda de 734 nm.

A partir de los valores de absorbancia obtenidos, se calcularon los porcentajes de

disminucion de la absorbancia de las diluciones respecto del blanco (cuyo valor de
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absorbancia fue en promedio 0,945). Con estos valores se construyo la curva de calibracion
correspondiente (ver Figura 25), obteniendo un R?=0,9979 y cuya ecuacion fue:

Y = 541,58x + 1,1787 ©)

120
y=541,58 x +1,1787
R*=0,9979

100 A

80 A

60 -

% de Disminucion

40 A

20 A

O T T T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18

mg TRO/ ml

Figura 25: Curva de calibracién para la obtencion de la relacién entre el porcentaje de
disminucion de absorbancia respecto del blanco y la cantidad del reactivo Trolox equivalente

por mililitro de extracto (mg TRO/ml).

5.3 Preparacion de muestras de puré de palta

En primer lugar, para la obtencién del puré de palta se procedio a cortar las paltas con
cuchillo por la mitad, retirando el carozo (el cual es utilizado para la generacién del extracto)
y la pulpa con una cuchara, vertiéndola en un recipiente de polipropileno. La pulpa obtenida
fue tratada con prensador manual de uso doméstico hasta lograr un puré homogéneo.

Posteriormente, el puré obtenido fue fraccionado en porciones iguales y pesado en
balanza analitica dentro de vasos de precipitados de 500 mL de capacidad y se lo acidificd
siguiendo la siguiente proporcion: cada 100 g de puré de palta, se adiciond 1 mL de acido
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citrico (AC) en solucion 0,54 % p/p (Biopack, grado alimenticio), de modo que el pH de la

mezcla final en todos los vasos fuera de 4,5. Luego, a partir de la mezcla de puré acidificado

se prepararon por triplicado los grupos de muestras para analisis, respetando las proporciones

indicadas en la Tabla XI:

Tabla XI: Proporciones utilizadas en la preparacion de las muestras de puré de palta

Componentes ACL
PURE ASC? | ECP® | ECE* | H,O | TOTAL

Grupos de (0,54%)

Muestras

ASCORBICO 100 g 1g 20 mg - - 159 | 116g
CAROZO 100 g 1g - 15 g* - - 116 g
CEBOLLA 100 g 1g - - 15 g* - 116 g
CONTROL 100 g 1g 159 | 1169

TAcido Citrico. *Acido Ascérbico.’Extracto de Carozo de Palta.*Extracto de Cebolla
Deshidratada.

*esta cantidad fue determinada como la mayor cantidad de extracto que se puede aplicar al

puré sin ver alterada la apariencia y consistencia del mismo (ver Figura 26).

Figura 26: Muestras de puré de palta sin extracto (placa izquierda) y con adicién de 60, 30 y

15 g respectivamente de los extractos de cebolla (placas superior) y de carozo de palta (placas

inferior).
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Para poder definir la cantidad de extracto a aplicar sobre la muestra, se evaluaron tres
volimenes posibles: 60, 30 y 15 g. Para lograr una mejor conservacion del puré, se buscd
aplicar la mayor cantidad de extracto posible sin alterar sus caracteristicas organolépticas. En
la Figura 26 se observa como estos volumenes afiadidos sobre el puré de palta afectan tanto a

la consistencia como apariencia del producto final.

5.3.1 Caracterizacion reologica del puré de palta

Ademaés de evaluar la consistencia y apariencia del puré con agregado de extractos, se
decidio realizar una caracterizacion reolégica del mismo. Para esto se llevaron a cabo 3
mediciones independientes en un viscosimetro Brookfield (modelo RVDV-E). Segun lo
establecido por Mitschka (1982) y con el promedio de las 3 mediciones se elaboraron graficas
de log(t) vs log(N), para el puré de palta solo y el puré de palta con agregado de 15 mL de

extracto respectivamente.

5.3.2 Tratamiento de las muestras de puré de palta.

Los triplicados preparados de cada una de las muestras, segin se indica en la seccion
5.3, se fraccionaron en 4 porciones de 50 g. que fueron colocadas en bolsas Cryovac BB2620
(tasa de transmision de O, 6-14 cc/m2/24 hs a 22-24°C y a 0 % HR). Todas las bolsas con
puré se envasaron al vacio con envasadora de doble campana marca Rapivac mod.
Méaximax800 (Bs As, Argentina).

La mitad de las bolsas de cada uno de los grupos de muestras fueron tratadas por APH
en un equipo marca Stansted Fluid Power Ltd. modelo Iso-Lab FPG9400:922 (Stansted,
Reino Unido, volumen del cilindro para las muestras de 2 L, presion maxima de operacion de
900 MPa, y rango de temperatura de trabajo entre -20 y 120°C) disponible en el Instituto
Tecnologia de Alimentos (ITA), CIA, INTA Castelar. La figura 27 muestra un esquema del

equipo utilizado.
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Tecnologia de altas L
Dreaiones hidroatifican Contenedor para carga del

alimento envasado al vacio

Modulo de bombas
e intensificadores de presion

Modulo'concilindro
de alta presion nidrostatica

Panel de control

Figura 27: Esquema del equipo de APH marca Stansted Fluid Power Ltd. modelo Iso-Lab
FPG9400:922, del ITA en INTA Castelar. Imagen extraida de

https://inta.gob.ar/documentos/altas-presiones-hidrostaticas-aph

Las bolsas restantes no fueron tratadas mediante APH y se conservaron en heladera a
4°C, como control del proceso. Se establecieron como tiempos de analisis los dias 1 y 30, a
partir de la fecha de tratamiento con APH de las mismas (Bustos et al, 2014). Una vez
establecidos estos pardmetros se procesaron las muestras, cuya distribucion se detalla en la
Tabla XII.
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Tabla XII: Distribucién de las muestras

ASCORBICO CAROZO CEBOLLA CONTROL
DIA 1 A A A A
S/IAPH B B B B
C C C C
DIA 30 A A A A
S/IAPH B B B B
C C C C
DIA 1 A A A A
C/APH B B B B
C C C C
DIA 30 A A A A
C/APH B B B B
C C C C

Aquellas muestras que se sometieron a un tratamiento por APH, lo hicieron a un nivel
de presion de 600 MPa, durante un tiempo de mantenimiento de 3 minutos, empleando como
liquido de transmision de la presion una mezcla de agua y propilenglicol (70:30). Para tratar
todas las muestras en estudio, se llevaron a cabo 3 corridas en el equipo de APH. En cada
corrida, el equipo arroja las curvas correspondientes a Presion (MPa) y Temperatura (°C)
alcanzadas dentro del cilindro, en funcion del tiempo (min). Ver Figuras 28, 29 y 30. En la
corrida 1 fueron procesadas todas las muestras A, en la corrida 2, las muestras B, y en la
corrida 3, las C.
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Figura 29: Curvas de Presion y Temperatura de Corrida 2
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Figura 30: Curvas de Presién y Temperatura de Corrida 3

Para alcanzar la presion deseada dentro del cilindro (600 MPa), el equip6 necesito de
3,4 minutos en promedio; mientras que, para descender la presion hasta igualar a la
atmosférica, requirié de 0,7 minutos en promedio.

La temperatura inicial fue la temperatura del ambiente, la cual s6lo se modifico por el
calentamiento debido a la presion (aproximadamente 2,5°C cada 100 MPa en este caso). Los
valores de temperatura y sus variaciones para cada una de las corridas se detallan en la Tabla
XII.

Tabla XIII: Valores de Temperatura y sus variaciones para las corridas 1, 2 y 3 realizadas en

el equipo APH.
Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3
T inicial (°C) 19,6 19,6 19,6
T max. (°C) 35,7 34,5 34,3
Variacion T (°C) 16,1 14,9 14,7

Una vez finalizado el tratamiento por APH, se retir6 el cilindro para sacar las muestras
del equipo y se limpiaron exteriormente con papel absorbente. Las muestras asi extraidas se

conservaron en heladera (4°C) hasta su analisis.
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5.4 Caracterizacion del puré de palta

Para llevar a cabo los diferentes analisis de caracterizacion, en primer lugar, se
debieron generar extractos de las muestras de puré de palta (ver Tabla XI1).

Tanto para la cuantificacion de polifenoles totales (por el método Folin-Ciocalteu)
como para la determinacién de la capacidad antioxidante (segin ensayo ABTS), se pesaron 6
g. de cada una de las muestras de puré dentro de frascos de color caramelo, usando como
solvente 15 mL de una mezcla de agua:metanol (1:4). Las muestras asi obtenidas se sonicaron
durante 40 minutos a una temperatura de 20 °C. Se defini6 utilizar esta mezcla de solventes
para obtener una mejor extraccion debido al elevado contenido lipidico de la palta y un
sonicado de 40 minutos por la complejidad de la matriz del alimento.

Por ultimo, se procedio a centrifugar el contenido en tubos de polipropileno de 50 mL
de capacidad con fondo cénico, a 5000 rpm durante 10 minutos y a una temperatura de 20 °C.
Los sobrenadantes obtenidos, se utilizaron luego para realizar los analisis correspondientes
(5.4.1y5.4.2).

5.4.1 Cuantificacion de polifenoles totales

Para la cuantificacion de polifenoles totales, se procedio del mismo modo que con los
extractos, mediante el método de Folin-Ciocalteu, ver seccion 5.2.1.
5.4.2 Determinacion de la capacidad antioxidante

Para la determinacion de la capacidad antioxidante, se procedié del mismo modo que
con los extractos, mediante la reaccion del radical ABTS, ver seccién 5.2.2.
5.4.3 Medicion de caracteristicas cromaticas

Para poder medir los cambios de color en los purés de palta, los mismos fueron
fotografiados y las imagenes obtenidas se analizaron mediante el programa ImageJ, segun lo
establecido por Bustos et al, 2014. Para ello, se colocd una porcion de cada una de las

muestras en un recipiente plastico transparente y dichos recipientes se acomodaron sobre un
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fondo de color blanco, dentro de una camara gris estandarizada (N7 en el sistema de color
Munsell). Se utilizé un iluminante estandar D65. Las imagenes se tomaron con una camara
digital de alta resolucion (10.1 mega pixel), una EOS 40D (Canon Inc., Japdn), con una macro
lente EF-S 60 mm f2.8 (Canon Inc., Japdn), al dia 1 y dia 30 de almacenamiento a una
temperatura de 4 °C.

De cada fotografia se seleccion6 un area de 70200 pixeles para poder analizar los
valores medios de las coordenadas CIELAB (L* (luminosidad), a* (coordenada verde-roja),
b* (coordenada azul-amarilla)) y la funcion AE (diferencia de color total, incluyendo

luminosidad) detallada en la ecuacién 8.

AE = \/(AL*2 + Aa*? + Ab*2) (8)

5.5 Analisis estadistico

Los resultados de caracterizacion de puré de palta fueron presentados como promedios
de los triplicados con sus desvios estandar. Para llevar a cabo el analisis estadistico de estos
datos, se realizd una prueba Test-t con un nivel de significancia P<0.05, utilizando el

programa Sigma Plot version 12.0.

6. Resultados

6.1 Generacion de extractos: Eleccion del método de extraccion

A partir de las muestras de extractos generadas segun la Tabla VIII, se realizaron las
determinaciones de polifenoles totales (método Folin-Ciocalteu) y de capacidad antioxidante
(método ABTS), como se describe en la seccion 5.2. Los resultados obtenidos para los
extractos de cebolla y carozo de palta se detallan en las Tablas XIV y XV respectivamente.
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Tabla X1V: Resultados obtenidos en los ensayos de Folin-Ciocalteu y ABTS para los

diferentes métodos de extraccién del ECE

Solvente de

Polifenoles Totales Folin-

Ciocalteu (mg equivalentes de

acido galico/mL de extracto de

Capacidad antioxidante: ABTS
(mg de TROLOX equivalentes/mL

de extracto de cebolla).

extraccion. cebolla).
Tiempo de sonicado
20 min. 40 min. 20 min. 40 min.
Agua 0,08 + 0,02 0,12+0,01 6,1 £0,7 7,5+2
Agua:Etanol 0,16 = 0,01 0,16 = 0,04 6,1 +£0,6 7.8+ 1

Tabla XV: Resultados obtenidos en los ensayos de Folin-Ciocalteu y ABTS para los

diferentes métodos de extraccién del ECP

Solvente de

Polifenoles Totales Folin-

Ciocalteu (mg equivalentes de

acido galico/mL de extracto de

Capacidad antioxidante: ABTS
(mg de TROLOX equivalentes/mL

de extracto de carozo de palta).

extraccion. carozo de palta).
Tiempo de sonicado
20 min. 40 min. 20 min. 40 min.
Agua 0,19 + 0,005 0,22 + 0,02 8,0+0,01 11+2
Agua:Etanol 0,28 £0,03 0,29 + 0,03 14+£0,3 15+0,3

Con los resultados de las tablas XIV y XV y las ecuaciones 2, 3, 4 y 5 de la seccion

5.1.3, se calcularon los porcentajes de diferencia entre los diferentes tiempos de sonicado y

los solventes propuestos. Los mismos se detallan en las tablas XV1 y XVII, para cada método

de analisis.
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Tabla XVI: Porcentajes de diferencia en el contenido de polifenoles totales para los
parametros de extraccion evaluados (tiempo de sonicado y solvente) en ECE y ECP

Parametros evaluados % dif. ECE % dif. ECP
Agua
20° 101% 48,6%
Agua:Etanol
Agua
40° 34,3% 35,5%
Agua:Etanol
20'
Agua 52,6% 16,8%
40'
20°
Agua:Etanol 10 1,82% 6,44%

Tabla XVII: Porcentajes de diferencia en la capacidad antioxidante para los pardmetros de

extraccion evaluados (tiempo de sonicado y solvente) en ECE y ECP

Pardmetros evaluados % dif. ECE % dif. ECP
Agua
20" 0,64 % 76,3 %
Agua:etanol
Agua
40' 2,85 % 41,1 %
Agua:etanol
20
Agua 23,7 % 37,3 %
40'
20"
Agua:etanol 10 26,5 % 9,88 %

A partir de esta comparacion puede observarse que, tal como se esperaba, con un
mayor tiempo de sonicacion y empleando solucién etandlica como solvente, se logran
extracciones mas eficientes. A pesar de ello, duplicando los tiempos de sonicado no se
alcanza a duplicar el rendimiento de las extracciones, mientras que utilizando la solucion
agua:etanol solo se duplica el rendimiento en la extraccion de polifenoles de la cebolla con 20
minutos de sonicado.
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Por lo mencionado, se eligié proceder con la extraccion de menor duracion, debido a
que a fines practicos no se justificd duplicar los tiempos del proceso para obtener una mayor
extraccion de polifenoles y antioxidantes; y si bien hubo una mejoria, se puede inferir que
aumentar el tiempo de sonicacion podria generar una descomposicion quimica de los
compuestos antioxidantes, reduciendo gradualmente la eficiencia de la misma. Respecto a la
utilizacion del solvente, a pesar de que la solucion con etanol resulté mas efectiva en todas las
extracciones, las diferencias encontradas tanto para los métodos de andlisis como para las
matrices en estudio, resultaron muy dispersas entre si, por lo que se decidio utilizar el solvente

maés simple y econémico, es decir, agua.

6.2 Caracterizacion de los extractos

Luego de haber definido el método de extraccion, tal como se detalla en la seccién 6.1,
se procedio a comparar los resultados obtenidos a través de los analisis descriptos en la
seccion 5.2, con el fin de evaluar la riqueza antioxidante de los extractos elegidos y

generados.

Tabla XVI1II: Comparacion entre ECE y ECP, respecto de la cantidad de polifenoles totales y
capacidad antioxidante.

Polifenoles Totales: Folin- Capacidad antioxidante: ABTS
Ciocalteu (mg equivalentes de (mg de TROLOX
acido galico/mL de extracto). equivalentes/mL de extracto).
ECE' 0,08 + 0,02 6,1+0,7
ECP’ 0,19 £ 0,005 8,0+ 0,01

*Extracto de Cebolla Deshidratada. “Extracto de Carozo de Palta.

En la tabla XVIII se observa que el ECP cuenta con una mayor riqueza antioxidante
que el ECE, por lo que se espera que tenga un mejor desempefio en la conservacion del puré

de palta tratado.

Pagina 76 de 97



EVALUACION DE PURE DE PALTA TRATADO MEDIANTE ALTAS
PRESIONES HIDROSTATICAS Y EMPLEANDO EXTRACTOS NATURALES

Grimaldi, Giuliano y Ohanian Dergazarian, Maria Victoria

6.3 Caracterizacion de puré de palta

6.3.1 Caracterizacion reoldgica

En las figuras 31 y 32, donde se observan las curvas log(t) vs log(N) para el puré de
palta sin adicion de extractos y el puré de palta con 15 g de extracto, se obtuvieron para
ambos casos buenas relaciones lineales, con un valor de R? de 0,99 y de 0,98 respectivamente,
por lo que puede afirmarse que ambas muestras se ajustan bien al modelo de Ostwald (Ley de
la Potencia) donde la pendiente de la curva representa el indice de consistencia (n).

2.6

R? = 0,9944
o5 | y=03325x+1,7553

2.4

2.0

1.9 A

1.8 T T T T T T T
0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2

Log(N)

Figura 31: Curva log(t) vs log(N) del puré de palta sin agregado de extractos
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Figura 32: Curva log(t) vs log(N) del puré de palta con agregado de 15 mL de extracto

Se obtuvieron valores de n=0,33 para el puré de palta sélo y n=0,28 para el puré de
palta con agregado de extracto. Dado que en ambos casos n<1, se puede establecer que las
muestras responden a un modelo de fluido de tipo pseudoplastico.

Luego de analizar los resultados obtenidos se decidi6 utilizar la menor cantidad
aplicada, 15 g de extracto. De esta forma, la concentracion final de polifenoles en el puré de
palta (mg AGE/g de pure), agregados por la adicion de los extractos, resulta equivalente a la
informada por Bustos et al (2015) para evitar el pardeamiento del puré de palta, mediante el
uso de extractos del género Allium hasta 30 dias de almacenamiento bajo condiciones de

refrigeracion.
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6.3.2 Cuantificacion de polifenoles totales

Mediante el método de Folin-Ciocalteu se logro determinar el contenido de polifenoles
totales de las distintas muestras de puré de palta, generadas segin Tabla XI. Los resultados
obtenidos para las muestras con tratamiento por APH se presentan en la Figura 33 y para las
de sin tratamiento por APH, en la Figura 34. A su vez, estos fueron sometidos a un analisis
estadistico por Test-t con un nivel de significancia de p<0,05 para identificar diferencias en

los contenidos de polifenoles de las muestras a lo largo del tiempo de almacenamiento.

Contenido de Fenoles totales - CON APH

800
700
600 518,6
500
400
300
200
100

539,7

4104 37,8
I

mg AGE/kg puré de palta

Ascorbico* Carozo* Cebolla* Control

EDIA1 DIA 30

Figura 33: Contenido de polifenoles totales en las distintas muestras con APH.
* |las muestras sefialadas no difieren significativamente (p<0,05) en su contenido de
polifenoles entre dia 1 y dia 30.

Como se puede observar en la figura 33, al dia 1, todas las muestras difieren en la
cantidad inicial de polifenoles, siendo la muestra control la que present6 el mayor contenido,
mientras que al dia 30 de almacenamiento en heladera a una temperatura de 4°C la muestra
con ECP es la que se destaco por tener el mayor contenido de polifenoles, siendo casi un 30%
mayor que la muestra con citrico, ésta Gltima alcanzando el menor contenido frente al resto de
las muestras estudiadas. A través del analisis estadistico realizado, se logré determinar que la

muestra Control fue la Unica que presentd diferencias significativas en el contenido de
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polifenoles totales entre el dia 1 y dia 30 de almacenamiento. Mientras que para las muestras

con Ascérbico, ECP y ECE no puede esteblecerse que existan diferencias significativas.

800
700
600
500
400
300
200
100

mg AGE/kg puré de palta

Contenido de Fenoles totales - SIN APH

603,3
547,1

486,8 514,0

402,3 387,9
I

Ascorbico Carozo Cebolla Control

EDIA1 DIA 30

Figura 34: Contenido de polifenoles totales en las distintas muestras sin APH.

Por otro lado, en la figura 34, también puede observarse que todas las muestras

difieren en la cantidad inicial de polifenoles, siendo la muestra control la que presento el

mayor contenido, mientras que al dia 30 de almacenamiento en heladera a una temperatura de

4°C, ésta Ultima alcanzd el menor contenido promedio frente al resto de las muestras

estudiadas. En este caso, para todas las muestras se puede establecer que difieren

significativamente en su contenido de polifenoles entre los dias 1 y 30.

A modo de comparar las diferencias en el contenido de polifenoles en las distintas

muestras, en la Tabla XIX se detallan los porcentajes de pérdida de polifenoles totales entre

el dia 1 y dia 30 de almacenamiento para las muestras que si presentaron diferencias

significativas, de acuerdo a la prueba de Test-t realizada.
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Tabla XIX: Porcentajes de pérdida de polifenoles totales entre los dias 1 y 30 de

almacenamiento refrigerado (4°C) de las muestras con tratamiento por APH y sin tratamiento.

% de pérdida de polifenoles totales entre D1y D30
Muestras de puré de palta (Método Folin-Ciocalteu)
Con APH Sin APH
ASCORBICO - 6,79%
CAROZO - 11,01%
CEBOLLA - 21,73%
CONTROL 30,02% 35,70%

La Tabla XIX permite visualizar que todas las muestras sin tratamiento por APH
presentaron diferencias en su contenido de polifenoles totales, mientras que no sucedi6 asi
con las muestras que recibieron tratamiento por APH. La que menos variacién obtuvo al cabo
de 30 dias de almacenamiento fue la muestra con Ascorbico, seguida por la muestra con ECP,
con un porcentaje similar. La muestra Control sin tratamiento por APH presentd la mayor
pérdida de polifenoles totales, incluso 5 veces mayor que la muestra con Ascorbico, siendo

también la Unica muestra que obtuvo diferencias atn luego del tratamiento con APH.

6.3.3 Determinacion de la capacidad antioxidante

Para la determinacién de la capacidad antioxidante se utilizé la metodologia descripta
en la seccion 5.2.2; y las muestras en estudio se generaron segun Tabla XI. Los resultados
obtenidos para las muestras con tratamiento por APH se presentan en la Figura 35 y para las
de sin tratamiento por APH, en la Figura 36. A su vez, estos fueron sometidos a un analisis
estadistico por Test-t con un nivel de significancia de p<0,05 para identificar diferencias en la

capacidad antioxidante de las muestras a lo largo del tiempo de almacenamiento.
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Figura 33: Capacidad antioxidante de las distintas muestras con APH.

Todas las muestras al dia 30 de almacenamiento presentan diferencias significativas

(p<0,05) en la capacidad antioxidante con respecto a las muestras analizadas al dia 1. Al

finalizar el periodo de andlisis, todas las muestras redujeron su capacidad antioxidante

(medida como mg de Trolox/g de puré de palta), siendo la muestra con acido ascorbico la que

presenta mayor capacidad antioxidante al dia 30.
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Figura 36: Capacidad antioxidante de las distintas muestras sin APH.
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En la Figura 36, se observa que todas las muestras al dia 1 tienen una capacidad
antioxidante similar. Ademas, el andlisis estadistico permite establecer que todas las muestras
al dia 30 de almacenamiento presentan una diferencia signifcativa (p<0,05) en su CA.

Debido a que todas las muestras (con y sin tratamiento por APH) difirieron
significativamente en su CA entre los dias 1 y 30 de andlisis, se calcularon los porcentajes de
pérdida de la misma, los cuales se detallan en la Tabla XX.

Tabla XX: Porcentajes de pérdida de capacidad antioxidante entre los dias 1y 30 de

almacenamiento (4 °C) de muestras con tratamiento por APH y sin tratamiento.

% de pérdida de capacidad antioxidante entre D1y D30
Muestras de puré de palta (Método ABTYS)
Con APH Sin APH
ASCORBICO 24,6 % 31,60%
CAROZO 31,4 % 32,29%
CEBOLLA 42,5 % 49,82%
CONTROL 43,6 % 47,57%

Se puede observar que la muestra con acido ascorbico es la que menos redujo su
capacidad antioxidante en ambos casos, seguida por la muestra con aplicacion de ECP. La
muestra de puré con ECE presenta resultados similares a los de la muestra control, ambas con
porcentajes de pérdida considerablemente mayores a los de la muestra con ECP y la muestra
con ASC. Las muestras que recibieron tratamiento por APH obtuvieron porcentajes de

pérdida de CA menores a los de las muestras sin tratamiento.

6.3.4 Medicién de caracteristicas cromaticas

Las imagenes tomadas de las muestras de puré de palta con y sin tratamiento por APH

se pueden observar en las Figuras 37 y 38, respectivamente.
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CON APH ASC! ECP? ECE? Control (AC)*

Dia 1l
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TAcido Ascérbico. “Extracto de Carozo de Palta.’Extracto de Cebolla Deshidratada. *Acido
citrico sin adicionados de antioxidante.

Figura 37: Imégenes del puré de palta con agregado de acido citrico (control), acido ascorbico
(ASC), ECP y ECE con tratamiento de APH a los dias 1 y 30 de almacenamiento en

condiciones de refrigeracion.

SI N 1 2 3 4
ASC ECP ECE Control (AC)
APH
Dia 1 O
Dia 30 .

1Acido Ascorbico. “Extracto de Carozo de Palta.’Extracto de Cebolla Deshidratada. *Acido
citrico sin adicionados de antioxidante.

Figura 38: Imagenes del puré de palta con agregado de &cido citrico (control), acido ascorbico
(ASC), ECP y ECE sin tratamiento de APH a los dias 1 y 30 de almacenamiento en
condiciones de refrigeracion.
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A simple vista no se observan grandes cambios en la coloracion al dia 30 de
almacenamiento, tanto para las muestras que fueron tratadas por APH como las que no.
Tampoco se perciben diferencias notables entre los diferentes componentes adicionados
(control, ASC, ECE, ECP).

A pesar de no percibirse a simple vista las diferencias en los aspectos cromaéticos, el
analisis de estas caracteristicas se baso en los resultados obtenidos mediante el programa
ImageJ, con el fin de poder compararlos objetivamente.

La Tabla XXI muestra los resultados comparativos entre los dias 30 y 1 de andlisis, los
cuales fueron obtenidos luego de utilizar el programa ImageJ y aplicar la ecuacion (8), como

lo detalla la seccion 5.4.3 para todas las muestras de puré de palta generadas.

Tabla XXI: Cambios en el color total (AE) entre el dia 30 y dia 1, en las muestras de puré de

palta con y sin tratamiento por APH almacenadas en condiciones de refrigeracion.

Muestras de puré de Cambio en color total AE
palta Sin APH Con APH
ASCORBICO 5,59 1,70
CAROZO 5,72 5,22
CEBOLLA 9,83 4,22
CONTROL 3,52 4,79

En todos los casos, a pesar de que las muestras sufrieron una pérdida de la coloracion
verde caracteristica, la variacion de color total comparando dia 30 y dia 1 es considerada
pequefia (AE<10), segun lo informado por Keraité et al (2017). Puede establecerse que en
términos generales el tratamiento con APH mejora la conservacién del color original durante
el almacenamiento.

Por otro lado, las muestras con los extractos de carozo de palta y de cebolla fueron las
que mayor variacion de color total sufrieron mientras que el mejor resultado se obtuvo para el

caso del &cido ascorbico con tratamiento por APH, el cual arrojé un AE = 1,70.
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6.4 Efectos del procesamiento con APH sobre la actividad enzimatica de las
PPOy LOX

En este proyecto de investigacion se plante6 como uno de los objetivos, evaluar la
actividad de enzimas de deterioro para determinar si los tratamientos propuestos son eficaces
en la conservacion del puré de palta.

El desarrollo de la investigacion se realizd en conjunto con el Instituto de Alimentos
de INTA Castelar, quienes proveyeron el equipo de APH con el que se llevaron a cabo los
ensayos. El equipo Stansted Fluid Power Ltd. modelo Iso-Lab FPG9400:922, estuvo en
operacion en el ITA desde mediados del 2009 y a causa del desgaste por el uso, por una
pérdida del fluido de presurizacion durante las corridas, quedo fuera de servicio desde Agosto
del 2017, sin perspectivas de reparacion hasta la fecha de publicacién del presente trabajo.

Para proceder con lo planteado en este objetivo, se tomaron como referencia las
enzimas LOX y PPO, por ser conocidos sus mecanismos de accion en matrices alimenticias y
por ser las principales causantes del pardeamiento enzimético, caracteristica visible del
deterioro. De modo de poder cuantificar su actividad en el puré de palta, se procederia a
utilizar la técnica de espectrofotometria UV-Vis descripta por Soliva et al (2001). Los
reactivos para esta determinacién fueron adquiridos por Fundacién UADE en Sigma Aldrich,
Argentina, y los mismos fueron entregados en Agosto del 2017.

Debido a las limitaciones en el tiempo y disponibilidad de los equipos y reactivos,
este trabajo se limito a realizar los analisis de caracterizacion de los extractos, evaluacion de
capacidad antioxidante, aspectos cromaticos y cuantificacion de polifenoles totales en el puré
de palta. La realizacion de estos ensayos permitio determinar las caracteristicas de los
extractos para su implementacion como antioxidantes en diversas matrices y evaluar la accion
de los mismos en conjunto con la aplicacion de Altas Presiones Hidrostaticas en la
conservacion del puré de palta.

Con las determinaciones de cuantificacion de actividad enzimatica, que no lograron
realizarse debido a las limitaciones mencionadas, se esperaba encontrar informacion que

confirmara y complementera los resultados obtenidos en los otros ensayos.
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Era de esperarse que al tratar las muestras por Altas Presiones Hidrostaticas, con los
pardmetros establecidos, se encontrase una disminucion en la actividad enzimética para ambas

enzimas de estudio, como lo demostrado por Jacobo-Velazquez et al (2013).

7. Discusion y conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que los extractos generados a
partir de fuentes naturales presentaron un elevado contenido de polifenoles y capacidad
antioxidante, sugiriendo también que la capacidad antioxidante que presentan los extractos
podria deberse en gran parte a la presencia de los polifenoles, pero no limitada a estos
compuestos.

El extracto de carozo de palta aplicado sobre el puré de palta, mostré una menor
disminucion en la capacidad antioxidante luego de 30 dias de almacenamiento en condiciones
de refrigeracion (4°C) en comparacion con el extracto de cebolla. Si bien puede establecerse
que para todas las determinaciones, el &cido ascorbico es el que obtuvo los mejores resultados
en porcentajes de disminucién de capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales,
como asi también en la conservacion del color luego del tratamiento por APH transcurridos
los 30 dias de almacenamiento, el extracto de carozo de palta ha alcanzado rendimientos
similares, por lo que podria presentarse como una alternativa al empleo de acido ascérbico o
eventualmente un reemplazo parcial. Por otro lado, se estaria aprovechando un producto de
desecho del procesamiento de productos elaborados a partir de la palta.

Los métodos de extraccion han sido evaluados y seleccionados de acuerdo a su
conveniencia para la operatoria. Sin embargo, se considera necesario evaluar nuevos métodos
que alcancen una mayor eficacia en la extraccion de antioxidantes para lograr resultados ain
mas contundentes y que, a su vez, resulten eficientes para su aplicacion en la industria.

Siguiendo el marco de las posibilidades que genera un extracto de este tipo, debe
considerarse también la posibilidad de generar extractos de forma sélida, que no alteren la
reologia del puré de palta, con la oportunidad de poder aumentar la concentracion del
contenido de polifenoles en el producto final y mejorar su desempefio.

En un escenario actual donde la industria agroalimentaria requiere introducir

elementos de innovaciéon y diferenciacién y con una demanda mundial creciente en el
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consumo de palta, la utilizacion de su carozo como fuente de antioxidantes naturales plantea
la importancia de continuar conociendo en profundidad las cualidades del mismo, que ain no
han sido del todo exploradas y explotadas. De esta manera, podria lograrse su valorizacion
como fuente emergente de compuestos antioxidantes, aprovechandolo como ingrediente en la
industria, y no tan solo como un desecho.

Ademas, el proceso de APH en combinacién con el empleo de agentes antioxidantes
naturales propone una alternativa interesante para la conservacion de puré de palta
almacenado en condiciones de refrigeracion. Si bien existen actualmente en el mercado
productos refrigerados y congelados de puré de palta, obtenidos mediante procesamiento con
Altas Presiones Hidrostaticas, no se han encontrado al momento este tipo de productos en
nuestro pais. Tampoco se han hallado productos generados bajo las mismas condiciones que
plantea el presente trabajo en otras partes del mundo.

La mayoria de los productos elaborados a base de palta y tratados con APH, que
existen en el mercado mundial, se comercializan congelados. Esta condicion puede afectar en
cierta medida a la textura y apreciacion organoléptica por parte del consumidor y plantea un
inconveniente mas en la logistica y almacenamiento de estos productos, por lo que la
alternativa de un producto refrigerado y que conserve sus caracteristicas organolépticas al
transcurrir el tiempo, se convierte en una opcién interesante tanto para los elaboradores como
consumidores, manteniendo un rotulado limpio, acorde a las tendencias de consumo actual.

Se evidencia a través de los resultados de aspectos cromaticos que el puré envasado al
vacio, con adicion de &cido citrico y almacenado en condiciones de refrigeracion no sufrié
grandes cambios en la coloracion caracteristica, por lo que las enzimas de deterioro en estudio
se vieron desfavorecidas por estos factores. Ademas, puede observarse que el tratamiento con
APH vy la adicién de &cido ascérbico mejoran levemente las caracteristicas cromaticas, que es
un factor fundamental para la toma de decision por parte del consumidor durante la compra.
Se considera prudente, en investigaciones futuras, incluir la evaluacion de un panel sensorial
entrenado o0 encuestas a consumidores que pudieran arrojar mas informacion al respecto.

Los extractos afadidos resultaron eficaces para aumentar la capacidad antioxidante y
el contenido de los polifenoles totales, pudiendo tener un aporte desde el punto de vista
nutricional respecto del puré sin agregados. No obstante, el alcance de este trabajo no ha
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podido evidenciar los impactos del tratamiento planteado en la actividad enzimatica o
microbiana.

Para poder implementar los modelos planteados a nivel industrial, ain son necesarios
mayores antecedentes cientificos que validen las propiedades de estos métodos de

conservacion, complementados por un analisis de factibilidad econémico-financiera.
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