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Resumen

Se llevb a cabo el estudio del tejido de calabacit@uturbita moschata
Duchesne ex Poiret) que permitver las caracteisticas de este tejido tanto
desde el punto de vista régico, como asi también quimico (importante
composichn en pectinas solubles, ausencia de grupos d&oos) como matriz
para el desarrollo de productos funcionales.

Se desarrodl un alimento funcional rico en fibra y fortificado con Fe, a
partir de Cucurbita moschata Duchesne ex Poiret, listo para consumir. El
producto present buena estabilidad microbiologica, como asi también
organoéptica (textura, color y sabor). La incorporacion de Fe, aun en dosis altas
no presert diferencias significativas desde el punto de vista microbiologico y
organoéptico, en las condiciones ensayadas, con un productoésgo pero sin
fortificar con hierro. Se obse¥vuna biodisponibilidad 100 % del hierro
incorporado.

De la dscara (exocarpio) y recortes de la pulpa (mesocarpio)
habitualmente remanentes del procesamiento de la calalsacitdbtuvieron
fracciones enriquecidas en fibra por deshidréta¢s) o por tratamiento con
alcohol de la pulpa (AIR) oéascara (C). Estas fracciones de fibra aisladas
presentaron buenas propiedades de hidtataei interesantes propiedades
hipogluémicas que las hacen adecuadas en rétae su aplicacon como
ingrediente en la formula@i de alimentos funcionales.

Se utilizaron estas fracciones ricas en fibra como aditivo dsasn
farinaceas. Todas ellas aumentaron la tenacidad de las masas al ser incorporadas
a un nivel de 0,5% (p/p), pero sin reducir el trabajo de deftém
significativamente lo que mostfarque no afectan profundamente la matriz
gluten-almién. En cuanto a la calidad del pan obtenido, se obsene las
fracciones S y C mejoraron la terneza de la miga y calatora su

mantenimiento durante el almacenamiento.

Palabras Clave: Calabacita. Fibra. Hierro. Masa. Pan.
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Introduccion General

Las cudirbitas estan presentes en todos los continentes y se encuentran
entre las familias de plantasasnimportantes que proveen al hombre de
productos alimenticios y de fibra de alta utilidad (Bisognin, 2002)s L
cuairbitas pertenecen a la famil@ucurbitaceae que consiste en alrededor de
118 ¢neros y 825 especies, de acuerdo al ultimo tratamiento taxodmico de
Jeffrey (1990). Algunas de lasasnimportantes especies en el género Cucurbita
son los zapallos y calabazas: mdxima Duch; C moschata Duch ex Lam.,C.
pepo L., entre otros (Bisognin, 2002).

Las cudirbitas estn asociadas al origen de la agricultura y las
civilizaciones y tamldin se encuentran entre las primeras especies de plantas en
ser domesticadas. Las mezclas deurhitas-mdz-habas constifan la base
nutricional de las civilizaciones pre-colombinas (WhitakeB&mis, 1975). Una
de las primeras especies en ser domesticada€. fuepo. Su cultivo data de
hace 10000 a 800@Gias, siendo anterior al cultivo del nzay al de las habas por
mas de 4000 afios (Smith, 1997). El origen y la temprana diseminécide todas
las especies d€ucurbita ocurrieron en Arérica. Cucurbita ficifolia fue la
especie rs ampliamente cultivada siendo oriunda de las niafitdesde
México hasta el norte de Chile y Argentin@ucurbita mdxima fue la unica
especie cultivada con su origen restringido aéAea del Sur, enareas de
temperaturas tibias de Uruguay y Argenti@acurbita moschata €s oriunda de
zonas bajas de Adrica tropical y sub-tropical (Mxico y América del sur), C.
argyrosperma, de la costa del Pdtco desde México a Nicaragua, y C. pepo, de
las altas elevaciones detMco y del norte de América Central. C.moschata fue
la tnica en diseminarse desde dos areas de origen distintas: una mayor en
México y una menor en el norte de Akrica del Sur (Bisognin, 2002; Whitaker,
Bemis, 1975). Gwanama y col. (2000) informaron qu€uaurbita moschata
Duchesne ex. Poiret, tandhi conocida como zapallo tropical, es uno de los
cultivos vegetales #3 importantes en Africa, habéndose adaptado a un amplio
rango de condiciones clitticas y de suelos y, sin embargo, es una especie

cientificamente abandonada.



La Cucurbita 0 cudirbita de flores amarillas esta considerada como uno
de los gneros mas variados morfolégicamente en el reino vegetal (Robinson et
al, 1976; Bisognin, 2002). Se dice que existen 22 especiestraf/gscinco
especies cultivadas, las cuales son extremadamente diearsalor de la fruta,
tamdio y forma. Las plantas de estémgro tienen una alta diversidad genética
para la forma y otras caradteicas de sus frutos, resultando en una gran
variedad de aplicaciones (Bisognin, 2002).

En la selecdin para la domesticacion de los cultivos se busco la forma,
la pulpa menos amarga, menos semill@stys mas largas, y tamafios de fruto
mayores, resultando en una alta diversidadttgi@nentre especies cultivadas.
Esta varia@dn se puede asociar con un amplio rango de aplicaciones que
requieren diferentes formas, tainay relaciones constantes de largo ynktro
de fruto.

Los cruces interespg@os se han utilizado ampliamente en las
cuairbitas para transferir caracteristicas deseables de los progenitores silvestres
0 especies relacionadas a los genotipos cultivabl&sque en cualquier otra
familia. Los Hbridos interespecificos se han producido en los géneros de
Cucurbita, Cucumis, Citrullus, Yy Luffa. Sin embargo la hibridiza@h
interespetfica se ha utilizado exitosamente @o para el mejoramiento de la
produccén de Cucurbita (Robinson, Decker-Walters, 1997; Bisognin, 2002),
gue incluye el desarrollo de los cultivargbrhlos C. maxima y C. moschata.
Cucurbita moschata tambgén fue utilizada como un puente para transferir
resistencia a las enfermedades, buenas cualidades de freststgncia a los
insectos de |1&. martinezii a 1aC. pepo.

En un ariculo (Becker, 2006) publicado en “La Revista” del diario La
Nacion del 4 de Junio del 2006 podia leerse: “Los zapallos irrumpieron en el
mercado con formas y colores quésrie van a la decoracion de ambientes que a
las recetas. A pesar de esto, el consumidor que observdoestas extraas —
que responden a nombres poco difundidos, como hongo, égphiki,
marmolado, silver, tasty, bird plomo— debefa dejarse llevar por la atracain
gue ejercen productos tan llamativos: todos ellos sonagare dura, pero
dulzones y ricos. Adefm, baratos y rendidores. Encabezan la carrera el anco o
anquito o calabacita o coreanito; el angdlssustituible para hacer zapallo en

almibar-; el plomo o criollo, que se vende en trozos, listo para consemi
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tetsukabuto, de color verde oscuro, rugoso yéaear dura, que puede pesar
hasta dos kilos y medio. Todos van ganando un lugar en el recetarigaifiver
Vemos absu popularidad en la Argentina.

En la Argentina, el zapallo anc@icurbita moschata, Duchesne ex
Poiret) y sitbnimos anquito, calabacita, etc. multiplisu produccion a partir de
la década del 70, desplazando por sabor y facilidad de manipulacion a los
zapallos tradicionales. En la actualidad, su importancial @gie el volumen de
produccén es dos veces superior a la suma de todas las otras variedades de
zapallos (Becker, 2006).

Datos suministrados por la Secrétaie Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Alimentos (SAGPyA), divisin frutihorticolas, se muestran a continuacion y

confirman esta tendencia.

Tablal: Produccobn a campo por provincia de zapallo durante el afio 2002 en

Toneladas.
PROVINCIA Zapallo Otros
anco zapallos

BUENOS AIRES 35302
CATAMARCA 2434 25106
CHACO 34568 11902
CHUBUT 210 672
CORDOBA 10936
CORRIENTES 3490 6150
ENTRE RIOS 1292
FORMOSA 43222 17030
JUJUY 3164 7186
LA PAMPA 72
LA RIOJA 322 616
MENDOZA 58942
MISIONES 1200 4426
NEUQUEN 1882 888
RIO NEGRO 26336 2866
SALTA 4364 16698
SAN JUAN 2738
SAN LUIS 192
SANTA FE 2124
SANTIAGO DEL

ESTERO 45678 8648
TUCUMAN 2434 25106

TOTAL

ESPECIE 280902 127294
Fuente: DMA S/Datos

Indec




ESTACIONALIDAD DE PRECIOS E INGRESOS EN EL MCBA
PERIODO 1990-2004
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Figura 1. Estacionalidad de precios e ingresos de zapallo ahddercado
Central de Buenos Aires (MCBA). Fuente: Diréecide Mercados Agroalimentarios

Area Mercados de Hortalizas sobre datos del MCBA.

Las principales provincias productoras son Santiago del Estero,
Mendoza, Santaé-Chaco, Formosa, Salta y Buenos Aires (Becker, 2006).

Si bien no todo el zapallo producido en elspa comercializa a través
del Mercado Central de Buenos Aires (MCBA), la Figura fitdgara dar una
idea de precios y mostrar la estacionalidad de los misnmmododa que es un
cultivo ampliamente desarrollado en todo eispaniendo disponibilidad de
frutos durante casi todo efi@ Durante los meses de Octubre, Noviembre y
Diciembre, hubo una menor oferta debido a problemas de préduocgue
provod un aumento en el precio. Gran parte de la produa@cise comercializa a
través de las cadenas de supermercados, otra proporcion va a 1os mercados como
el MCBA vy, porultimo, una propor@n muy baja va para la industrializacion.
Uno de los problemas que afronta la SAGPYA, en este aspecjoe esiando
disminuye la demanda, fundamentalmente del supermercadismo, noaériste
un canal alternativo para la calabacita tal como la fabécade nuevos
productos y de mayor valor agregado que utilicen a este fruto conemianat

prima (Informacbn provista por Carlos J. Larocca).
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La calabacita, es uno de los primeros alimentos que sugieren los
pediatras incorporar en la alimentacide los bebs luego del sexto mes Y,
también es recomendado por parte de los gedtwgos, para personas de
avanzada edad. Como se ve, es un alimento que se consartagn lde toda
nuestra vida y ampliamente aceptado y adoptado por gran parte de nuestra
poblacbn. Por otro lado, como ya se menciond, la calabacita es un cultivo
ampliamente producido en todo eligaencontrando materia prima fresca
durante casi todo elna. Esto determina que el producto tenga un precio
relativamente estable y no alto.

Resulta pues, un desafinteresante, un estudio detallado de este tejido
vegetal a fin de poder desarrollar, a partiréleproductos de mayor valor

agregado y con adecuadas propiedades nutricionales y funcionales.
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Objetivos

M Llevar a cabo la caracterizaaidel tejido de Cucurbita moschata Duchesne
ex Poiret, conocida en Argentina como calabacita, analizandte&b en
esas caractsricas de los cambios en la presion de turgor de sus células
provocados por la inmetsi del tejido en medios osmotizantes de distinta
concentragin de un polimero osmo-activo. Evaluar los cambios en la
textura, determinar la composiai quimica de la pared celular y medir la
actividad de las enzimas involucradas en los cambios, de mode taher
una completa caracterizagidel tejido para su utilizacion en la industria de
la alimentadin, con distintos fines.

M Desarrollar un producto funcional y listo para consumir a pddirla
calabacita utilizando su tejido como matriz para la incorpatade
micronutrientes de los cuales no es fuente, tales como eb.hie
desarrollafa asi un producto fortificado a partir de un cultivo ecadmico y
ampliamente consumido y aceptado por la pobtacDe este modo se
satisfacein la expectativa nutricional del consumidor y, por otro lado, se
agregafa valor al cultivo. Es fundamental evaluar la estabilidad del producto
desde el punto de vista microldigico, como asi también evaluar los
cambios organépticos del producto desarrollado, sin perder de vista el
aspecto nutricional atendiendo a la biodisponibilidad del micronutriente
incorporado.

M Evaluar distintos modos de obtescde fibra dietaria a partir de los residuos
de la industrializadin de calabacita, midiendo rendimientos y calidad de los
productos obtenidos por distintosétotdos. Determinar la composicion
quimica de estos y sus propiedades, entre ellas las de hidratacion, las cuales
estn relacionadas con la funcionalidad de estas fibras en el tracto digestivo.

M Estudiar la aplicadhn de los productos ricos en fibra que fueran obtenidos a
partir de los residuos de la industrializagien la elaboracion de masas

farinaceas y en productos panificados.



CAPITULO1
CARACTERIZACION DEL TEJIDO DE LA
CALABACITA. CAMBIOS QUIMICOS,
BIOQUIMICOS Y ESTRUCTURALES EN EL
TEJIDO, DEBIDO AL CAMBIO DE LA PRESION
DE TURGOR.




indice Capitulo |

[-1-INErOTUCCON . ... 5 L2 =
[-2-MaterialeS Y MBtOdOS .........uvvviiiiiieiiiiiiiiiie e -14 -
[-2-1-MAEIAIES .....eeiiiieiiiii e -14 -
[-2-2-IMELOAOS .. .ttt =15 -
[-2-2-1-Medicibn Del Volumen Del Tejido ........uuveviiiiiieeiiiiiieeeiiieeeeeiie e -15-
[-2-2-2-Ensayos De ComprésaiY De Relajacion ............coeuveiiniieiiiiiiiiinineeeeee, 16 -
[-2-2-3-Ensay0s ReOEICOS DINAMICOS ....uvuvuniieeiiiiiiiiiiaeeee et eeeeeie e -17 -
1-2-2-4-Microscopia Optica (LM). ........ccveeueiueeeeeeeeeeee et e e eee e, -17 -
[-2-2-5-Microscofa Electronica De Transmisin (MET). ........oooovviiiiiiiiieeiiiiiiiinnn, - 18-
[-2-2-6-ActiVidad ENZINAICA. .......uuiiiieiii e e e e -18 -
By o o | 1 - PP - 20 -
[-2-2-8-COMPUESTOS FBIICOS. . .cvuiivniiiiiiiiii e e e -20 -
[-2-2-9-Obtenabn Del Residuo Insoluble En Alcohol (AIR). .......ccovvvevieiiiiiieeeinnnnnn. - 20 -
[-2-2-10-Extracabn Secuencial De AIR Y ANALISIS......ccooveiiiiiiiiiiiiiiiiiiee -21
|-2-2-11-Determinacin De Acido Galacturénico En AIR . ........cccovevveeureeieneenne., -21-
[-2-2-12-Determinadin De Hidratos De Carbono Totales En E1AIR ..................... -22-
[-2-2-13-Analisis De Azucares Neutros En ELAIR ... =22 -
[-2-3-ANAlisis EStadiStiCO. ... ivvvruneeieiiie ettt e e -22 -
[-3-ReSUIAAOS Y DISCUS .....cceeeeiiiiiieee ettt et e e e e e s -24 -
[-3-1-Presdn De Turgor Del Tejido ......ccovvvuiiiniiieieiiiiiiiie e -24 -
[-3-2-Comportamiento Reégico Del Tejido De La Calabacita. ............cccevvvnnnnnnn. - 28 -
[-3-2-1-Fuerza-Deformali ... -28 -
[-3-2-2-REIAJACDN. ... e -33
[-3-2-3-ENSAYO0S DHIMICOS. ....cevviieeiiiiieeiiiiie et e e e et e e e e et e e e e e e eaaees -35-



[-3-3-ANALISIS ENZIMATICO. 1 euinirieeeet ettt ettt e et et e e e e e e e e eneneans -38-

[-3-4-Analisis Quimico De Las Paredes Celulares. .............cooiiieemceeeenieeeennnnn. -41 -
[-3-4-1-Residuo Insoluble En AICONOI (AIR). .......uii e -41 -
[-3-4-2-Fracciones EXtractables. ...............ccceeemmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiie =43 -
[-3-4-2-1-Fracabn Soluble En Agua (WSF).....ccooiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e -44 -
[-3-4-2-2-Fracabn Soluble En Sal (SS) Y En CDTA......ccoiiiiiiiiiiiieeeeans - 46 -

[-3-5-Influencia De La Inmerén Y De Los Cambios En La Presion De Turgor Sobre

La Composiain Quimica Del Tejido De Calabacita. ............uuvviieeeriieeiiiiiianneeeeennnns -48 -
(B B @e] aTod [§ 3 (o] 4 [T TR -51 -
BT oY (=T (=] Aol = -53-

-11-



I-1-Introduccion

Los tejidos comestibles de los vegetales constituyen una importante
fuente de nutrientes. La textura es una carmatterdecisiva para su aceptacion
y est regida por su estructura hisigica y composicion quimica. La célula es la
unidad estructural 8 pequena que, junto con otras é&ulas, constituye una
organizachn mayor: el tejido vegetal. La calidad textural de los vegetales
descansa entonces en“lmidad mecanica” cuyos componentes son la pared
celular (PC), la laminilla media (LM) y la membranautat o plasmalema (MC)
(Lin y Pitt, 1986; Schur, 1987; Jackman y col., 1992).

La presbn de turgor es la presin hidrostatica que ejerce el liquido
intracelular sobre la MC. La turgencia existe debido a la piadie
“semipermeable” que caracteriza las MCs. Esta presion tiene efectos importantes
sobre las propiedades régicas de las frutas y de los vegetales (Lin y Pitt,
1986; Jackman y col., 1992; Falk y col., 1958; Nilsson y col., 1958;pPhili
1958; Murase y col., 1980). Como la MC tiene poca resistencigningda PC
soporta la preéh de turgor gracias a su elasticidad. Esta propiedad de la pared
celular se debe al efecto combinado de la red celulosa-xylogisiextensina y
de la matriz de pectina (gel). La laminilla media (LM)la capa enriquecida en
pectina que adhiere entrelas paredes detlulas adyacentes. Es la responsable
por la adhesin célula-célula. Se ha sugerido que la reléaientre la resistencia
medcinica de la PC y la de la LM determina la percepaisensorial de textura
jugosa, o bien seca o pastosa durante la masiicéitier y Szczesniak, 1990).
En consecuencia, la estructura y propiedades texturales fetisy tejidos
vegetales depende en gran medida de la unidad PC-LM yceb efd procesado
sobre ésta afectar la textura del producto final. Como un ejemplo, el
ablandamiento inducido por la co@eien las zanahorias se debe a utalida
inicial de la turgencia seguida por un incremento en la faciddagbparath de
las @lulas (Greve y col., 1994; Ng y Waldron, 199Ng y Waldron (1997)
informaron que la precogcii, previa a la cocénh, aumentaba la adhésicélula-
célula y reducia el ablandamiento en las zanahorias. Se atribuyo este efecto a la
demetilacbn de la pectina seguida por un entrecruzamiento de las cadenas

poliméricas mediante iones Ca®*, eventos ocurridos durante la precoaci
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Sajrin y col. (2003) observaron que la actividad de la peroxidasa (POX)ay de
poligalacturonasa (PG) aumentaba luego del cambio de lampdesiurgor en el
tejido del medn y se atribuyd esta tendencia a la respuesta del tejido al dafno
provocado.

Por lo tanto, es importante investigar sobre los aspectosiogs y
biogumicos que involucran a los polimeros de la PC y de la LM para
comprender mejor la modificagi de la textura después del procesamiento. Hay
escasa bibliogréf que contenga informacin sobre las respuestas orgasplicas
y nutricionales de la calabacit@ucurbita moschata Duchesne ex Poiret) con el
procesamiento. Existen algunos trabajos acerca de la afiagdi polvo de
zapallo para el mejoramiento del volumen y de la aceptabilidad oégacol
del pan de harina de trigdtitchkina y col., 1998). Ptitchkina y col. (1994)
estudiaron las caracteticas de la pectina del zapallo. Chun y Youn (1998)
estudiaron la composiai quimica y la calidad del zapallo nativo maduro e
inmaduro y las correspondientes cardstiens morfologicas. Lee y Joon (1998)
estudiaron el efecto del procesado a bajas temperaturagsfeatmcontroladas
sobre el daéo durante el almacenamiento. Mosha y col. (1997) y Xu y
Siegenthaler (1997) estudiaron el efecto del procesamiento solmadidad
nutricional de la calabaza.

Por lo tanto, en esta primera etapa del trabajo, sacteai el
comportamiento reégico del tejido de la calabacitaCicurbita moschata
Duchesne ex. Poiret.) a téawe estudios en condiciones de viscoelasticidad no
lineal (fuerza-deformaéh y relajacon), y en condiciones de viscoelasticidad
lineal (estudios diémicos), evaliindose la contribucion relativa de la presion de
turgor, de la PC y de la LM a este comportamiento. Luedgo,s® caracterizar
los poimeros de la PC-LM de la calabacita y la actividad de enzimas
relacionadas con la PC, con el pisipp de comprender los cambios que habia
sufrido el tejido cuando la présai de turgor se modificaba, afectando el
comportamiento textural. Para tal fin la calabacita fue ibgada en soluciones
buffer de pH fisiobgico que contenian concentraciones gradualmente crecientes
de polietilenglicol 400 (PEG), con el objeto de lograr un incremestalonado

y controlado de la presi osmotica debido exclusivamente al flujo de agua.
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I-2-Materiales y Métodos

I-2-1-Materiales

Cucurbita moschata, Duchesne ex. Poiret, cultivada en Argentina y
popularmente conocida comocalabacita” o “zapallo anco”. Tiene una
composicbn aproximada en su mesocarpio de 97,4% (p/p) de de humedad,
1,27% (p/p) de fibra total, 0,81% (p/p) detexes, 0,3% (p/p) de almidn,
0,18% (p/p) de protieas, 0,06% (p/p) de cenizas (McCance & Widdowsan
1993). La calabacita adquirida en un supermercado local fue cladaeine
lavada con detergente y agua potable y, finalmente, enjuagadaagua
destilada.

Las soluciones para la inmeisifucron preparadas en buffer (20 mol m™
KH,PO, y 20 mol m® K,HPOy; pH: 6,8) con polietilenglicol 400 (PEG), en un
rango de concentraciones de 0001200 mol nT. Los reactivos utilizados
fueron de grado ariéico y el agua, desionizada (Milli-Q®).

> Preparacion de la muestra

Calabacita: una vez lavada se coytcon la ayuda de un torno, en discos
perpendiculares a su eje longitudinal de 10 mm o de 3 mm de espesgw, He
cada disco, se obtuvieron cilindros de 20 mm o 35 mm aieettb, utilizando
un sacabocados (fotos 1y 2).

Doce cilindros de 20 mm y seis cilindros de 35 mm denelro se
equilibraron en las distintas soluciones de PEG durante 36 iCalErelacén
entre el peso de cada solicide PEG y el peso de los cilindros sumergidos fue
suficientemente alta (por lo menos 10:1) de modo tal de martenstante el
valor de actividad de aguayfanicial de las soluciones a lo largo del ensayo.

Los sistemas fueron agitados pditamente.

Foto 1 y 2: Rodajas de calabacita cortadas con el torno, y los cilindtoses®carpio

cortados con sacabocado.
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1-2-2-Métodos

1-2-2-1-Medicion del volumen del tejido

El volumen del tejido (V) y el peso (jMuego de alcanzar el equilibrio a
las 36 horas, se midieron por desplazamiento de vasgjiridalen una probeta
de vidrio calibrada, con una prediside 0,1 ml. Los volamenes (Vi) y pesos
(my) iniciales se determinaron a partir de los cilindros de catali@sca (sin
inmersbn). El cambio relativo de volumen [(V-W/Vi] y la pérdida relativa de
peso Am = (m-m;)/m;] fueron calculados considerando el volumen (V) y la
masa (ry) correspondiente al estado final de equilibrio de cada saluci

La presén de turgor se calculd, para cada muestra, a partir de los
cambios de volumen ensayados al equilibrarse en las difesoitesones de
PEG y sefin la descripcion de Sajnin y col., (1999), buscando lainima
concentracin de soluto donde ocurria la plasndlisis incipiente. El polimero
utilizado (PEG) no es absorbido a ti&de la MC debido a su tamano, por 10
cual el cambio de la prési de turgor se debe exclusivamente al flujo de agua.
Ademas, como si atraviesa la PC, se observaria el fendmeno de plasmolisis en el
caso de fxdidas de agua extremas (Carpita y col., 1987).

En el equilibrio, el potencial de agua celulay $§e puede estimar a partir
del potencial de agua de las soluciones de infierki PEG, a tra¥s de la
ecuacbn de Van’t Hoff.:

y=MiRT (1)

Donde M es la molaridad de la solucide inmersin, i corresponde al
namero de pariculas que resultan de la disociadn de la molécula de soluto
involucrada (i = 1 para PEG en medio acuoso), T es la tetaperabsoluta (K)
y R es la constante universal de los gases (0,008315 MPamwhK).

El potencial osmtico del contenido celular (ys) se relaciona al potencial

de agua de la respectiva sotitcinediante la siguiente ecuacion:

y=yst+ W (2)
Donde W es la pre&i que siente la pared celular y,
W=-T

Siendo T, la preéh de turgor celular (Stadelmann, 1966). La primera
concentracin de PEG donde ocurrio la plasmolisis incipiente {=0), permitd

calcularyg (el correspondiente potencial osimo) de la ecuaén (1) y (2).
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Finalmente el potencial ositico de las muestras de tejido en cada solucion (ys)
de inmersin se puede determinar de la relacion:

vs=vys’ (Vo/ V) 3)

Donde by V son el volumen de muestra en la plassis incipiente y

en una dada solugi de inmersion luego del equilibro, respectivamente. En las
soluciones de PEG, laglalas tratan de igualar el potencial de agua a ambos
lados de la membranals por el movimiento de agua desde lékilas hacia la
solucbn externa o en la direccion contraria, dependiendo del caso. Este
movimiento de agua produce un cambio en el volumen del tejido, luego del
equilibrio de la élula con la solucion externa. La condicion isotonica
corresponde a la concentr@cide soluto (PEG) en el cual el cambio relativo de
volumen ((V-Vi) /Vi) es igual a cero. La préside turgor del tejido fresco se
estind de las ecuaciones (2) y (3) como:

T=[ys (VoV)] -(MiRT)

I-2-2-2-Ensayos de compresion y de relajacion

Ambos ensayos se llevaron a cabo en una prensa Instron modelo 1011
(Instron Corp, Canton, MA, USA) provisto con un transductor de 500y
punta de medion plana paralela de 30 mm deudktro. La velocidad usada
para la etapa de comprasifue de 5 mm/min. En cada ensayo, se evaluaron seis
cilindros de 20 mm de d@hetro y 10 mm de alto para cada tipo de sistema.

En el ensayo de comprésj se registraron las curvas de fuerza-
deformacbn hasta un 80% de deformacion de la muestra. La fuerza (Fr) y la
deformacbn (L) al primer pico de fractura fueron determinadas de lasaswr
la firmeza () se calcu) como la relacion Fr/Ls.

Para el ensayo de relajagj los espetmenes se comprimieron hasta el
14% o 25% de deformagi. Se eligid la menor deformacion posible que
permitiese al textwmetro Instron registrar una fuerza sin ocasionar fractura
macrosopica al tejido, tanto en el tejido fresco como en los cilindros tratados.
Al nivel de deformacin pre-seleccionada, se detuvo el cabezal y se régistr
entonces, la fuerza de relajaciF(t)] a lo largo de, al menos, 10 minutos. Las
fuerzas de relajaém obtenidas se normalizaron dividiendo por el valor de la

fuerza inicial de relajaén (Fo): F' = F(t)/R. Las curvas dé en funcén del
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tiempo se ajustaron s@gel modelo generalizado de Maxwell (Peleg y Calzada,
1976; Nussinovitch y col., 1989):
F(r) = Foo+ )" Fi-exp(-t/ )
i=1
Siendo los pdimetros normalizados obtenidos:
Foc: fuerza de relajaén a tiempo infinito.
Fi: fuerza de relajaén inicial.

;. el tiempo de relajaén para cada cuerpo de Maxwell.

|-2-2-3-Ensayos reologicos dinamicos

Seis discos de 35 mm deadietro y 3 mm de altura del tejido del
mesocarpio se utilizaron para realizar los barridos de fremugrara cada
tratamiento. Se utilizaron platos paralelos de 30 mméeedio, en un rémetro
dinamico Paar Physica MC 300 (Alemania). Discos de tejido de, exactamente
30 mm de dimetro se cortaron con un sacabocado de los cilindros equilibrados
en cada soluéh de PEG. Inicialmente, se llew a cabo un barrido de amplitud
del esfuerzo entre 0,5 y 1000 Pa, a frecuencia constante de 1®Hz, en el
tejido fresco y equilibrado, con el objeto de determinar el radgo
viscoelasticidad lineal (LVR), es decir, el rango de deforames donde los
valores de G G’ y la relacion deformacion/esfuerzo aplicado fueron constantes
para las muestras estudiadas. Un valor de defofmalei 0,01% se eligié
entonces para hacer los barridos de frecuencia (espectiaitngcestando este
valor dentro del LVR para todas las muestras. Ldslubos elastico o de
almacenamiento (@ y el viscoso o de pérdida (G’’), como at también la
tangente delangulo de desfasajed (tané = G’/G’), se evaluaron a 20
barriendo frecuencias entre 0,1 y 10 Hz. Como losingaros dinamicos
mencionados mostraron ser independientes de la frecuenciagspestivos
valores a 5 Hz fueron elegidos para la compénadel comportamiento

dinamico entre los tejidos con diferente grado de turgencia.

|-2-2-4-Microscopia Optica (LM)
Las secciones de tejido fresco y de tejido equilibrado en soluaitenes

PEG de concentraciones 80, 250 y 540 mol, e fijaron por inmersn,

-17-



durante 24 horas a temperatura ambiente, en glutafdédé®0g kg?) en 100
mol m*de buffer de fosfato de potasio (pH: 7,4); luego se enjuagasudces
con agua destilada, se fijaron posteriormente enfxidtr de osmio (Osg) a
temperatura ambiente y fueron deshidratadas en acetona astrsetiebebidos
en una resina Spurr de baja viscosidad. Para la miciasgojza, secciones (1
0 2um de espesor) del tejido embebido en Spurr se cortaron en un Sor2all MT
B Ultracut microtome y sefi¢ron con azul de metileno.

Las observaciones de realizaron con un microscagitico de

fluorescencia Nikon (AFX I, J&m).

I-2-2-5-Microscopia electronica de transmision (MET)
Se cortaron secciones ultra finas del tejido embebido en Spuiteron

con acetato de uranilo-Reynolds y se observaron en un microscopionétectr
de transmigin EM 109T Zeiss TEM (Alemania).

I-2-2-6-Actividad enzimatica
Las mediciones se realizaron por duplicado. Se &itigma deionizada
(Milli-Q ™) para la prepara@h de todos los reactivos utilizados para el dosage

de enzimas.

Concentracion de proteinas

Las proténas se determinaron en cada extracto enzimatico por el método
de Lowry (Lowry y col., 1951) utilizando sero athina bovina (BSA) como
proteina Standard (Sigma, USA).

Actividad de Peroxidasa (POX)

Se sigub el procedimiento de Fuster y col. (1994) modificado para
extraer con buffer fosfato 50mM (pH 7,2) la POX soluble y totatej&lo. Los
cilindros de tejido se trituraron con el buffer en un Sorvall OmnieM{USA)
enfriado con hielo a°€, durante 5 minutos para extraer la fraccion soluble de
esta enzima. Inmediatamente, se divddii homogenato en dos fracciones: una

se utilizv para evaluar la POX soluble, y a la otra se le @gag’l sélido hasta
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alcanzar una concentréaifinal en la suspensih de 1 M en NaCl. Estailtima
fraccion se somedi una vez ms a homogeniza@h durante 7 minutos a 4°C,
obteniendo la completa disoldaidel NaCl y, consecuentemente, la extraccion

de la POX énicamente unida a la PC. El sobrenadante obtenido luego de la
centrifugachn (4°C) se utilis para determinar la actividad de POX total. La
actividad de la enzima se mida 25°C como describieron Marangoni y col.
(1995), usando guayacol como sustrato y expresando la actividad como el
cambio en la absorbancia (470nm) o UAb Thing protena. La actividad de

POX ionicamente unida se hall6 por diferencia entre la total y la soluble.

Actividad de Pectinmetilesterasa (PME)

La extracabn de PME y la evaluadin de la actividad de la misma se
llevaron a cabo de acuerdo aktmlo de Hagerman y Austin (1986). Cada
muestra de tejido (4,59) se extrajo con 8,8% (p/v) de smludei NaCl (15 ml)
conteniendo 2% (p/p) de polivinilpirrolidona (PVP) como ligante de conpsies
fendlicos, en un homogeinizador enfriado exteriormente con hieldCa El
homogenato se centrifagdurante 10 minutos a 20000g°@4. Se separo el
sobrenadante, se le ajugl pH a 7,5 y, finalmente, se utilizaron de 30 a 100
en el procedimiento coloriérico. Este ensayo utiliza 0,01 (p/v) de solucbn de
azul de bromotimol (preparada en buffer de fosfato de potasio 0,003W,5pH
como indicador colorigtrico del descenso del pH que ocurre debido a la
actividad hidraitica de la PME, que involucra la de-metoxitacidel acido
galactubnico de las pectinas. La actividad de la enzima sedmidb°C como el
cambio en la absorbancia (620nm) o UAb Ting* protena.

Actividad de poligalacturonasa (PG)

Los cilindros de tejido (10g) se trataron con una sétude NaCl 5%
(p/p) (60g) que contém 5 mM de tetrationato de sodio como inhibidor de
proteasas y 2% (p/p) de polivinilpirrolidona (PVP) como ligante de costqaie
fenodlicos, en un homogeinizador enfriado exteriormente con hielo°& 4lurante
10 min. La actividad de la enzima se midle acuerdo con Nelson (1944)
mediante ladcnica que involucra la incuba@i de enzima-sustrato durante 2 h a
37C, seguida por una reaccén colorimétrica con el reactivo de Nelson (arseno-

molibdato). Se utilid como sustrato acido poligalacturénico disuelto en buffer
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acitico/acetato de sodio (pH 5,5). La absorbancia se determin
espectrofotorétricamente en el sobrenadante de la centrifégael una longitud
de onda de 540 nm. La actividad de PG se e&pomsno mg deacido

galactubnico por mg de protea.

[-2-2-7-Lignina

Se determié por la reacdn de una secéh delgada de la muestra de
tejido con (a) floroglucinol HCI: 2-3 gotas de 1% (p/v) de florogioten etanol
95%, seguida por la adiei de una gota de HCI 25% (p/v), o (b) safranina-Fast
Green, desps del tratamiento de fijacion principal (10:50:5, formaldehido:
alcohol:acido acético, en agua) a lo largo de 12 horas. La tincion fue seguida de
una deshidrataén en alcohol e inclusion en parafina para el corte (secciones de
1 a 2um de espesor) con un miomo Sorval MT2-B Ultracut (Dupont, USA).

Todas las muestras de tejido se examinaron con un microscdqmo Ni
(AFX 1, Japon).

I-2-2-8-Compuestos fendlicos

La presencia de compuestos dktos simples se estudien secciones
delgadas del tejido de la calabaza cortadas con unibjistatadas con 0,1M de
acetato de sodio (pH 4,5) o bien con afaan20mM (pH 10) para permitir la
auto fluorescencia de las paredes celulares (Parker y col., 188bjnezcla 9:1
de glicerol y buffer fosfato (pH 10) se agfeg@n ambos casos, para demorar la
autofluorescencia y poder tomar lasigenes fotograficas. Las observaciones se
realizaron con un microscopio Nikon (AFX Il, dap bajo modo fluorescencia y
utilizando los filtros apropiados.

I-2-2-9-Obtencion del residuo insoluble en alcohol (AIR)

El AIR se obtuvo luego de tratar el tejido en etanol 85% en eibullic
como fuese descrito por Martin-Cabrejas y ¢894. El producto obtenido fue
secado al aire, a temperatura ambiente, congelado £tnuido, liofilizado y
molido. El polvo obtenido fue envasado en bolsas de Cry¥\acpolimero del
cloruro de polivinilo-cloruro de polivilideno) al vacy almacenado a -80

hasta las posteriores determinaciones.
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El AIR fue: (a) sometido a extracciones secuenciales paihsian
posteriores o (b) utilizado tal cual para la determinadé acido galactubnico,

hidratos de carbono totales yiadres neutros.

I-2-2-10-Extraccion secuencial de AIR y analisis

Se realip de acuerdo a Ng y Waldron (1997). 0,59 de AIR se
suspendieron en agua deionizada (50ml) y el sistema se mantuvdaemm@agi
durante 2 h, a 18-20. El residuo insoluble en agua fue luego extrddo en NaCl
(50ml, 0,136M, pH 6,5) durante 2 h a 18Q0EI residuo se extrajo luego en
CDTA (55ml, 50mM, pH 6,8) durante 5h a 180 Los respectivos
sobrenadantes se aislaron por centrifugagi filtracion posterior a travs de
filtro Whatman GF/F (Alemania). Luego se dializaron adsal¢ membrana de
“cut off” 1000 a 4C previo a la liofilizacion. Se utilizd agua deionizada (Milli-
Q™) para las extracciones secuenciales de AlR.

Los siguientes dihisis se realizaron en las muestras de s6hici
extractiva obtenidaicido galactuénico a travs del método espectofotortrico
reportado por Filisetti-Cozzi y Carpita (1991), glucosa libre porekccon
colorimetia del fenol y 4-aminofenazona con una previa oxiglaenzimitica
especifica de glucosa con glucosa-oxidasa y peroxidasa (Kit &zinde
Wierner Lab., Argentina); hidratos de carbono totales por étodm
colorimétrico de Dubois y col. (1956), utilizando glucosa para la cunéadzst
contenido de metanol, usando eltodo espectofotorétrico de Wood y Siddiqui
(1971). El grado de metilacion (DM) se catcebmo la reladin molar entre el
contenido de metanol y el deido galactubnico determinado en las fracciones
correspondientes. El &lisis de los arares neutros se redizle acuerdo a
Albersheim y col. (1967).

I-2-2-11-Determinacion de acido galacturonico en AIR

Una cantidad de 0,3 g de cada muestra se dispmrsel volumen
necesario decido sulfurico 72% (p/p) y agua deionizada para alcanzar una
concentra@in 1M de acido sulfurico. La suspension se hidroliz6 mediante
calentamiento a 100 durante 1 hora, homogeneizando pefidicamente y

agregando agua en ebuliigi para mantener el volumen total. Los productos,
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finalmente, se enfriaron, neutralizaron con NaOH vy diluyerorcusmtiamente
con agua deionizada. Btido galactubnico se determié como se menci@n

previamente.

1-2-2-12-Determinacion de Hidratos de Carbono totales
en el AIR

Se aplio el mismo procedimiento seguido para la extiacde acido
galactubnico de las muestras, pero la suspensi se hidrolizO mediante
calentamiento a 100 durante 2,5 horas. El contenido de glucosa y la cantidad

total de hidratos de carbono se detethiomo se menci@npreviamente.

I-2-2-13-Analisis de azucares neutros en el AIR

La proporcdn de monosacaridos que constituyen los polisacaridos de la
pared celular se deterndinuego de una hidtisis con acido trifluoracético
(TFA) 2 M, durante 90 minutos a 120 Los hidrolizados se derivatizaron a los
acetatos de alditol (Albershein y col., 196y se analizaron mediante
cromatograit gas-liquida (GCL) utilizando una columna capilar (30m x 0,25
mm) rellena con SP-2330 (02®) en un cromagrafo gaseoso HP-5890
(Hewlett Packard, USA) equipado con un detector de iodizate llama (FID).
Se utilizd gas nitbgeno como carrier, con una velocidad de flujo de 1 ml/min.
La corrida cromatogfica fue isoérmica 220°C, mientras que el inyector y
detector se fijaron en 235, A fin de detectar la presencia posible de material
celubsico, se llevo a cabo el procedimiento de hitisis de Morrison (1988),
con TFA puro sobre el residuo de la primeradlidis. La respuesta del FID se
consideé siempre proporcional al peso de los derivatizados. Cada paso de

hidrélisis se llevd a cabo por duplicado.

I-2-3-Analisis Estadistico.

Las regresiones no-lineales y elahsis estadistico de los resultados a
travts de ANOVA (a: 0.05) seguida por comparacionesltiples apareadas
realizadas por un test de diferencias dstiads de Tukey, se llevdo a cabo
utilizando el programa Statgraphics (vénsB.0, SRSC, 1994, Rockville, Md.,
USA).
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La significancia de las regresiones se detesminaluando el parametro
F de Fischer y el coeficienté ad como el de Durbin Watson en el caso de

regresiones no-lineales (Sokal y Rohlf 1980)
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I-3-Resultados y Discusion

I-3-1-Presion de turgor del tejido

Cuando se coloca un trozo de tejido vegetal en un medio con uni@ presi
osmdtica particular, se contraéro bien se hincharo permanecérsin cambio.

Si la presin osmética del medio que rodea al tejido esisralta que el potencial
osmotico celular, difundié agua al exterior y el material se retra&rSi la presin
osndtica del medio que rodea al tejido es ras baja que el potencial osmdtico
celular, ingresdragua al tejido y el material se hinchaé. Si la presin osmbtica
del medio coincide con la del tejido, entonces el volumen delrialateo
cambiad. Colocando entonces trozos del tejido vegetal en medios dend#er
presbn osmotica y midiendo el cambio relativo de volumen, es posible
determinar claramente el punto para el cual la faede turgor es cero
(plasmolisis incipiente), el punto para el cual el potencial &@sta celular del
tejido intacto equivale al del medio que lo rodea (isotonicidad), cagho
tambin el punto para el cual las células estallan (plasmoptisis) 0 bien se hinchan
en el grado riximo permitido por las caracteristicas de su PC-LM (Rojas y col.,
2002). Este tipo de ensayo permite determinar, entoncesplzests del tejido
vegetal vivo bajo condiciones de cambio 6s0o, su comportamiento textural y
evaluar su posible respuesta en un futuro procesamiento, estel es,
comportamiento y/o resistencia de su estructuraamiecPC-LM bajo el estés
provocado por el proceso.

La preson de turgor del tejido del mesocarpio de la calabacita fresca se
modificé por la inmersin de cilindros de tejido, hasta llegar al equilibrio, en
soluciones de buffer fosfato a pH 6,8 con un aumento discreto de la
concentracin de PEG. Los cambios en el volumen relativo [(YA¥] y en el
peso Am) de los cilindros de tejido en fubaide la concentraéh de PEG, se
muestran en las Figuras 1A y B, respectivamente. Los camddais/os en el
volumen de tejido fueron afectados significativamente (p<0,05) lpor
concentracgin de PEG de las soluciones mostrando una relacion lineal en el
rango de concentraciones de PEG de 130-380 nigbendiente: -0,52; F: 338;
r*: 0,988).
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El estado de plasidfisis incipiente para el tejido es atudonde la
presbn de la pared celular (y el turgor del tejido) es cero. En génse
determina el punto para el cual la pendiente del cambio del volietagvo en
funcion de la concentraéh de PEG (mol m™) adopta un valor nulo o casi nulo
ya que no puede ocurrir una redecsignificativa en el volumen cuando el
tejido esi ya plasmolizado (Lin y Pitt, 1986). Como se puede observar en la
figura 1A, la ocurrencia de la plaslhisis incipiente no fue evidente como una
cesachn de una retraccon adicional de la muestra cuando se equilien
concentraciones elevadas de PEG, para el tejido de laaciédabDe todos
modos, los cambios de firmeza, de fuerza residual de gélaje-.) vy de G
(Figura 5; ver mas detalles €ftomportamiento reoldgico del tejido de
calabazd) con concentraciones crecientes de PEG, revelaron un cambio en la
pendiente para tejidos equilibrados en soluciones de PEG de cocicantB®0
mol m®, tendencia que se atribiuy la plasmolisis incipiente. Lin y Pitt (1986)
determinaron el comienzo de la pladisis incipiente para el tejido de manzana
utilizando un ensayo de compr@sia gran deformadin y Rojas y col. (2002),
usaron ensayos con grandes y péquédeformaciones para kiwi ya que a ellos
tambin les resultd dificultoso determinar aquel estado a &sade los cambios
relativos de volumen como una fuéeide la concentracion de la solucion
osmtica. Como consecuencia y teniendo en cuenta aquel valor de concentracion
de PEG ascomo el cambio relativo de volumen con la concenthacie PEG
para la calabacita (Fig 1.), fue posible calcular la predé turgor del tejido
para todas las condiciones ensayadas y Pitt, 1986; Jackman y col., 1992;
Sajriny col., 1999) y los resultados se muestran en la Tabla 1.

La condictn isotonica para el tejido corresponde a la solucion que
produce un valor nulo en el cambio relativo de volumen para losag
equilibrados (Lin y Pitt, 1986). Una concenttacisotonica de PEG de casi 250
mol m® y una presin de turgor de 0,267 MPa se estimaron entonces para el
tejido comestible fresco (crudo), a partir de la regrekineal. Por lo tanto, la
ganancia de agua ocurre en el tejido equilibrado a concentracio&ECdpor
debajo de 250 mol th Como se puede observar en la Figura 1A, el tejido se
hinchs cuando se equilibrcon concentraciones de PEG entre 250 y 130 rifol m
y no se deteétun incremento significativo del cambio relativo del volumen

entre 0 y 130 mol M de concentraciones de PEG. Sin embargo, un incremento
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significativo en la ganancia de agua ocutal como se pudo determinar a partir
del continuo incremento del peso del tejido entre 0 y 250 riofRigura 1B).

Los tejidos equilibrados en 0-130 mol’rde soluciones de PEG se hincharon
pero, probablemente, no lo suficiente como para producir un incremento
significativo en el volumen, o al menos, una vatiaclel volumen del tejido
detectable bajo nuestro error experimental. En consecuenciashaggtisis o
estallido de élulas parece no ocurrir a bajas presiones @sivas externas (0-130

mol m* de soludbn de PEG) ya que no se observaidadel volumen relativo ni

del peso relativo, y la MC parece prevalecer intactaasn@lulas de dichos
tejidos.

En la Figura 1C se puede observar la represéntalei la presbn de
turgor en funaein de [(V/Vo)-1] o deformadin volumétrica, donde \} es el
volumen de los cilindros de tejido al momento de la pldisia incipiente y V,
el volumen del tejido equilibrado a una dada concewitade PEG. La
pendiente de esta recta corresponde al coeficiente de pdidaehbiel tejido
(Philip, 1958)0 més precisamente, al moédulo ehstico volumétrico como
estableciera Cosgrove (1988). Como se ve en la Figura 1C, diéd@om
depende del grado de estiramiento de la pared celular y, potadwo la
resistencia de la PC depefidel grado de deformacion producido por la presion
de turgor.

-26-



0.2 = 02
01 & E
s o A :é\ OJC-] B
< 01 S
' -0,2 é - 11
2 03 -0,2
-0,4 -0,3
-0,5 -0,4
.0‘6 ‘\\\!}\\\\$!!!\}\\\\}\\\\}!\\\\\\\ _0,5 \\\\’ \’\\\\}\\\\’\\\\}\\\}\\
0O 02 04 06 08 1 12 14 0 02 04 06 0,8 1 12 14
Concentradin de PEG [mol m™® 1C7] Concentracin de PEG [mol n® 1]

_ 1,000
0,800
0,600 -+
0,400 4+
0,200 |

0,000 & ;
0,000 0,100 0,200 0,300

Presion de Turgor [Mpa

Deformacion volumétrica; (V/ Vo) -1
Figura 1. Cambio relativo del volumen (A) yplida de peso (B) del tejido de los cilindros del
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dada concentragh de PEG.
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Tabla 1. Paémetros reokgicos * obtenidos a partir de ensayos con grandes deformaciones de
compresin® y relajacon® y de ensayos dimicos® para el tejidos de calabacita equilibrado en

soluciones de polietilenglicol 400 (PEG).

PEG Presbn Firmez& Ff 7,° Fyf o° F° G" tand®
(mol m®) de tugot x 10° (s) (s) (MPa)
(MPa) (N/m)

Fresco 0,267 300+20 0,10+0,01 19536 0,11+0,01 13+4 0,78£0,02 1,490,23 0,080t

0 NC 312+ 230,093+ 0,006 200+8 0,10+0,01 9+1 0,789+ 0,007 1,50+ 0,20 0,0%0,02
80 NC 314+19 0,09+0,03 20953 0,12+0,06 14+6 0,77+0,09 2,010,28 0,0780,008
130 0,487 322+580,123+ 0,007215+20 0,12+ 0,01 12+3 0,74+ 0,02 ND ND

180 0,400 342+59 0,12+0,03 239% 53 0,11+0,01 11+3 0,76+0,04 1,66t0,36 0,08&0,004
210 0,339 352+ 20 0,13+0,03 242t2 0,10+£0,02 11+7 0,771+0,006 1,86+0,56 0,0%0,02

250 0,26® 298+ 22 0,15+0,02 266t38 0,18+0,02 15+2 0,65+0,04 1,74-0,41 0,0720,005
330 0,101 186+29 0,28+0,02 17110 0,41+0,07 12+2 0,3+0,1 0,51+ 0,02 0,0930,005

380 0,008 167+ 25 ND ND ND ND ND 0,42+ 0,08 0,0940,005
430 153+ 10 0,23+0,04 106+ 140,712+0,003 10+£2 0,08+0,02 0,35£0,09 0,1020,005
540 149+ 14 0,18+0,04 98t11 0,73+£0,09 6,3:0,9 0,08+0,02 0,40:0,08 0,09%0,006
570 148+6 0,22£0,04 11417 0,66+0,06 10+5 0,08£0,01 0,29:-0,02 0,180,02

640 138+ 28 0,24+ 0,05 0,12%0,007
780 154+ 21 0,22+ 0,04 0,140,04

910 154+ 19 0,26+ 0,08 0,145%0,002
1050 1735 0,17+ 0,03 0,1440,006
1200 182+ 31 0,21+ 0,01 0,1450,005

&  Promedios y de$w estindard para n = 6 (p < 0,05).

¢ Concentradin de soluciones de polietilenglicol 400 (PEG).

' Presén de Turgor calculada como se insligreviamente (Sajninet al, 1999).

9 Isotonicidad.

" Plasndlisis Incipiente.

ND, “No determinadd’: las muestras no fueron ensayadas; NC, no calculado.

I-3-2-Comportamiento reoldgico del tejido de la calabacita

I-3-2-1-Fuerza-deformacion

Como se indica en la Figura 2, se observaron picos de fractuas en
curvas de Fuerza-deforméni de la calabacita equilibrada en las diferentes
soluciones ensayadas (0 mof+#h200 mol i de concentraciones de PEG). La
presencia de picos de fractura indieajue la PC se mantuvntegra a pesar del
diferente grado de estiramiento provocado por la frel| contenido celular o
de la presin hidrostitica que la MC y el tonoplasto ejercen sobre la PC
(Stadelmann, 1966; Pitt, 1982). De acuerdo a diferentes autotes1@di2;
Sajrin y col., 2003), la existencia de fuerzas de fractura en lamasuwle
compresin del tejido revelan que la laminilla media (LM) es 48 resistente que
la pared celular (PC), hecho que evita que ldslas se despeguen bajo la

compresin.
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La integridad de la PC y de la MC fue confirmada adepor la
microscopiadptica (Figura 3) y de transmisi electronica (Figura 4) para tejido
de calabacita equilibrado con PEG en concentraciones de 80 @ligia y
5a) y 380 mol i (Fig. 3c y 4c). Se puede ver en las Figuras 3a y 4a que la
vacuola tiene un volumen especialmente grande debido &la#nganancia de
agua, empujando al citoplasma y sus organelas contra la MB gu&ndo el
tejido se equilibf en soluabn hipotonica. La retraccion de la membrana celular
respecto de la PC, lléwdose al citoplasma con sus organelas a ubicarse
alrededor de la vacuola centrada en el interior detlldac se puede observar
claramente en el tejido plasmolizado (Fig.3c). La micraacbgM muestra la
LM con una baja densidad elggtica para el tejido de calabacita equilibrado
(Fig. 4a, c) y fresco (Fig. 4b), coma &snbién una densidad electronica regular
para la PC en todos los casos.

La firmeza en el momento de la fractura se célquira el tejido
equilibrado con todas las diferentes soluciones ensayadas y s@arer la
Tabla 1. No hubo diferencias entre la firmeza del tejidoatbacita fresco (sin
inmersbn) y el equilibrado isotonicamente. En consecuencia, no faloaio
tisular debido a la inmesi. Las muestras de tejido equilibradas con
concentraciones de PEG mayores a 250 mbhmostraron los valoresas bajos
de firmeza y aquellos equilibrados en el intervalo de concemtieside PEG de
0-210mol n?, generalmente mostraron los valoressraltos. A partir de estos
resultados se podrdecir que existe una relacion entre la presion de turgor y la
firmeza.

Como se puede ver en la Figura 2, se réglatmisma forma de curva
de fuerza-deformaén para el tejido fresco, isotonico, y para el equilibrado en 0
mol m* de PEG, pero el tejido plasmolizado méstna deformacion mas alta
en la fractura inicial con un valor constante de fuerzaatguira € 400 N). El
valor de firmeza calculado para el tejido plasmolizado estuvo f@jalee~
155 N/m debido al retraso inicial observado durante el incremento fderiza
de compresin. Probablemente se hayan desarrollado espasiados” (sin
contencdn mecanica) en la €lula luego que la MC se retrajo de la PC debido a
la pérdida de agua durante la plasmolisis, determinando un incremento inicial de
la deformacin, acompéado por valores de fuerza insignificantes durante la

compresin. Como consecuencia, el tejido plasmolizado nbostm
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comportamiento #@s plastico, con el caractético pie inicial (Fig. 2D).
Finalmente, la fuerza auméntapidamente mientras tuvo lugar la compresion

de las PCs presentes hasta alcanzar su fractura finalsavalores de fuerza y

deformachn.
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Figura 2. Curvas obtenidas luego de la compsesiniaxial (5 mm/min.) de los
tejidos de calabacita fresco (A), iéoico (B), hinchado (C) y plasmolizado (D). Las
flechas indican el punto de la fractura tisular.
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Figura 3: Observadin al microscopiodptico del tejido del mesocarpio de la calabacita luego
del equilibrio en soluciones de 80 mol*@) y 380 mol it (c) de PEG 400. Los tejidos
equilibrados se pueden comparar con el tejido fresco (sinsiimetb).

Barra = 10Qum.
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Figura 4: Microscopa de Transmision Electronica del tejido del mesocarpio de la calabacita
luego del equilibrio en soluciones de PEG 400 de 80 niojany 380 mol i (c). Los tejidos

equilibrados se pueden comparar con un tejido fresco (sinsidmetb). Barra = 1pum.
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I-3-2-2-Relajacion

El ensayo de relaja@ permitio evaluar la respuesta naagca del tejido
luego de una compreési inicial a un valor de deformasi constante, sin
provocar déios estructurales a nivel macraégdico (Peleg y Calzada, 1976). Se
registd la fuerza de relaja@n, en funcion del tiempo, en general a una
deformachn constante del 14%. Para el tejido plasmolizado se tuvo que aplicar
una deformadin constante mayor (25%) a fin de obtener fuerzas detectables,
como consecuencia deligasufrido por el tejido durante el equilibrio con las
soluciones de PEG. La relajéeies un ensayo que, como fuera mencionado, se
llevé a cabo fuera del rango de viscoelasticidad lineal por usaes@rensa
Instron y, en consecuencia, la magnitud de losinparos de relajacion
dependieron de la historia previa de defordaciiel espcimen y de la
magnitud de la deformagi constante aplicada (Ferry, 1980).Con el objeto de
poder comparar los resultados obtenidos, se normalizaron las fuerzas
observadas. Las variaciones de la fuerza con el tiempo se quudiprstar
significativamente (p<0,05) al modelo generalizado de Maxwell étlraentos
de Maxwell y un resorte aislado) y se obtuvieron loamettos normalizados
de relajacin: la fuerza residual de relajaaidespués de un tiempo infinito (£.,),
las fuerzas pre-exponenciales;)(correspondientes a la relajaci de cada
cuerpoviscoeldstico de Maxwell y los tiempos de relajaaicaracteisticos (z;)
de ellos (Tabla 1). El primero de estosapattros, F., describe la relajaén del
resorte aislado que se halla conectado en paralelo a los cueiazwiell en el
esquema medaico del sistema bajo estudio y representa el comportamiento
solido. Como se puede ver en la Tabla 1, los valores mltos de-,, estuvieron
asociados a los tejidos con una importante turgencia @pré&sturgor (rango
de concentraciones de PEG entre 0-250 mi)| meste paimetro represento el
78,9-65% del total de la fuerza relajada. La fuerza res{dast®4%), para el
tejido de calabacita con prési de turgor alta e incluyendo al isotonico,
representa las componentés-o eldsticas 0 cuerpos de Maxwell.

La respuesta #&itica de los tejidos vegetales se ha atribuido
tradicionalmente a la celulosa, macroéeala que provee al tejido de alta
resistencia a la terisi y que tiene caract®ticas cristalinas que confieren a las

células individuales de gran rigidez y resistencia al desgarro y/o ruptura
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(Jackman y Stanley, 1995). EI comportamiensstib (valor de F., ) del tejido
de la calabacita es la manifestacde la contribucin solida del estiramiento
que la PC desarrolla bajo la tensiejercida por la pre&n hidrostitica del
contenido de ladula. Las fuerzas residuales de relapaciF.,) mostraron, en
general, una tendencia similar a la observada para la firraias valores para
tejidos equilibrados en condiciones hijatas y valores ms bajos, cerca de la
plasmolisis incipiente.

Para el tejido equilibrado a concentraciones de PEG aftas que
agullas correspondientes a la isotonicidad, el comportamienténicese debe
atribuir a las componentes viscasticas, mostrando los valoresamaltos deFi
(40-70% del total de la fuerza relajada) asociado al cuerpléladevell que
muestra los tiempos de relajacimas bajos (). La necesidad de dos elementos
visco-ehsticos sugiere la contribuénh de diferentes elementos estructurales.
Sakurai y Nevins (1993), en sus estudios de retajaie| estés, atribuyeron las
propiedades de viscoelasticidad del tejido de tomate, paimsente, a los
polimeros de poliurénidos y celulosa. Los tiempos de retardis mortos reflejan
una menor estabilidad de los elementos estructurales o bien da vedycidad
de relajagdn que muestran los biopa@heros asociados a ellos, a los cuales se
pueden atribuir estas propiedades viséstehs. Los poliubnidos de la
laminilla media amorfa son flexibles, altamentstitos y facilitan ‘pidamente
la transmisin de los esfuerzos tangenciales en contraste con la hemicelulosa que
est considerada como una macrofeala relativamente estable que tiene una
interaccon importante con las microfibrillas de celulosa (Jackman wylSta
1995). De esta manera, los elementos vigstieds 1 y 2 deben reflejar las
propiedades de relaj@ai de las hemicelulosas y poliurénidos, respectivamente.

El valor deF., del tejido fresco (sin inmersi) fue mayor que el del
tejido equilibrado is@nicamente el que tamldin mostt valores ms altos deFi.

De modo que la inmexsi per se produjo, efectivamente, flatisular que afectd

la estructura relacionada al resorte aislaflo,(Tabla 1). Este efecto no se
detecd a travs del patimetro de firmeza, como se establea previamente. La
firmeza del tejido, calculada a partir de la fuerza detdra, da diferente
informacibn en relacdn al comportamiento textural, probablemente porque

involucra la ocurrencia de fia tisular bajo compresion. La firmeza estafa mas
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bien asociada a la resistencia del material bajo una dargampregin, como la

gue se ejerce cuando el tejido vegetal se comprime endaditice los molares.

[-3-2-3-Ensayos dinamicos

También se evald el comportamiento reégico del tejido de la
calabacita mediante estudios estructuralést-oest’ (sin alteracin) usando un
redmetro que aplica esfuerzos y deformaciones en modo cizalla dentrangel ra
de viscoelasticidad lineal (LVR). Se readlizl ensayo a una deformaén
constante de 0,01%. De esta manera, loduins de almacenamiento (y de
pérdida (G’) medidos proveen informacion fundamental: ellos $lo dependen
del material y se relacionan con su estructura, trabajaajdacbndiciones de un
tejido sin fractura. Se deterndinque el tejido de calabaza se comportaba
predominantemente como uiliglo porque los médulos de almacenamiento (G”)
estaban por encima de losdnlos de pérdida (G”) en por lo menos un ciclo log
y ambos fueron independientes de la frecuencia, en el rango de 04-10 H
dentro del LVR. Una tendencia similar fue observada por Gerschgnsoh
(2001) para el tejido de kiwi.

Comparando valores demn 6(G’’/G’) informados en la Tabla 1,
observamos que el tejido equilibrado con soluciones en el rango de
0-250 mol nt de PEG, como astambén el tejido fresco, mostraron un
comportamiento predominantementdido o ehstico (fan 6= 0,070) mientras
gue el tejido equilibrado con soluciones hipeitas presentd, en general, una
elasticidad significantemente menor (0 un comportamiento viscos@rinay
estando laran den el rango 0,1-0,145. Esto significa que se obsema
reduccén en la relacion G”’/G’para el tejido equilibrado en soluciones de PEG
mas concentradas que las correspondientes a la isotonicidad. &anidiod el
cambio del comportamiento miico de la PC-LM. Las observaciones
realizadas a tras de microscopia optica LM (Figura 3c) y TEM (Figura 4c) de
los tejidos equilibrados en solagi conteniendo 380 mol th de PEG
permitieron observar la plasiisis: se pudo observar sepatacide MC o
retraccon desde la PC. Se pudo detectar la plasiisis incipiente, en este

ensayo, por un cambio en la pendiente débuio de almacenamiento en
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funcion de la concentracion de PEG para los tejidos equilibrados a partir de 380
mol m-3 de PEG (Figura 5).

Los pa#metros dindamicos y los pardmetros normalizados obtenidos
luego de modelar la relaj@ai mostraron una tendencia similar en relacin a la
presbn de turgor (Tabla 1) para los tejidos estudiados. Se obtuvo una
correlacon significativa paraF..y G’ o tan 6 : F.,,y G mostraron un coeficiente
de correlagin (r?) de 0.93 (nivel de significam de 0,00001) y un F de Fisher
de 114 (ANOVA de la regresi lineal; n=11 tratamientos)F., Yy tan
Smostraron un’de 0,93 y un F de 116 (n=11). Esta corréaiuestra que la
informacibn provista por los parametros de relajacion se relaciona con la
provista por estudios dimicos. De cualquier modo, se debe recordar que la
fuerza residual de relajaé@ depende de la historia de deformacion
experimentada por la muestra de tejido y, en consecuencia, noe prove
informacibn fundamental como los ensayos dinamicos. Rojas y col. (2002),
estudiaron el comportamiento régico del kiwi (Actinidia deliciosa, A. Chev.)

y observaron que los esfuerzos de relgjaiicial y residual determinados bajo
una deformadin constante del 14% correlacionaban significativamente con el
maodulo complejo (G*). Tamkn establecieron que la firmeza no correlacionaba
con el G* debido a que la evaluacide la fuerza de fractura requiere de la
ocurrencia de d@ tisular. Como se puede ver en la Tabla 1, el resorte aislado
representado por el valor d&, est fuertemente asociado con la existencia de
presbn de turgor en las muestras de tejido estudiadas. Como se sabe, cuando el
tejido est plasmolizado, pierde su préside turgor. En consecuencia, el valor
de G, F., Yy firmeza determinado para el tejido plasmolizad® puede ser
atribuido a la contribu6h de la unidad memica PC+LM. En la Tabla 2, los
valores de estos paretros obtenidos para tejidos equilibrados en 380-910 mol
m* de concentraéh de PEG se promediaron e informaron como contribucion

de (PC+LM) al comportamiento régico. Para el mesocarpio del tejido fresco,
la firmeza (300000 N/m) se pudo descomponer en dos contribuciones: una de la
PC+LM (152000 N/m) y la otra la préside turgor (148000 N/m). Un élculo
similar permitd obtener la contribuén del turgor al F, y al G. Se pudo
establecer que el 79% deé,&00% de F.. y 50% de la firmeza pueden atribuirse

a las manifestaciones de la péasde turgor en el tejido de calabacita fresco.
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Rojas y col., (2001, 2002), estudiaron la contribuatlativa de la presbn de
turgor, PC y LM a la reoldg del kiwi (4Actinidia deliciosa, A. Chev.) utilizando
ensayos de grandes deformaciones y ensaydsniiss; observaron que la
contribucbn relativa de la presbn de turgor a los esfuerzos de relajaciue ~
75 a 69% vy la contribuén al modulo dinamico fue~ 67% 6 48% para el tejido

inmaduro y maduro, respectivamente.
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Figure 5. Firmeza, fuerza de relajéai a tiempo infinito (F,) y modulo de almacenamiento

(G”) en funcbn de concentraciones de polyethylene glycol 400 (PEG) para los tejidos de
calabacita equilibrados.
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Tabla 2. Contribucén de los componentes estructurales del tejido a los fa¢tros reologicos

del mesocarpio del tejido de la calabaéita.

Firmeza x 1G (N/m) F.? G’ (MPa)
Mesocarpio del tejido fresco 300+ 20 0,78+ 0,02 1,49 0,23
Pared Celular + laminilla media 152 0,00 0,3%
Efecto del Turgor 148 0,78 1,17

2| os valores representan los promedios y esstandard (p < 0,05) de n = 6 muestras.

® Fuerza normalizada a tiempo infinito de relajadi,) determinada al 14% de deformactonstante.

¢ Médulo de almacenamiento (0,01%, deformadh constante).

4 Corresponde a la plastisis incipiente (presion de turgor del tejido = 0).

€ Corresponde a la firmeza adulo de almacenamiento calculado como el promedio de los correspondientes valores
texturales obtenidos para los tejidos equilibrados en el rangondentraciones de 380-910 PEG.

I-3-3-Analisis enzimatico

Se estudi la actividad de las enzimas relacionadas a la pared cefular e
las muestras de tejido sometidas aéesikmotico. La enzima PME remueve los
grupos metilo que esterifican al carbonilo génésse bloques de residuos de
galacturonato ionizado en las cadenas de pectina. Estos blodpiessaesin
involucrados en la formaa de zonas de union puente Ca entre los pwleros
(Fry, 1986; Carpita y Gibeaut, 1993). Esta enzima se desetamente en el

tejido de calabacita fresco, sin inmérs{Tabla 3).

La enzima PG exhibe una alta afinidad por laséoubds largas, a las
cuales corta apidamente, produciendo hidilisis especifica de las uniones
terminales. Se ha informado que la PG aumenta en grado impedaattvidad
en el tejido del méh (Cucumis melo, L.) como respuesta al estrdel tejido
(Sajrin y col., 2003). Actividades de PG similares se detectaron enjidsstele
calabacita frescos y equilibrados con 0,00 PEG pero una réndggiificativa
se obserd para los tejidos iséhicos y plasmolizados (Tabla 3).
Consecuentemente, no se enadattivacion o de novo Sintesis de la PME y la
PG luego de 36 horas de inmérsiel tejido a 12C y, en general, se observo
una tendencia a la reduéeide la actividad de PME y la PG con la inméisi

y/o cambio de la pre& de turgor.
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La POX total se incremefhtal doble luego de la inmeési del tejido de
calabacita. Probablemente, el equilibrar las muestras ji® teortado en
solucbn de buffer con PEG promueve cambios en las células y/o en la estructura
de PC-LM relacionados al incremento de la POX. Sin biewctlgidad total de
POX no difirid entre los diferentes tejidos tratados, se encontraron importantes
diferencias cuando se distinquintre fraccion de POX soluble y fraccion de
POX ionicamente unida. Se sabe que las formas solubles sormgitapk y
estin involucradas en el control metabolico de la maduracion y senescencia de
las frutas mientras que la POdhicamente unida se encuentra, generalmente, en
la PC y LM (Ingham y col., 1998; Lichtenthaler y Schweiger, 19688ando la
presbn de turgor determird un maximo estiramiento (turgor>0,487 MPa) como
ocurre en el tejido equilibrado con 0,00 M de PEG, la P@icamente unida
most la actividlad mas alta (Tabla 3). La POX estuvo probablemente
catalizando reacciones esfféas en la PC-LM relacionadas al estiramiento de
la PC. La POX puede producir entrecruzamientos de compuesiggden
(lignificacion) o entrecruzamiento con glicoprotas de pared ricas en
hidroxiprolina (HRGPS). En este tejido no se encdolipina al observarse las
laminas de tejido té&idas con floroglucinol a traé de un microscopio Optico
(resultados no mostrados). Tampoco detectammad fertlico (compuestos
fenolicos) en este tejido cuando se lo obseal microscopio por medio de una
fluorescenciacido-basica (Martin-Cabrejas y col., 1994). Resultados similares
fueron obtenidos por Lichtenthaler y Schweiger (1989). Como fue sugarielo
caso de la pared celular del tejido de la manzana (Ingham \y 1888;
Lichtenthaler y Schweiger, 1998), la localizacde la POX i6nicamente unida
probablemente refleje otros roles mas aeé la lignificacbn. Se cree que la
POX actuaia produciendo entrecruzamiento de la extensina, una HRGPs
localizada en la pared celular del tejido vegetal, en este, de la calabacita
madura. La extensina usualmente se relaciona con las cadenas de
homogalacturonanos de las pectinas mediante uniéngsas distintas de los
puentes Ca o desarrolla entrelazamientos de pectinas-en-extamsimxolucra
cadenas de ramnogalacturonanos, RGI (Fry, 1986). Estainprotgarece
entrelazada en la matriz celulosa-xiloglucanos, reemplazanparte la fundin
de los xiloglucanos en la maduragi cuando las éulas han finalizado el

crecimiento y no hay as necesidad de una elongaccontimia de la PC. La
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formacibn de la red de extensina mediante un entrecruzamiento oxidativo
tambin se ha reportado como ocurriendo en respuesta il did tejido,
proveyendo a la PC de una estructura fuerte (Iraki y col., 198&le¥ y col.
(1992) informaron que este entrecruzamiento oxidativo de la extesinianza
pocos minutos despu del estés del tejido vegetal. En consecuencia, el
incremento de la POXonicamente unida pogr también reflejar, en nuestro
caso, la respuesta del tejido equilibrado alésstmpuesto por el corte y la

inmersbn.

Como se puede ver en la Tabla 3, la P@Xdamente unida y la POX
soluble mostraron un incremento de la actividad con respecajidn fresco
para las muestras equilibradas en una soludsotonica. En el tejido
plasmolizado, la vacuola y todo el protoplasto se hanidetdabido a la pérdida
de agua, y el incremento de la actividad de la POX d@cstrffimente a expensas
de la fracabn soluble. El incremento de las fracciones solubles en los tejidos
equilibrados isd@tnicamente y plasmolizados con respecto al tejido fresco puede
ser un indicador biodmico de la alteracion metabolica debido al corte e
inmersbn del tejido como astambién a la plasmolisis, cuando corresponda. No
se obsery este incremento en los tejidos hinchados; probablemente emsste ¢
el exceso de POX sintetizada en el citoplasma fue llevéapared celular para
ayudar al estiramiento.

Se puede decir que, en general, equilibrar los cilindros cortados de
calabacita en soluciones de PEG produjo un incremento totaP&XaFsta es
una respuesta metalixa al estés del tejido que incrementa la fraacide POX
ionicamente unida para los tejidos isetico e hinchados. Como se determind
previamente a tra¥ de los ensayos texturales, la pared celular del tejido de
calabacita presefituna gran resistencia que évia plasmoptisis (o estallido de
la célula) cuando el tejido estaba equilibrado en soluciones de buffer sin PEG.
La resistencia del tejido de la calabacita al estallidopsede atribuir al
desarrollo de entrecruzamientos oxidativos de la extensinézadtzd por POX
como respuesta del tejido al éstiuego del corte y la inmeési, adenas de la

resistencia natural que ofrece la matriz de celulosa.
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Tabla 3. Actividaded de Pectinmetilesterasa (PME), poligalacturonasa (PG) gxigesa

(POX) en el tejido fresco o en el tejido equilibrado en sohes de polietilenglicol 400 (PEG).

PEG Turgor” PME® x 10° PG x 10° POX® (UAb min™ mg™)
concentracion ~ x 107 UAb mintmg®*  mg GalA mg™
(mol m®) (Pa)
Soluble I6nicamente Total
unida
Tejido fresco 267 4,69 +0.30 1,4+0,1 7,0+0,8 9,4+0,7 16,0+ 1,0
(sin inmersioén)
0,00 > 487 ND 1,5+0,1 7,8+0,7 20,0+ 0,2 28,0+ 2,0
(Tejido
hinchado)
250 267 ND 0,6 £0,0 15,9+0,9 16,0+ 1,0 32,0+£3,0
(Tejido
isotonico)
1050 <0 ND 0,5+0,0 18,5+0,8 10,6 £+ 0,9 29,0+£2,0
(Tejido

plasmolizado)

#Promedios y desws standard; (n = 6).

ND: no detectable.

PPresbn de Turgor calculada como se describe en Métodos.

CUAb min' mg*: Unidades de Absorbancia a 620 nm por minuto y por mg de BSA; 8lbimina de suero bovino.
“mg GalA mg": mg descido galactubnico producido luego de 2 h de incukiaci 37°C, por mg de BSA.

®UAb min' mg': Unidades de Absorbancia a 470 nm por minuto y por mg de BSA.

I-3-4-Analisis quimico de las paredes celulares
I-3-4-1-Residuo Insoluble en Alcohol (AIR)
Como se observa en la Tabla 4, alrededor de 67-80% (670e20()

del AIR obtenido estaba compuesto de carbohidratos noddetsl como se
puede observar bajo élulo “Hidratos de Carbono Totales”. ElI 30-33% restante
estuvo constituido por material ceélsiko y proteinas. Se ha reportado que la
parte comestible de la calabacita tiene 0,3% (p/p) de amid5% (p/p) de
agua (McCance y Widdowson, 1991). Considerando que el materiapdeeth
celular (PCM) contenida en el AIR equivale al contenidodtids (5% p/p), el
maximo contenido de almidon esperado en el AIR deberia ser de 6%. De
cualquier modo, se obtuvo 13-24% de glucosa no @édal (Tabla 4).
Probablemente otros insolubles en alcohol como las glicopasteadeids del
almidon residual, contribuyeron al alto valor de glucosa obtenida. Se puede
observar tamBhn que, alrededor de 8-18,5% de los AIRs disueltosaeido
sulfarico 1M (100°C-1h), comprent acido galactubnico proveniente de los
polisadridos pécticos.

Cuando los AIRs se sometieron a unadiidis con solucin 2 M-TFA,

solo el 13-23% permanetiinsoluble (Tabla 5). Este residuo estuvo constita

-41-



casi totalmente por glucosa $5%) de la celulosa, con s6lo muy bajo contenido
de manosa, galactosa y xilosa, como se detérrhiago de una completa
disolucbn del residuo en 100%-TFA (%0-1h). El adlisis de los azacares
neutros en la fracén soluble (77-87%) obtenida del AIR del tejido fresco de la
calabacita luego del tratamiento con 2 M-TFA, mosjite estaba constituido
predominantemente por glucosa, arabinosa, galactosa, ramnosaay (Xiabla
5).

Luego de la inmeréh en soluchn de PEG, se afagtprincipalmente el
contenido de arabinosa: su valor original en el fresco dis#iBn45% para los
tejidos hinchados e isitico, respectivamente, y 70% para el tejido
plasmolizado (o PC sin estiramiento). Sin embargo, los nivddegalactosa,
ramnosa Yy xilosa disminuyeronlg para los tejidos plasmolizados36%). Las
cadenas cortas de arabinosa, combinadas con ebnmnn de ramnosa,
constituyen las ramificaciones del fitro ramnogalacturonano | (RG I).
Cadenas laterales de tres residuos de galactosa se puedetrse tamidin
combinadas con ramnosa, pero con menos frecuencia (Brett y Wdlaa#),
Fry, 1986). Estas ramificaciones de galactosa se puedenlagiranificaciones
de arabinosa pertenecientes a otranpab ramnogalacturonano a téavwde una
union pectina-pectina. Los entrecruzamientos pectina-en-extensisduéran
zonas sin ramificaciones (o lineales) de cadenas ddmgroé de
ramnogalacturonanos. Por lo tanto, uéadjla de arabinosa de 30-45% en los
tejidos equilibrados hinchados e i@tito puede haber ocurrido para evitar el
impedimento espacial que ocasidaarlas cadenas laterales de arabinosa,
facilitando en consecuencia, la formacde redes o matrices con RGI durante el
entrecruzamiento oxidativo con las subunidades de extensina (Nddyowa
1997). Esta explicaéh es coherente con el incremento de la POX idnicamente
unida para los tejidos equilibrados hinchados éisad.

Ademis de las grdidas de arabinosa y galactosa, dedgurrir una
degradacin de los polimeros de RG I en los tejidos plasmolizados, como se
puede concluir de la redudai de los contenidos de ramnosa (Tabla 5) y de
acido galacturonico (Tabla 4) de estos tejidos cuando se los compara con el
tejido fresco.

Una importante grdida de xilosa tambn ocurri6 en el AIR del tejido

plasmolizado (Tabla 5). Esto se puede atribuir a la degtadai® los
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xiloglucanos y/o arabinoxilanos que pudo haber ocurrido luego dedlgpdel
estiramiento de la PC en los tejidos plasmolizados. Se moad&iir, entonces,
gue la composién de la PC en la calabacita depende y se ve afectada por el
grado de estiramiento de la PC y, por lo tanto, por ladurelsi turgor de los
tejidos estresados osritamente (Carpita y Gibeaut, 1993).

I-3-4-2-Fracciones extractables

Para clarificar las caracieticas del tejido de la calabacita comoi as
tambén el efecto del stress osnco sobre la composiéh quimica en
polisacridos de PC-LM, se llevaron a cabo extracciones secuenciales con agua,
NaCl y CDTA. Las extracciones de los AIRs se realizaronadaerdo al
procedimiento de Ng y Waldron (1997) para minimizar la degréaagi
eliminativa de los pdieros pécticos.

La ausencia de compuestos dleps y uniones de puentes calcio junto
con una importante propoéa de polisacaridos extraibles en agua fria en la
estructura del tejido de calabacita fresco (Tabla 4), irdicgue el mismo es
un tejido abil, tal como se ve habitualmente cuando es hervido en agua o agua y
sal: se desintegradilmente.

Una importante fracéh de los polisaaidos liberados por las
extracciones secuenciales fue predominantemente de naty@&dea tal como
se puede ver, en la Tabla 4, de la rélaantre los contenidos décido
galactubnico y de hidratos de carbono totales en las fracciones solubles en agua
(WS) y solubles en sal (SS). Los hidratos de carbono totaleserados de los
extractos de CDTA coincidieron con la compasicide acido galactubnico de
la misma fraccin mostrando quedto se recuperaron homogalacturonanos luego
de la ruptura selectiva de los puentes calcio con CDTA. Estos
homogalacturonanos exidas deben pertenecer a la laminilla media, siendo de
muy bajo grado de metilagi (DM) (Carpita y Gibeaut, 1993; Brett y Waldron,
1996). Una gran propofii de los polmeros pécticos extraidos, constituidos por
unidades décido galacturonico, se solubilizaron en aguaidy NaCl y CDTA
como se puede observar cuando el contenido de sus fracciones seacompa
porcentaje total décido galacturénico en los AIRs (8-18,5%) (Tabla 4).
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1I-3-4-2-1-Fraccion soluble en agua (WSF)

El contenido de hidratos de carbono totales en la WSF obtenidadiz| tej
fresco, isaknico e hinchado (equilibrado en 0,00 M PEG) fue= 55%, el cual fue
significativamente s alto que el contenido deido galacturénico (12-15,7%).

El anilisis de los azicares neutros en esta fragci(Tabla 5) mostH un alto
contenido de glucosa (probablemente parte pfeuih almidon) y niveles mas
bajos de arabinosa y galactosa.

La pérdida de arabinosa que fuera observada en el AIR del tejido
hinchado y en el del isatico no se reflg) en el contenido de arabinosa de las
fracciones solubles en agua (WSF) respectivasdoyle hizo levemente, en las
fracciones solubles en sal (SS) eixisa del AIR, como se observa en la (Tabla
5). Probablemente, estasrghdas de arabinosa provengan principalmente de
polimeros extraibles en otras fracciones en las que se usan agentes que rompen
uniones covalentes de PC, distintas a las que se extrajefon aqu

Una pequga cantidad de ramnosa, xilosa y manosa se pudo determinar
en la WSF. Se debe mencionar que esta variedad de calabeaaceriza por
su dulzor luego de la coéei en agua hirviendo. Probablemente, unirpealo
extrable en agua como los ramnogalacturonanos especialmente ricos en glucosa
en sus cadenas laterales, aélerde la arabinosa y la galactosa, se pueda
hidrolizar a las altas temperaturas de aaccproduciendo su sabor particular.
Este tipo de pectinas pdaii tambén ser responsables, en parte, del alto nivel de
glucosa encontrado entre losieares neutros de la WSFsta puede derivar de
una importante presencia de uniones no covalentes PC-glidopsote |la pared
celular que podin haber sido parcialmente exttas.

De acuerdo a los datos de las Tablas 4 y 5, en la WSF (#xbla
alrededor de 8,3-9,2% del contenido de hidratos de carbono totalespooice
a la suma de los azares neutros arabinosa y galactosa para todos los estados
considerados. Por lo tanto, la retacmolar deacido galactubnico / (Ara+Gal)
es 3,0:1,0-1,4:1,0, mientras que la ralaci molar de acido
galactubnico/rhamnosa es 30,0:1,0-15,5:1,0. Consecuentemente, hubo poca
ramnosa con respecto @lido galacturonico y, ag, tambén poco RGI, en esta
fraccion. Al mismo tiempo, la relaéh entre Ara+Gal y rhamnosa es 13:1-11:1.

Por lo tanto, los contenidos de arabinosa y galactosa mencionados pueden

corresponder en parte a las regiones ramificadas del RGdanes&cuencias de
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homogalacturonano altamente esterificado (grado de metilaciors6@A)
perteneciente, probablemente, a la laminilla media (Bre#aldron, 1996) y a

las cadenas laterales de arabinogalactanos removidas de los
ramnogalacturonanos (RGs) de la PC porétaita de aislamiento del AIR
aplicada y, en consecuencia, en estado libre para saidexén agua fa.

Debe tenerse en cuenta que 38,8%, 28,8%, 47,6% y 61,2% de los AIR
de los tejidos fresco, hinchado (equilibrado en 0,00 M PEG)pnisot
(equilibrado en soluéh 250 moles 11 de PEG) y plasmolizado (equilibrado en
solucbn 1050 moles M PEG), respectivamente, se solubilizaron en agaa fr
(Tabla 4). Se puede inferir entonces, comparando los porcentajes
correspondientes a los tejidos con la misma fesie turgor (fresco e
isotdnico), que la inmersin per se incrementa la WSF extid de los AIRs.
Teniendo en cuenta el efecto de la inndarein la estructura de la pared celular,
el contenido de la WSF parece ser una funciegativa del estiramiento de la
PC, ya que el tejido plasmolizado consesl porcentaje @3 alto de AIR soluble
en agua (61,23%) y el tejido comximo estiramiento de la PC, el porcentaje
mas bajo (28,76%).

Reobgicamente los tejidos hinchados mostraron las aitas firmezas,
fuerzas de relajaén residual o infinitas y mddulos de almacenamiento. Como se
puede ver en la Figura 6, la fuerza de reléjatifinita adimensionalizada (F.),
se relaciona directamente con la pyesde turgor, disminuyendo con el

incremento en la propoxai del AIR que fue soluble en agua.

0,90 T
0,80 4 ° P Tejido fresco (sin sumergir)

0,70 0.0mol m?
0.60 T PEG ® |sotonicidad
' 250 mol m*

L 0,50 PEG
0,407
0,30
0,207
0.10 nl 1050 mol m

PEG
O‘OO I I 1 } I I I } I I I } 1 I I }.\ I I

200 300 400 500 600 700
WSF extraida del AIR [g kg-1]

Figure 6. Fuerza de relajagh residual adimensionalizada.{Fen funcbn de la proporcion de

fraccion soluble en agua (WSF) extrada del AIR del tejido de calabacita equilibrado con PEG.
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1-3-4-2-2-Fracciones solubles en sal (SS) y en CDTA

Las pectinas extfbles en sal fueron mas ricas ericido galacturénico que
las pectinas solubles en agua (Tabla 4). Teniendo en cuergmpesicén en
azicares neutros (Tabla 5), se puede estimar que ladelawdlar deacido
galactubnico a azucares neutros que no fuesen glucosa va desde 10,8:1 hasta
4,0:1, para todos los tejidos estudiados. Una vz, &l contenido de glucosa
encontrado fue el #is alto entre los @zares neutros (Tabla 5) comad &asabién
los niveles mas bajos de arabinosa y galactosa. Las pectiraislextn CDTA
fueron esencialmente homogalacturonanos (Tabla 4).

Como halr sido reportado por Fry (1986), la solubilizadn de las
pectinas en agua idr esta indicando poco o nada de union a la PC y la
extractabilidad en sal, indica unionésitas entre las pectinas aénicas y los
grupos catinicos (amin@cidos basicos) de la extensina. Se reporta en literatura
gue la existencia de puentes de Ca se revela mediaraaehliento con CDTA
en fio y a pH neutro, lo que remueve selectivamente todo el Csdloy
circunstancialmente solubiliza una propéncde las pectinas por efecto salino
(Fry, 1986). Redgwell y col. (1990), informaron que el CDTA extrae
polisadridos unidos por el Ca y otras unionésikcas y, por lo tanto, incluye a
los polisaéridos pécticos de la LM. Por consiguiente, es mejor incluir una
extraccon previa con NaCl para evitar el aislamiento de pectinas relacionadas
por unionesdnicas en la fracain de CDTA.

El DM no fue significativo para elcido galactuénico presente en los
extractos de NaCl o de CDTA (Tabla 4).

En general, la propor@ de AIR solubilizada por NaCl o CDTA fue
muy baja comparada con aquella eitikaen agua fria. Se obtuvo una mayor
extraccén (12,27%) con sal a partir del tejido equilibrado sin PEG (Tabla 4).
Esto debe estar asociado con una alta densidad de urdines €n las pectinas
de la PC con #ximo estiramiento COMO respuesta a laarima turgencia. Se
debe remarcar que este tejido mo$iractividad mis alta de POXdinicamente
unida que pods actuar produciendo uniones idnicas entre cadenas de
homogalacturonanos y los amiralos de la extensina como respuesta a la

demanda meica resultante del incremento de la preson de turgor (Fry, 1986).
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Tabla 4. Composicbn de las fracciones de material de la pared celular obtenidas luego del

tratamiento de etanol del tejido de calabacita (AIR) ceptnacciones secuenciales de los AlRs.

Fraccion Rendimiento® [A* Methanol™* DM’ Glucosa”®"  Total HC™**
(gke") gkg")  (gke’) (gkg") (kg (gkg"
WS-Fresco 388,1 157+1" 17,0109 720 38 520+ 90
WS-Isot 475,8 150 + 30 14,2+ 0,4 630 43 580+ 10
WS-Hinchado 287,6 124+3  11,6+0,5 620 48 550 + 12
WS-Plasm 612,3 65+3 6,26 + 0,04 640 34 440 + 20
SS-Fresco 44,9 350+10 - ND tr 530+10
SS-Isot 27,5 25010 - ND tr 39016
SS- Hinchado 122,7 220+10 - ND tr 330+ 90
SS-Plasm 55,1 136+1 - ND tr 330110
CDTA- Fresco 35,6 186,3+ 0,8 ---—---- ND tr 188+ 7
CDTA-Isot 28,8 172,7+0,6 - ND tr 17346
CDTA- Hinchado 28,1 179,6 £ 0,5 ------- ND tr 179 +£2
CDTA-Plasm 12,6 177,2+0,6 --—--- ND tr 172 + 4
AIRS®- Fresco 452 163+ 4
AIR®-Isot 390 1853
AIR®- Hinchado 396 160 + 30
AIR®-Plasm 465 8010
AIR"-Fresco 564 185+2 770 + 90
AIR"-Tsot 599 217+ 4 780 + 90
AIR"- Hinchado 643 1347 670 + 85
AIR"-Plasm 536 240+ 10 800 + 90

Fracciones de residuo insoluble en alcohol (AIR) solubilizadoagaa ffa (WS), 136 mol m™-Na ClI
(SS) o por CDTA.

tr, trazas; ND, no detectable; U&gido uronico; DM: grado de metilacién; HC: hidratos de carbono.
Tejidos equilibrados Isot: Isotonico (250 mol®*nPEG), Hinchado (0 mol th PEG) or Plasm:
Plasmolizado (1050 mol FPEG) .

®Rendimiento de las diferentes fracciones (WS, SS, Cybtgnidas del AIR, o del AIR obtenido de los
tejidos fresco y equilibrados.

Pg/kg™ de cada fracon.

‘Glucosa libre determinada por re@cenzimatica.

dLos valores se expresaron como g de@zanhidro por kg de cada fraccion.

*Promedios y desws estandard (n = 91: 0,05).

'Promedios y degvs estandard (n = Gy: 0,05).

9Analisis del sobrenadante recuperado luego de la hidlisis del residuo insolubre en alcohol (AIR) con
1000 mol n? deacido sulfarico durante 1 hour at 100°C.

"ldem (g), pero luego de 2,5 horas de diidis a 100°C.
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Tabla 5. Composiobn de azicares neutros de las fracciones® de los residuos insolubles en
alcohol (AIRs) solubles en: agudaffWs) y 136 mol m™-NaCl (SS) del tejido de calabacita.

Fraccion Rendimiento Aztcares de la pared celular (mol %)
(gkg")

Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc
AIR"-Fresco 770 8 1 20 9 5 11 47
AIR"-Isot 790 7 1 11 8 4 10 59
AIR"-Hinchado 790 8 1 14 8 5 11 53
AIR"-Plasm 870 5 1 6 3 3 7 75
AIR"- Fresco 230 1 3 1 95
AIR‘-Plasm 130 1 1 2 96
WS- Fresco 1 tr 6 - 1 7 85
WS-Tsot 1 tr 6 1 1 6 85
WS- Hinchado 1 tr 9 1 - 4 84
WS-Plasm 1 tr 7 2 - 4 84
SS- Fresco 2 1 10 1 2 10 74
SS-Isot 3 tr 13 1 5 11 66
SS- Hinchado 1 tr 1 2 83
SS-Plasm 1 tr 8 1 1 84

tr, trazas.

Tejidos equilibrados Isot: Isitico(250 mol m® PEG), Hinchado(0 mol th PEG) or Plasm:

Plasmolizado (1050 mol FPEG).
®No se pudieron detectari@ares neutros en el extracto de CDTA.
PAnalisis del sobrenadante recuperado del residuo insolnbéécehol (AIR) luego de la hidlisis con

2000 mol n? TFA (4cido trifluoroacetico) durante 90 minutos a 120°C.
°Analisis llevado a cabo luego de la disolucibn total del residuo obtenido de (°) en TFA puro con 1 hora

de calentamiento a 40 y posterior dilucion de acuerdo con Morrison, 1988

I-3-5-Influencia de la inmersion y de los cambios en la
presion de turgor sobre la composicion quimica del tejido

de calabacita

Se ha observado que la inménsiy la modificacbn de la presin de
turgor de los cilindros de mesocarpio de calabacita por tratamieon
soluciones de buffer (fosfato, pH 6,8) con PEG, “ 1Basta el equilibrio (36
h), promové, simultineamente un cambio en la composicién quimica de la PC,
como as tambén en la proporcin de fracchn soluble en agua (WSF). Ello,
probablemente, se relacioncon la inmersin per se y con el grado de

estiramiento de la PC como consecuencia de laopregercida sobre ella por el
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contenido celular bajo las distintas condiciones de turgencia. Estos
acontecimientos coincidieron con la existencia de una aliarecila respuesta
medcinica. La importante proporocdn de WSF encontrada en el tejido de la
calabacita debe ser, al menos, parcialmente responsableleleilldad mostrada

por el tejido de la calabacita cuando se lo hierve en agaspa&ocain.

La cantidad ras baja decido galactuénico se encontr en las fracciones
extradas, con agua y con NaCl, a partir del AIR de los tejidos plagauis
(Tabla 4). El contenido &3 bajo de pectina en los tejidos plasmolizados se
puede atribuir a la degradéaide la misma a trags de los caminos metatdlicos
y tambén a la extracdin por parte de la solucibn acuosa de buffer-PEG durante
el tiempo en que se alcanza el equilibrio. Tamlse encontr una @rdida de
arabinosa, galactosa, ramnosa y xilosa en la fracebluble en TFA 2 M
obtenida del AIR del tejido plasmolizado (Tabla 5). Este tepidmde la PC se
relajo debido a la desaparéai de la presbn de turgor, mosé entonces, una
pérdida significativa de materiakgtico de la matriz de la PC, comoi é&smbén,
la proporcén mas alta de fracdin soluble en agua exira del AIR. Al mismo
tiempo, todas las muestras de tejido equilibradas en soluciopedbnicas
(concentraciones de PEG mayores que 250 mof@smostraron las @3 bajas
firmezas y nddulos de almacenamiento y un valor nulo dé, .

Por otro lado, el tejido de calabacita cuya PC se ¢estomo
consecuencia de la mayor piesile turgor (tejido equilibrado en 0,00 moles m?
PEG) mostb:

a) La menor proporéh de WSF extraida del AIR,

b) Aproximadamente el mismo nivel de ramnosa, galactogaidy
galactubnico en el AIR que en el tejido fresco,

c) El nivel mis alto de arabinosa entre los AIRs de los tejidos
sumergidos,

d) Un nivel mis bajo de arabinosa respecto al observado en el AIR del
tejido fresco,

e) El mis alto nivel de fracén de SS extrida del AIR,

f) El mas alto nivel de actividad de POXonicamente unida, pero
acompdaada por el mismo nivel de actividad de POX soluble que el tejido fresco

(sin inmersbn),
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g) Reobgicamente, el tejido hinchado mostrlos valores ras altos de
firmeza, nddulo de almacenamientory, en los estudios texturales realizados.
Se puede concluir que la composéicie la PC en la calabacita depende
y se \¢ afectada por el grado de estiramiento de la PC y, por lo, tantda

presbn de turgor del tejido tratado.
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I-4-Conclusiones

No se obsery que ocurriera el estallido de lasédtulas en el tejido de
mesocarpio de calabacita equilibrado con soluciones altamenténliépgtpero
la elongadin de la pared celular no acompafié en una relacion proporcional a la
ganancia de agua. Ello condujo a concluir que la PC del tejidmldbacita
fresco es especialmente resistente a mayores elongadiaieda presin
hidrosttica del contenido de la célula en condiciones de hipotonicidad severa.
Esto se puede atribuir, en primer lugar, a la alta resiatedel entramado
celulosa-xiloglucanos del tejido comestible de la calabacita.

La plasndlisis incipiente se pudo detectar a t@awle los estudios
reologicos, estando asociada con el tejido equilibrado en solucion conteniendo
380 mol de PEG por fle soludbn.

La microscofm most6 integridad de la pared celular para el tejido
equilibrado con las soluciones iénica, hipotonica e hipertonica ensayadas,
hecho que confirma la observacide picos de fractura cuando se somete al
tejido a una fuerza de compr@siuniaxial, luego del equilibrio en estas
soluciones. Sin embargo, la inmérsien soluciones isotonicas produjo déo
tisular que afectel valor de la fuerza de relajésia tiempo infinito (F,) como
ad también la fuerza de relajacion inicial para cada cuerpo de Maxwell.

Se obtuvieron correlaciones significativas paracBn G o con tand,
revelando que la informaai acerca del comportamiento reoldgico provista por
la relajachn se relaciona a la provista por los ensayos dinamicos.

Se estable6i que ~79% del valor de G, el 100% del valor de fvy el
50% de la firmeza correspoda la manifestacion de la presion de turgor,
remarcando la importante contribficide la turgencia a la respuesta rixéca
del tejido de calabacita fresco y explicando é@odaxtural observado cuando se
pierde el turgor durante la presenémaile los tejidos vegetales.

En general, el equilibrio por inmeési del tejido de calabacita en
soluciones de PEG resfllen un incremento de la POX total. Esta fue una
respuesta metahca al estés del tejido que surge del incremento en la fracci
ionicamente unida de POX para el tejido hinchado y tejido isé@tico. La
resistencia del tejido equilibrado en soluciones bigois al estallido de las

células se puede asi atribuir al desarrollo de uniones cruzadas oxidativas de
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extensina, catalizadas por POX como una respuestads detrtejido luego del
corte y de la inmerén, en adicion a la resistencia natural de la red de celulosa.

El contenido de arabinosa observado deérenilos tejidos isohicos e
hinchados facilitando, probablemente, la formacle uniones de pectina (RG
[)-en —extensina durante el entrecruzamiento oxidativo catalizado por P@X.
el contrario, las frdidas de arabinosa, galactosa y ramnosa igualaron a las de
acido galacturonico en el tejido plasmolizado, debido a la degradade
pectina, un fefmeno que ocurre cuando las pectinas ya no se necesitan para
permitir el arrastre viscoso de la red celulosa-xiloglucadosante el
estiramiento de la PC como respuesta al turgor. El RG | imaalacen las
uniones de pectina-en-extensina de los tejidos hinchados @idsotmo
pertened a las fracciones extraidas en agua ni en NaCl. Tambén ocurrié una
importante prdida de xilosa en el AIR del tejido plasmolizado. Esto se puede
atribuir a la degrada@i de xiloglucanos y/o de arabinoxilanos que debe ocurrir
luego de la relaja6h de la PC en los tejidos plasmolizados.

La ausencia de puentes é#inos y la baja propordin de puentes calcio,
junto con una proporén sustancial de pectinas extrébles en agua fria en la
estructura de la PC-LM del tejido de calabacita frescoordgen a un tejido
débil, que se desintegracilmente luego de la coccion en agua, debido a la ébil
adhesbn célula-célula.

En general, la propor@ de AIR solubilizada por NaCl o CDTA fue
muy baja comparada con &tja extrdda por agua fria. Las mayores
extracciones con NaCl se obtuvieron a partir de los tejidos hinchados
(sumergidos y equilibrados en una sabciin PEG). Esta tendencia debe estar
asociada con cambios esffe®s en las uniones ionicas pécticas en la PC como
respuesta al iximo estiramiento.

Se puede entonces concluir que la compasigiimica de la PC en la
calabacita depende y sé afectada por el grado de estiramiento de la PC, en
respuesta a los cambios de p¥esijue sobre ella ejerce el contenido celular

como consecuencia del éstosmotico.
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CAPITULO 11
CALABACITA COMO MATRIZ DE
ALIMENTOS FUNCIONALES
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II-1-Introduccioén

lI-1-1-Nutracéuticos y/o Alimentos Funcionales
El concepto de alimentos funcionales tBagi Japon. En los afios 80, las

autoridades sanitarias japonesas se dieron cuenta de que,opadac los
gastos sanitarios, generados por la mayor esperanza de vidgdieldebn,
halda que garantizar tambén una mejor calidad de vida. Se introdujo un nuevo
concepto de alimentos, que se desarrollaron é$ge@gente para mejorar la
salud y reducir el riesgo de contraer enfermedades. GeneraJmertonsidera
gue son aquellos alimentos, que se consumen como parte detanzodieal y
contienen componentes bigicamente activos, que ofrecen beneficios para la
salud y reducen el riesgo de sufrir enfermedades. Entmmadgejemplos de
alimentos funcionales, se destacan los alimentos que contienemidatios
minerales, vitaminagcidos grasos o fibra alimenticia, los alimentos a los que se
han dadido sustancias biologicamente activas, como los fotoquimicos u otros
antioxidantes, y los proficos, que tienen cultivos vivos de microorganismos
beneficiosos.

Un alimento funcional puede ser un alimento natural, un alimermjoeal
se le ha @adido, o al que se le ha quitado un componente mediante medios
tecnobgicos o bioldgicos (Andénimo, 2006a).

Para dar una explic&ei de “funcionalidad”, los cientificos japoneses
clasificaron en tres los niveles de funcionalidad de losealios:

e Funcionalidad primaria. Ayuda a mantener la vitalidad corporal en corto

y largo plazo.

e Funcionalidad secundaria. El sabor y el aroma son funcionales en tanto
otorgan satisfacén sensorial.
e Funcionalidad terciaria. La fortificacion y la modulacion del sistema

fisiologico son elementos “funcionales” (Anoénimo, 2006b).

El Codex Alimentarius se encuentiman debate con respecto al uso de
alegatos de salud en los alimentosd#imo 2006b,c,d). Sin embargo establece,
claramente, principios generales para la &dide nutrientes esenciales a los
alimentos en su CAC/GL 09-1987 (enmendados en 1989,1991):
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e Por fortificacion o enriquecimiento se entiende la adi@ de uno o mas
nutrientes esenciales a un alimento, tanto si esto originalmente
contenido en el mismo, con el fin de prevenir o corregir unai€ketia
demostrada de uno casmutrientes en la poblacioén o en un grupo especifico
de la misma.

e Por alimentos para fines especiales se entienden los alimentos que se
destinan a desemi@ una funcion especifica, como sustituir a una comida
que habi de tener un contenido de nutrientes esenciales que no pueda
obtenerse sino por adéei de uno o mas de dichos nutrientes. Estos
alimentos, aunque los incluyen, no se limitan a los alimentos g@ginaenes
especiales.

En nuestra legislagh, el Capitulo XVII del Coddigo Alimentario

Argentino regula sobréalimentos de régimen o dietéticos”. A continuacion se

trascriben los aitulos 1339, 1363 y 1369.

Art 1339 - (Res Conj. SAGPyA 120/2003 y SPRyRS 516/2003) Se
entiende por "Alimentos di@icos" o "Alimentos para regimenes especiales" a
los alimentos envasados preparados especialmente que se @ifer@mdos
alimentos ya definidos por el present&digo por su composicion y/o por sus
modificaciones ikicas, quimicas, bioldgicas o de otra indole resultantes de su
proceso de fabricam o de la adicion, sustraccion o sustitucion de determinadas
substancias componentes. dasdestinados a satisfacer necesidades particulares

de nutricon y alimentacion de determinados grupos poblacionales.
Se clasifican en:

a) Alimentos para satisfacer necesidades alimentaripsdfisas de

determinados grupos de personas sanas:
— Alimentos para lactantes yiiok de corta edad.
— Alimentos fortificados.

— Alimentos que proporcionan por adigj nutrientes esenciales.
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— Alimentos en los que se han restaurado nutrientes perdidos en el

proceso de elaboraai.

b) Alimentos para satisfacer necesidades alimentarigged®nas que

presentan estados fiségicos particulares:

— Alimentos modificados en su valor engigpo.

— Alimentos modificados en su composéicilucidica.

— Alimentos modificados en su composicproteica.

— Alimentos modificados en su composiciipidica.

— Alimentos modificados en su composicimineral.

— Alimentos de bajo contenido de sodio.

— Alimentos libres de gluten.

c) Alimentos enriquecidos.

d) Suplementos dietarios.

ALIMENTOS FORTIFICADOS

Art 1363 - (Res 1505, 10.08.88) "Se entiende por Alimentos Fortificados
aguellos alimentos en los cuales la progarde proteinas y/o aminoacidos y/o
vitaminas y/o substancias minerales §¢alos grasos esenciales es superior a la
del contenido natural medio del alimento corriente, por haber sido srgkso

significativamente.

El alimento fortificado debér aportar entre 20 y 100% de los
requerimientos diarios recomendados en las Tablas 1 y 2 agreged@asla

ingesta diaria indicada en el rotulado del alimento.
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TABLA 1: INGESTAS DIARIAS RECOMENDADAS (1)

Nutriente Cantidad diaria
Acido félico 200pg
Acido pantoénico 10 mg
Biotina 0,3 mg
Calcio 1000 mg
Cobre 2 mg
Fosforo 1000 mg
Hierro 18 mg
lodo (Opcional) 150 g
Magnesio 400 mg
Niacina 21,0 mg
Protdnas 0,75 g/kg de peso

corporal (2)
Vitamina A 2500 U.1.
Vitamina B1 1,3 mg
(Tiamina)
Vitamina B2 1,9 mg
(Riboflavina)
Vitamina B6 2 mg
Vitamina B12 2,0ug
Vitamina C 40 mg
Vitamina D 100 U.I.
Vitamina E 30 U.L.
Zinc 15 mg

(1) - Ingesta diaria recomendada para adultosigsnie 4 y mas afios de edad, segin el Octavo
Congreso Argentino de Nutrégi (Buenos Aires, 1983) y U.S.RDA (Ingestas Diarias
Recomendadas de los Estados Unidosligo de Regulaciones Federales § 104.20. Title 21
(1985).

(2) - Nivel de seguridad para la ingesta de pnatede calidad y digestibilidad de la leche o
huevos, para adultos. FAO/OMS/UNU. Serie de Inforréenito N° 724 (1985). Para lactantes,
nifios hasta 10 afios y adolescentes tablas 48 y 49 de la misma publicacion.

(Res MSyAS N 074 del 5.02.98)
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“TABLA 2: INGESTA DIARIA DE REFERENCIA PARA NNOS MENORES
DE 4 ANOS Y PARA MUJERES EMBARAZADAS (2Y 3° TRIMESTRE) Y
EN LACTANCIA HASTA EL 6° MES

VITAMINAS UNIDADES NINOS MUJERES
EMBARAZADAS Y
EN LACTACION
A u.l 1200 4000
C mg 20 50
D u.l 100 400
E u.l 30 30
TIAMINA (B1) mg 0.8 1.5
RIBOFLAVINA (B2) |mg 1.2 2.1
NIACINA mg 13 18
PIRIDOXINA (B6) mg 2 2.5
ACIDO FOLICO ug 100 400
CIANOCOBALAMINA |pug 1.5 3
(B12)
BIOTINA ug 300 300
Ac. PANTOTENICO mg 10 10
MINERALES UNIDADES NINOS MUJERES
EMBARAZADAS Y
EN LACTACION
CALCIO mg 1000 1700
HIERRO mg 12 21
FOSFORO mg 1000 1500 (*)
MAGNESIO mg 400 450
ZINC mg 15 15
IODO ug 150 150
COBRE mg 2 2
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ALIMENTOS ENRIQUECIDOS

Art 1369 - (Res 1505, 10.08.88) "Se entiende por Alimentos
Enriquecidos aquellos a los que se han adicionado nutrientes esenciales
(Vitaminas y/o minerales y/o prdtes y/o aminoacidos esenciales y/o acidos
grasos esenciales) con el objeto de resolver deficiencias algnentacin que

se traducen en fémenos de carencia colectiva.
La elaboradin y expendio de dichos alimentos sera permitida cuando:

a) La autoridad sanitaria competente determine las adicionesan&s y
Sus concentraciones, los tipos de alimentos sobre los que ge giedtuar, las

exigencias de rotula@i, las caracteristicas del expendio y el alcance del mismo.

b) Se haya probado que las deficiencias de aliméntaoi pueden ser

corregidas en forma ecamica con alimentos normales o corrientes.

c) Las carencias deld@rser establecidas por la comunidad cientifica que
identifica® el problema, los grupos poblacionales afectados y la magnitud del

alcance (regional, multirregional o nacional)".

I1-1-2-Métodos Combinados

La preservadin de alimentos implica colocar a los microorganismos en
un ambiente hostil con el objeto de inhibir su crecimiento, acata
supervivencia o causarles la muerte. Si la homeostasis d&dasorganismos,
por ejemplo su equilibrio interno, se interrumpe por factores pedsary
(“barreras™) presentes en el alimento, ellos no se multiplicaran y por ejemplo
permaneceén en una fase lag o incluso pueden llegar a morir, antes que su

homeostasis se restablezca o repare.

El concepto déMétodos Combinados” de preservaén tambén llamado
“Hurdle Technology” en inglés o “Tecnologia de Barreras”, se basa en una
combinacén de barreras que aseguran la estabilidad microbiologica y la
inocuidad, como agambién propiedades sensoriales, nutritivas, y econémicas

de un alimento (Leistner, 1995).
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Temperatura, pH, actividad acuosa,)(auso de preservadores, son
algunos ejemplos de barreras utilizadas. La aptiaaki una barrera puede tener
un efecto positivo o negativo sobre la calidad total deseadalidednto,
dependiendo de su intensidad. En lactita es mas efectivo utilizar en un
alimento diferentes barreras en pegueantidad que sélo una barrera con una
intensidad mayor, porque diferentes barreras pueden alcanzaosdistijgtivos
dentro de la &ula del microorganismo y de esta forma pueden actuar

sinerdsticamente.

Para los paes en desarrollo, los alimentos que se almacenan sin
refrigeracbn tienen un interés especial, debido a que la refrigeracion (energia) es
costosa y a menudo no disponibleasMaun, los procedimientos para la
preservadin de alimentos deben ser econdmicos y simples, pero confiables.
Muchos de los alimentos que permanecen estables e inocuos dunante
almacenamiento prolongado sin refrigefacison los alimentos de humedad
intermedia, con un rango dg de 0,9 a 0,6. Sin embargo, tales alimentos, a
menudo, no son satisfactorios al paladar (demasiado dulces siaéonsalados,
y/o demasiado duros). Por ello, se ha tendido al desarrollo de productos
preservados por éodos combinados de alto contenido de humedad a,, (Mmayores
a 0,92) por ejemplo, a partir de frutas como duraznos,aansmgo, papaya,

banana, etc (Leistner, 1995).

El hierro es un elemento esencial en la ndtticinimal y humana.
Participa de las estructuras de citocromos y de varias anzias el elemento
necesario para construir el grUfi@mo” en la hemoglobina y mioglobina, en las
cuales juega un papel fundamental en el transporte, almaceranyient
utilizacion del oxigeno (Gaucheron, 2000). La deficiencia de hierro, anemia,
puede provocar enifiis un retardo en el desarrollo intelectual y psicomotor y en
mujeres embarazadas, parto prematuro y/o mortalidad mateetal.yAdenas,
la deficiencia de hierro reduce la capacidad laboral, impidri¢éna regulaén
de la temperatura en el cuerpo y reduce la respuesta inmune aduoelata
incidencia de infecciones (Hurrell, 1990).

Se considera que la deficiencia de hierro es la carenciaiond mis

cominmente encontrada en el mundo, afectando aproximadamente a un 20% de
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la poblacbn mundial (Martinez-Navarrete, 2002). En los ges en vias de
desarrollo, afecta actualmente aisnde 500 millones de personas. En la
Argentina, entre el 22 y el 66% de lofiasi menores de dos afos, tienen dficit
nutricional de hierro, dejando en algunos casos secuelas en elolitesa
cognitivo (Amnimo, 2004a). Las consecuencias de la deficiencia de hierro en la
poblactn representan el mayor costo a la sociedad, exceptuando el de la
tuberculosis (Kosse, 2001). En aquellosisg@a que se encuentran
significativamente afectados, puede representar hasta unl58odecto bruto
interno (PBI). Sin embargo, la soltoi a este problema mediante la
implementacin de estrategias adecuadas como la fortificacion de alimentos,
tiene un costo ecémico inferior al 0,3% del PBI. La fortificacion de alimentos
ha demostrado ser una estrategid@s mnefectiva que la suplementacion
farmacobgica. La politica adoptada por algunos pses fue la de elegir como
soporte o“carriei” aquellos alimentos ampliamente consumidos por los grupos
de riesgo. Entre ellos, encontramos principalmente los cerdase productos
lacteos y, en menor proporén, la sal, el aZcar y los condimentos (Boccio,
2002). Algunos autores (Layrisse y col., 1976; Miguel y col., 1997) analic
que la fortificachn del aztcar podria resultar mas util que la de los panes y los
derivados fariceos ya que la absoréh a partir de estos ultimos resulta muy
pobre. En la Rajblica Dominicana se han utilizado para la fortificacharinas
de mdz y de trigo ad como sus derivados, teniendo el gobierno la int@ncie
ampliarla a una mayor cantidad de alimentoso@dmo, 2004b). En la India, al
igual que en otros p&s del mundo, la estrategia adoptada ha sido la
fortificacion con Fe de la harina de trigo (Nayak, 2003). En Argentina, la Ley
25630, cuya reglament&ai fue aprobada en agosto del 2003, exige la
fortificacion de las harinas de trigo con sulfato ferrososcido foélico, tiamina,
riboflavina y niacina con el objeto de prevenir las anemias ynalformaciones
del tubo neural.
Los obsiculos principales para una fortificacion exitosa son los siguientes:

1) Encontrar un compuesto de hierro que se absorba adecuadamente, sin
causar cambios orgarpticos en el alimento soporte.

2) Sobreponerse al efecto inhibitorio que sobre la alisodei hierro,
ejercen los otros componentes de la dieta condoiéb fitico, los compuestos

fendlicos y el calcio.
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Estos obgiculos se han solucionado exitosamente con algunos de los
alimentos pero no con otros (Hurrell, 2002). Las solicitudes datpateara la
fortificacion de leche chocolatada (Sher y col., 2001) de Societe Des Produits
Nestle S.A.; para la fortifica@h de bebidas (Henry y col. 2002; 1998) de
Procter&Gamble; para el mejoramiento de la biodisponibilidaéeeitilizando
fitasa activa en las formulaciones (Streekstra, 2003) de PSAMSSETS B.V.,
son algunos de los ejemplos que muestran la tendencia hasta ehtmobhos
compuestos de Fe, muy solubles en agua, como el sulfato faapastan hierro
de alta biodisponibilidad y, en consecuenciaiagelos compuestos de eleaci
primaria para ser utilizados en la fortificacide alimentos. Sin embargo, su alta
reactividad con los compuestos de la matriz nutricional lingw@fscativamente
el uso de los mismos como fortificantes alimentarios (Bo&@d62). Por otro
lado, debdrn probarse fortificar con hierro otras matrices alimenticias para
ampliar de este modo la variedad de alimentos que aportedietdda ingesta
diaria recomendada.

La utilizacion de matrices vegetales impregnadas con componentes
biol6gicamente activos (vitaminas y/o Ca y Zn) ha sido ampliamente estudiada
por varios autores durante mucho tiempo (Khin y col., 2006; Zhao y col., 2004;
Gras y col., 2003; Abbott y col., 2000).aMrecientemente, se ha comenzado a
estudiar la influencia de la presencia dé'§@bre la ciftica de deshidratacion
osnvtica en tejidos de manzana (Barrera y col., 2004) y sus efectdsréBy
col., 2005). Sin embargo, hay poca inforndacisobre ¢l efecto de la
incorporachn de hierro sobre las caractésticas organolépticas (textura, color,
sabor) y nutricionales de los tejidos vegetales preservados ptidom
combinados.

Los compuestos de hierro muy solubles en agua como, por ejemplo, el
sulfato ferroso, aportan hierro de alta biodisponibilidad y, enecomescia,
sefian los compuestos de eleccion primaria para ser utilizados en la fortificacion
de alimentos. Sin embargo, en este tipo de compuestos, el ésealtamente
reactivo, provocando la oxid&ai de grasas, de algunos amiroidos y de
vitaminas en el alimento que es fortificado (Boccio, 2002; Gauch2é®®). En
consecuencia, se producen cambios desagradables de las isdacaster
sensoriales, adeiw de disminuir el valor nutricional del alimento. En general,

este tipo de compuestos no puede ser utilizado en aliménta®d, como agua
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0 gaseosas, ya que provocan saboredlitwt desagradables (Boccio, 2002).
Sher y col. (2001) informaron que los principales problemas tegnod
causados por las sales solubles de hierro en la prédulecilimentos y bebidas
son la alteradin del color y del flavor. La adicdn de hierro en bebidas y
alimentos que contengan polifenoles como &l la leche chocolatada o
alimentos que contengan banana puede ser migil.dfor ejemplo, el chocolate
en polvo y otros polvos para preparar bebidas insteast se ven de color gris
oscuro cuando se los reconstituye con leche o agua.

El 4acido L-(+)-as@rbico (AAs) tiene funciones multiples en todas las
células metabdlicamente activas de plantas y animales. Sin embargo, esas
funciones se resumen en su comportamientmiqu como reductor bioldgico.
En este rol, la mezcla deido L-(+)-as®rbico y su producto de oxidacion, el
acido deshidroascorbico, constituyen un verdadero buffer “redox” al actuar,
entre otras cosas, destruyendo radicales libredcos resultantes del
metabolismo del dgeno. El AAs es, por lo tanto, un antioxidante soluble en
agua y que, dmica y biologicamente, actia como dador de electrones a la
sustancia principal de laiav metabdlica que es la que se va a reducir, en
consecuencia (Rojas, 1995).

Dado que el AAs sufre un proceso de oxido-reduceiversible y por lo
tanto, es un buffer redox, es aprovechado como aditivo conveareatanentos
con el objeto de demorar cambios resultantes de la oidaeiduccion y
actividad enzinatica; es asi un “mejorador” del producto (Rojas, 1995).

La vitamina C debe estar presente en el intestinosashmtiempo que el
hierro no hermico (procedente de dietas vegetarianas) para que estealminer

pueda ser absorbido eficazmente (Rojas, 1995).

Como se b en el caftulo anterior, el mesocarpio de la calabacita no
mostraba lignificagin ni compuestos féhicos, considerados inhibidores
importantes de la absoéai de minerales. Ademas, el tenor ligdico es bajo ~0,1-
0,2g /1009, (Mc.Cance y Widdowson, 1991). Por otro lado, es un tejigtave
de consumo muy difundido en Argentina. Redfesultar pues, un desab
interesante desarrollar un alimento funcional con este tejidetalegle manera

de contribuir a reducir los niveles de anemia en la pahiaci
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El objetivo de este trabajo fue desarrollar un producto funcional
fortificado con Fe, listo para consumir, dulce para ser ateat los niios
(poblacbn de mayor riesgo) y ecordmico para que pueda ser ampliamente

accesible a la mayor parte de la poldaci
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ll-2-Materiales y Métodos

lI-2-1-Desarrollo del producto

« Etapas y Barreras

Las etapas y las barreras propuestas para la elalodecia calabacita

fortificada van a contemplar:

1. Lavado y corte del fruto.

2. Coccbn al vapor durante 8 min. A través de pruebas previas se determind
que es el tratamientoimmo necesario para ablandar su textura de manera
tal que sea comestible y adecuada para permitir el manipuléeripgs
durante el enfriamiento y empaquetamiento, sin desintegiste cocdin,

a su vez, eliminarla mayor parte de los microorganismos nativos que hayan
podido persistir a la etapa de lavado oélgs que se hubiesen incorporado
en la etapa del corte, por lo que dedionsiderarse ésta como una primera
“barrera” en nuestro tratamiento. A partir de aqui es muy importante
implementar buenas faticas de manufactura, con el objeto de optimizar los
resultados del tratamiento deétddos Combinados y, al mismo tiempo,
implementar el control de los punto$ticos.

3. Etapa de enfriamiento. En esta etapa, donde si ehfnaterial luego de la
coccbn, se incorporan los micronutrientésido ascorbico y/o sales de Fe y,
adends, se incorpora la segunda “barrera”: sorbato de potasio como
antimicrobiano.

4. Se escurren los trozos y se los envasa con un jarabe, ddostitibase a
glucosa y sacarosa, aplicando el resto de las barreras qwansa
implementar: reducén de ay,; reduccdn de pH y aplicacion del preservador,

sorbato de potasio.

A continuacdn se detallaran las caracteristicas de los compuestos usados

. Sal de Hierro
Se eligd el sulfato ferroso heptahidratado (FeQ@H,O) por su alta

solubilidad en agua lo que lo hace biodisponible, aunque potencialmente
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reactivo con otros componentes de la formalachdemas, es la sal de hierro de
menor costo, lo que colabora a desarrollar un productoosicaimente

accesible (Boccio, 2004).

. Sorbato de potasio (E200)
El acido sorbico (CH3-CH=CH-CH=CH-COOH) y sus salesdcas y

potisicas se emplean ampliamente como inhibidores del crecimiento de hongos

y levaduras en una extensa gama de alimentos (Sofos J.N., 198@}ivicad

del acido sorbico aumenta al disminuir el pH, lo que indica que la forma no
disociada es @3 inhibitoria de los microorganismos que la disociada. En
general, elacido sorbico es efectivo hasta pH 6,5 (Lindsay R.C., 1996). En
nuestra formulaoh, la utilizacion de sorbato de potasio al pH establecido (3,50)
permite mejorar la estabilidad microldigica del producto elaborado y aumenta

su vidautil. La concentracion de trabajo fue elegida teniendo en cuenta la
minima concentracion inhibitoria (MIC) determinada en ensayos anteriores por
distintos autores (Castro y col., 2002; Gliemmo y col., 2004, Ptapbay col.,
1997) paraZygosaccharomyces bailii, una levadura que se utiliza en estos
ensayos por su resistencia al @stcasionado por distintas barreras. Y, adém

se tuvo en cuenta que, a lo largo del almacenamiento, el s@dategrada,
como fue previamente demostrado por Tapia y col. (1995). Ellosvdeteon
para mango a {20,970 y pH: 3,50) y papaya,(8,98 y pH 3,50) una reducai

del nivel del sorbato de potasio del 30% durantei&0dd almacenamiento.

. Acido L-(+)-ascorbico(E300)
Para elegir la cantidad de AA a agregar a la formétace siguio la

recomendadin del CAA (art. 807, item 12) para la utilizacion del AA como
agente antioxidante. Esteido colabora a la eficaz absorcion del hierro no
heninico (Rojas, 1995).

. Vainillina
El CAA (art.807, item 11) establece que queda permitida la
incorporachn de vainillina y etilvainillin en la preparacion de confituras. Tiene
la categoia de aditivo “GRAS” o “generalmente reconocido como inocuo” y
tambén se lo emplea para saborizar cremas heladas, chocolates y licores

(Hocking, 1997). Para establecer la cantidgtima se realizaron ensayos
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previos con el tejido fortificado con hierro, buscando disminuir, en la
condiciones de pH y dulzor del jarabe elegido, la sefsaastalica al paladar

gue producen las sales solubles de hierro, luego de tragar elobdea
vainillina es tamliin un inhibidor efectivo del crecimiento de hongos y
levaduras (Fitzgerald y col., 2004) y de algunos microorganisntdgepas o
indicadores (Rupasinghe y col.,, 2006). Sin embargo, las concentraciones
utilizadas en la calabaza #@staproximadamente un orden por debajo de las
concentraciones imimas inhibitorias reportadas por la bibliogiatuando se la

utiliza como agente antimicrobiano (Rupasinghe y col., 2006; Fitizhgrcol.,

2004) .

. Glucosa.
Se utilizz glucosa monohidratada por su capacidad depresora de la

actividad de agua (@ y por su caractética de evitar la formacion indeseable
de cristales de &zar. Se tuvo en cuenta tandhique la glucosa es menos dulce
gue la sacarosa vy, por lo tanto, se puede deprimi; @oa menor saturaimi

sensorial (Whistler y col., 1993).

. Sacarosa
En el caso de la sacarosa, si bien tiene un efecto depresoa,daénor

al de la glucosa a una dada concentrgtiene mayor poder endulzante que la
glucosa, confiriendo el dulzor deseado por el consumidor a la fordwlaci
(Whistler y col., 1993).

Tanto la glucosa como la sacarosa séxilifiente accesibles en el
mercado local y de bajo costo. La cantidad necesaria de dodaesliculada

para obtener ung,ae 0,847 en el jarabe de envasado.

. Acido Citrico
Se eligd acido citrico como acidulante por sus excelentes caractesticas
de “flavor” en relacion con el producto vegetal obtenido (Lindsay, 1993). La
cantidad décido citrico agregada, fue la necesaria para lograr un pH de 3,00 en
el jarabe de envasado.
La condicén de pH fue elegida de modo de evitar el crecimiento de
bacterias pdigenas. En general, las bacterias crecen con mayor rapidez en la

escala de pH comprendida entre los valores 6,0 y 8,0, las levahirasos
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valores 4,5y 6,0 y los hongos filamentosos entre los valoresQ3G(pdams y
Moss, 1995). Ade#s, a este valor de pH se logra mayor efectividad del sorbato
de potasio frente a los hongos y levaduras queigotegar a desarrollar. Las
moléculas acidas lipofilicas (acido citrico, acido sorbico) no disociadas pueden
atravesar libremente la membrana celular de los micromas; pasan desde
un medio externo de bajo pH en el que el equilibrio favorece ltepgia de
moléculas no-disociadas, al elevado pH del citoplasma (de un valor en torno a
7,5). Entonces, el equilibrio se désy favor de la motcula disociada, de modo
gue el acido se ioniza produciendo protones que tenderan a acidificar el
protoplasma. La &ula intentara mantener su pH interno por medio de la
expulsbn de los protones que se producen en su interior pero esto enlentecera el
crecimiento ya que desvla energia de las funciones relacionadas con el

crecimiento (Adam y Moss, 1995).

lI-2-2-Materiales
La calabacita, calabaza o zapallo an€c{rbita moschata, Duchesne ex

Poiret) adquirida en un supermercado local fue cuidadosamentea lavad
detergente y agua potable y finalmente enjuagada con aguadiestil

Para el jarabe se utiizerelosa (glucosa monohidratada) y sacarosa, ambas de
grado alimenticio.

Los aditivos incorporados incluyeron FeSL,0 (Cicarelli, Argentina),
sorbato de potasio (Sigma S-1751, St. Louis, USR)do L-(+)-as@rbico
(Merck. Argentina)acido citrico anhidro (Anedra, Argentina), vainillina (Sigma
V-2375 St. Louis, USA). Todos los aditivos utilizados fueron de gaaddtico.
Preparagin de la muestra:

Calabacita: una vez lavada fue cortada con un torno, en discos de 10 mm
de espesor, perpendiculares a su eje longitudinal. De cadasdiscortaron,
mediante sacabocados, cilindros de 20 mm deatio del mesocarpio, sin
incluir la cascara (fotos 1 y 2). Cada uno de estos cilindros pesaron, en
promedio,~ 4,5 g. La selec6h de esta geometria estuvo determinada por los
ensayos reokicos a realizarse. Otras geomnietr comercialmente ya
estandarizadas, como cubos o bastones, rdsultafis adecuadas para el mejor

aprovechamiento de la materia prima en una elaldarachayor escala.
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En cuanto a la coami, es importante remarcar que el calentamiento al
vapor evita la ¢rdida por difusion al medio de calentamiento de los
componentes hidrosolubles del tejido tales como vitaminas y pecoiubles
(Ng y Waldron, 1997). Los cilindros de tejido fueron cocinados con vapor
saturado a presh atmosérica durante 8 min y luego enfriados por inménsi
durante 90 minutos en una de las siguientes soluciones:

o Solucbn Blanco o Control (B): agua destilada a°@8conteniendo 500
ppm de AA 'y 500 ppm de sorbato de potasio.

o Solucin Fortificada (F): agua destilada a°C8onteniendo 500 ppm de
acido L-(+)-as®rbico, 500 ppm de sorbato de potasio, 2,49 g/l de
FeSQ.7H;O, que equivale a 500 ppm de Fe.

En ambos casos, la relagisolucion de enfriamiento/ zapallo fue de
20:1.

Jarabe de ésmosis: para 440 cilindros de calabaza (aproximadamente 2

kg de material) se prepararon 4,4 kg de jarabe dbaimcon la siguiente

composichn:
Cerelosa

(Glucosa monohidratada) L32kg
Sacarosa 1,32 kg
Agua destilada 1,68 kg

Sorbato de potasio 44g

Acido L-(+)-as®rbico 22g
Vainillina 0,88 ¢

Acido citrico 50% P/P =6 ml

pH: 3,00; aw: 0,847

> Procedimiento

El sorbato de potasio, el AA y la vainillina fueron disuelto8€0 ml de
agua destilada. Los @zares se disolvieron en el agua restante con ayuda de un
agitador y calentando imimamente. La solucén obtenida fue enfriada,
agregando luego la soldai conteniendo los ingredientes primeramente
disueltos

>
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> Envasado

Una vez enfriados, los trozos fueron envasados en bolsitas ddeuaiet
de baja densidad y 80 micrones de espesor provistas de idirtepd Ziploc®.
Cada bolsita fue llenada con 10 cilindros de mesocarpio deacitka (45 g) y
100 cnf de jarabe y luego cerrada. Fueron entonces almacenadas émaiaa c
a 25C +0,5C.

l1-2-3-Evaluacion del producto
Con el objeto de analizar los cambios durante el procesado y el

almacenamiento, se tomaron muestras del tejido fresco (cdeddgjido recin
cocido al vapor y del sometido a 90 minutos de inmaergin soluchn de
enfriamiento con (F) o sin (B) agregado de Fe. Hdtamo punto fue
considerado tiempo cero. Posteriormente, se recolectaron rsudstctalabacita
y de jarabe a los: 1, 3, 7, 16, 23, 30, 47 y W& de almacenamiento. Se
determinaron los siguientes paktros:

o PHYa.

El pH fue determinado con un electrodo combinado de vidrio
Ag°/AgClI conectado a un plinetro (Cole-Parmer, USA). En el caso del tejido,
los cilindros fueron reducidos a pwon la ayuda de un homogeinizador.

La a, tanto del pur como del jarabe fue medida con un bigetro
marca Aqualab Serie 3 (Washington, USA) &25

o Humedad y contenido dél&los solubles en el tejido:

Cilindros de tejido fueron separados para séligig a tiempo cero y
luego de osmotizados por 1, 2, 3, 8, 10, 16 y @&3. dEstostltimos fueron
escurridos, enjuagados ligeramente con agua destilada ipaireaekl jarabe de
la superficie, secados sobre papitsu€’, pesados en balanza dtieh, para
obtener la masa promedio de cada cilindro a un tiempo determinagadbs,
congelados vy liofilizados durante 48 horas para determinar etrédat de
humedad. De otras muestras, sedegiido del interior de los cilindros del cual
se aislaron losiduidos por expresion sencilla para determinar el porcentaje de
solidos solubles o (°Brix). A tal efecto se utili@ un refractometro porttil con
compensacin automditica de temperatura Westove” Model RHB 32 ATC (Cole-

Parmer Instrument CP, China).
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I1-2-3-1-Caracteristicas microbiolégicas
Para evaluar la inocuidadiasomo la estabilidad microbiologica del

producto, se redujeron (asicamente) a puré los cilindros de tejido de
calabacita. Se realizaron diluciones seriadas en agua peptemdlevaron a
cabo recuentos de:
o Bacterias mesdfilas aerobias totales con agar PCA, incubando las placas
a 30C durante 72 horas.
o Bacterias ldcticas en agar MRS, incubando las placas &3furante 72
horas.
o Hongos y levaduras en agar Sabouraud, incubando las placas°@ 25
durante cinco ds.
Las determinaciones se realizaron por triplicado sobre msedtrdos
productos envasadas en bolsdstjaas y almacenadas durante 7, 14, 21, 28, 45
y 60 das.

I1-2-3-2-Caracteristicas Organolépticas

o Caracterizacion de la textura
Cada cilindro de tejido de calabacita fue sometido a un ensayo de
compreshn hasta fractura en una prensa Universal Instron Modelo 1101 (Mass,
USA) equipada con una celda de carga de 500 N y un plato paralelo de
compresin de 30 mm de dimetro. Se trabaj a una velocidad de cabezal de 5
mm/min. Se utilizaron diez replicados de cada sistenamqsie ensayo
o Determinacion del color
Cada cilindro fue reducido a pummediante un homogenizador y
colocado en una cubeta de 3 mm de altura, sobre fondo blanco. Semloker
pammetros L*, a*b* en el espacio CIEL*a*b* utilizando un coloatetro
Minolta (Japn), bajo iluminante D65 y con unangulo de observacion de 2°. El
espacio CIEL*a*b* est constituido por los ejes: L* que toma valores que van
desde 0, para laimma luminosidad, hasta 100, para laaxima; a* que toma
valores desde -86,183 para el verde hasta +98,233 para ebtajoe toma
valores desde -107,857 para el azul hasta +94,478 para el ansaritlalizaron
cinco mediciones para cada cilindro, caladbse ¢l valor promedio. Se informa

el promedio de las mediciones sobre siete cilindros de tejidoidedua pu.
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Del mismo modo se procédcon siete alicuotas de jarabe, colocandolas en
cubetas de 3mm de altura y midiendo los mismodngaros, sobre fondo

blanco.

o Evaluacion Sensorial
A partir del octavo th de envasado y hasta el dia quince se tomaron
muestras de los tejidos para los ensayos sensoriales:

Prueba de compar#&ei por pares: esta prueba se lléva cabo con el

objeto de establecer la existencia de diferencias perceiblekssabor entre la
muestra fortificada con Fe y el control. Eétodo se basa en probar pares de
muestras y establecerates de los pares resultan iguales o diferentes; luego se
computan la cantidad de respuestas correctas. Sé utilizanel constittido por

9 jueces, becarios e investigadores de TeciwoliigAlimentos (Departamento
de Industrias, FCEyN, UBA). El orden en el cual se presemtas muestras fue
balanceado, de tal manera que para un juez una misma napeEs&aiera igual
namero de veces en la posiciizquierda que en la derecha dentro del par. Para
gue el aalisis tuviese validez estadstica, cada juez evafutres pares por dia y se
realizaron , por lo menos treéplicas de la experiencia (Pedrero y Pangborn,
1989). Se analizaron un total de 70 respuestas.

Prueba de nivel de agradoor otro lado, se lléva cabo una prueba de

nivel de agrado tanto para el tejido control como para el t@tié. Con el
objeto de evaluar el nivel de agrado que provocaron las muestrasliz) una
escala no estructurada, taébilamada escala hedonica (Pedrero y Pangborn,
1989). Se recopilaron cincuenta respuestas. La escalaitwesk transformo en
nunerica sobre una escala de nueve puntos. Mediante un test t para varianzas

desigualesd:0,05), se compararon las muestras (Pedrero y Pangborn, 1989).

I-2-3-3-Caracteristicas nutricionales
o Determinacion de dcido L-(+)-ascorbico

Jarabe: aproximadamente 6 ml de jarabe de diluyeron en 25 ml de
solucibn de acido oxlico-1% (p/v). Se tomaron iahiotas de esta solucion para

la determinadin espectrofotorérica de acido ascorbico, previa reacdin con
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2,6-diclorofenol-indofenol y posterior extraéaidel colorante con xileno (Rojas
y Gerschenson, 1991).

Calabacita: 20 gramos de tejido fueron desintegrados en preder@ia
g de soludin deacido oxalico-1% (p/v) con la ayuda de un homogenizador. El
homogenato fue dildo a 100 ml en un matraz aforado con soliucide acido
oxalico-1% (p/v). La suspen&i fue homogenizada por agitasiy luego se la
dejo decantar. Se tomaronialotas del sobrenadante para la determiaci
colorimétrica de AA segin fuera indicado.

Las determinaciones en el tejido comd también en el jarabe fueron
realizadas por triplicado. En el caso del jarabe, se dei@dA a tiempo cero
(previo a la inmerén del tejido) y a 1, 3, 7, 16, 23, 30, 47, 5isdde
almacenamiento, tanto para el control (B) como para etrastertificado con
hierro (F). Para el tejido, se deterdiAA en el material crudo, en el cocido, a
tiempo cero (previo a la inmeési en el jarabe) y a 1, 3, 7, 16, 23iak de
almacenamiento tanto para el sistema control (B) como pdoatiGtado con
hierro (F).

o Determinacion in vitro de hierro biodisponible

La cantidad de hierro biodisponible se arallaego deajustar, en
principio, la muestra de tejido de zapallo a pH 2,00 e hidrotiaarpepsina a
37C con el objeto de simular la digéstien el estomago Yy, luego, a pH 7,00
con una digesih a 37°C con solucion de pancreatina-sales biliares, para simular
la digestbn en el duodeno, sdm la técnica de Cabrera y col. (2004). Para ello,
se prepar un homogenato al 8 % (p/v) del tejido en salude pepsina-HCI. Se
ajust el pH a 2,00 con HCI-6N. En dos erlenmeyers A y B se agregaron
respectivamente 25 ml del homogenato y se los th@B?C con agitacion
constante (120 oscilaciones/min.) durante 90 minutos. Inmediatamerte fuer
enfriados en i@ de hielo. El contenido del erlenmey&A” fue centrifugado a
3000 rpm durante 45 minutos, y el sobrenadante filtrado fue guardadeeeerfr
hasta la determina@i de hierro. Al contenido del erlenmeyeB”, se le agregd
solucibn de NaHCQ-0,8 M, hasta ajustar a 7,00 el pH de la suspenkiego,
se agred solucbn de pancreatina-sales biliares-NaHC@el mismo pH. Se
controb nuevamente el pH y se ingub 37C durante 90 minutos con agitacion

constante de 120 oscilaciones/min. Luego se éefri bdio de hielo y filtro a
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través de papel de filtro Whatman Nro.40 sin cenizas. El filtrado fue guardado
en freezer hasta la determinacie hierro. La determinacdin fue realizada por
triplicado y, aderss, en tejidos de 16 horas y de 58sdde almacenamiento. El
hierro encontrado en los productos de digedfiie comparado con el presente
en el tejido fortificado.

Para la determina@ de hierro elemental por espectroseopde
absorchn atdomica (AOAC 953.01, 1997) se utilizd un equipo marca Shimadzu
modelo AA 6800, Kyoto, Jam, a A =248,3; utilizando una llama de aire-
acetileno. La determinagi se llevd a cabo en los cilindros de tejido de
calabacita fortificada, luego de la caegi después de los 90 minutos de
enfriamiento, y una vez alcanzado el equilibrio con el jaraldsdesis durante
el almacenamiento a los 16, 28, 44 y 5&.dLa matriz vegetal, se tfaton
HNO; (70%) y BHO, (80%) en una rela@h 0.5 g de muestra + 8 ml sc HNO3 +
H,0,. Luego se mineralizen un digestor de microondas cerrado marca CEM
(modelo MDS 2000, USA.) previo al disis por espectroscdpg de absorén
atdmica. Tambén se determino Fe en los filtrados obtenidos de las digestiones
enzimiticas antes mencionadas.

La biodisponibilidad se calaukomo: (Fes-Fer) x 100/Fe.

Donde Fe Fe determinado en el filtrado de las digestiones eiizin
del tejido y Fe: Fe determinado en el tejido correspondiente. (Cabrera y col.,
2002).

> Microscopia optica

El estado de la MC y la integridad de la PC fueron determinasirsdo
cortes del tejido crudo de calabacitd,@sno del cocido al vapor y del cocido y
equilibrado porésmosis en el jarabe de a, reducida. Para ello, se incubaron
dichos cortes obtenidos con bisten solucion 5 x 10°M de diacetato de
fluorescéna (FDA; Sigma, St. Louis, Missouri) durante 25 min (Heslop-
Harrison y Heslop-Harrison, 1970). ElI FDA fue primero disuelto etoaaeen
una concentraéh de 2 mg/ml y se usaron diluciones en buffer fosfato de pH 6,8
que fuera usado en el Gajo 1. La integridad de PC fue evaluada incubando
cortes de tejido correspondientes a cada cahdigiriba indicada, en una
mezcla de 2 ml de calcafir white al 0,1% en agua y 1 ml del buffer fosfato,

durante 25 minutos (Hughes y Mc Culley, 1975).
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Se observaron los cortes con un microscopio de fluorescencia (Nikon,
Modelo AFX II, Kyoto, Japn), equipado con lentes 10X y usando filtro B
(FDA) o BV (calcoftlior). Se realizaron también observaciones al dptico en el

mismo microscopio, sin filtros.

lI-2-4-Analisis Estadistico
Las regresiones no-lineales y elahsis estadstico de los resultados a

través de ANOVA (a: 0,05) seguido por comparacionesltiples con el test de
Tukey para establecer diferencias significativas, sertieva cabo utilizando el
programa Statgraphics (ve¥si3.0, SRSC, 1994, Rockville, Md., USA).
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lI-3-Resultados y discusion

l1-3-1-Evolucidén del pH y de la aw, contenido de sélidos y
de agua
Las Figuras 1 y 2 muestran las variaciones del pH y dgedealaejido de

calabacita y del jarabe durante el almacenamiento y conctendamosis.
Inmediatamente desgude la coccibn los trozos tefan un pH de 5,77. Luego de
los 90 minutos de enfriamiento, en sobuccon vitamina C (B) mostraron un
pH de 5,45; mientras que los enfriados en séiueinteniendo vitamina C y Fe
(F) llegaron a un pH de 5,14. El jarabe de envasades tenpH inicial de 3,00.
Vale decir que, en las primeras 24 horas de indeen el jarabe, la Axima
fuerza impulsora #sica permitié la rapida transferencia de protones (HsO") al
interior del tejido vegetal, produeidose el mayor salto (una reduéai de =
15%). Luego, la fuerza impulsoraagica entre el jarabe y los trozos se redujo
considerablemente tardando 48 horas en reducir el pH de los tt®@zh60 a
4,00. Lo mismo se deduce de la obseagie la curva de @ (Fig. 2).
Inicialmente los trozos refi cocidos presentaron una g de= 1, mientras que el
jarabe preparado tenuna g inicial de 0,847. Nuevamente, la mayor fuerza
impulsora ndsica se enconirdentro de las primeras 24 horas de innjersi
logrando una reduai de la a, de los cilindros de calabacita de4%.

De las figuras 1 y 2 puede concluirse que un pH deg)0 y una ay =
0,940 fueron alcanzados en los cilindros control (B) siendq, lal@anzada
coincidente con la calculada de acuerdo con Welti , Vergara (1998l e
Apéndice 1. Los cilindros fortificados con Fe (F) alcanzaron un pH de 3,60 y
una g =~ 0,930. Evidentemente, la hidrolisis acida de los iones Fe?* contribuyb al
descenso adicional del pH,i@smo al de la a,, como consecuencia de la fuerte

hidratacén de los complejos que forma el Fe cuando se disuelve en agua.

Fe(HO)s?" + O == Fe(pD)s(OH)" + H:O"
K; = 3,16 x 16(Burriel Mart y col., 1992)

- 83-



pH

4,00 {4

3,50 A

3,00 b

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 dias

5,50
5,00 |

4,50 -

pH

4,00 |
A

3,50

3,00 o

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 dias

Figura 1. Evolucién del pH en el alimento Control (A) y Fortificado con Fe (B);

—m—: Trozos; ---A---: Jarabe.
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Figura 2. Evolucin de la a,, en el alimento Control (A) y Fortificado con Fe

(B); —m—: Trozos; --- A---: Jarabe
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Se llevw a cabo la determinacion del contenido de agua y la
determinadin de los solidos solubles en el tejido a lo largo dedtanosis para
evaluar el alcance del equilibrio de una manefaaabada.

1) Pérdida de agua:
M' xm' — M°xm°
MO

WL =

Dondes: masa promedio del cilindro a tiempon": contenido de agua del
tejido a tiempor [gramos de agua/100g de calabacita, baseedn]; A
masa promedio inicial del cilindro, previo a la 0smosi%; contenido de

agua inicial del tejido [gramos de agua/100g de calabaeite, limeda].

2) Ganancia de&idos:

M' xss' — M°xss®
M°

SG =

Dondess’ y ss°: sélidos solubles en el cilindro del tejido a tiempo ¢ € inicial
respectivamente; medidos éBrix, es decir, g se solidos solubles/100
gramos de calabacita basenfeda.
3) Cambio nasico neto:
AM =WL+ SG
Con el objeto de validar los datos experimentales obtenidasnddio
masico neto (WL+ SG) fue graficado contra el obtenido mediante la
determinadin gravimétrica. Del ajuste se obtuvo una recta con pendiente
practicamente 1 y que pasa por el origen, indicando la coherencia de los datos
experimentales (Barrera y col., 2004). Luego, se ajustaron tlos wmiediante un
modelado fenomenégico tratando de relacionar valores experimentale® tle
y SG en las condiciones operativas para los que fueron determinados
(Mascheroni, 2005), de manera tal, de poder evaluarémagmento se alcahz
el equilibrio y, si la presencia de ¥en la matriz del tejido, tuvo alg efecto
en esta etapa.
Se probaron varios de los modelosttisos reportados en la bibliografia:
Modelo de penetragn (Silveira y col., 1996; Singh, 2006), de Azuara y de
Magee (Singh y col., 2006); modelo de Peleg redefinido por Paloargt B

(Sacchetti, 2001). El mejor ajuste fue obtenido mediante un modeiander
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orden propuesto por Panagiotou y col. (1998). Ellos estudiaron la deshidrata
osndtica de manzana, banana y kiwi en solucion de sacarosa y modelaron tanto
la cirética de la WL como astambién la de SG como variaciones déprimer
order?, independientes entre si.
d(WL)
dt

d(SG
(dt )_ kg, % (SG—SG,)

=ky, x(WL-WL,)

WL =WL, x[1—e"]
SG = SG, x[1—e 5]

Donde:t. tiempo debsmosis;WL,. pérdida de agua a tiempo desmosis
o; SG,: ganancia dedidos a tiempo de 6SMOSiso; &y, constante de velocidad
de prdida de agua; ksg: constante de velocidad de ganancia @élss. Estos
parmametros dependen de las variables operativas (temperattBaix, etc) y, por
lo tanto, son #lidos solo para las condiciones en que fueron determinados.

En las figuras 3A y 3B pueden verse graficadas las curvas aigenid
mediante el ajuste como iasambién los datos experimentales, para el
tratamiento control y para el fortificado con’fd.a Tabla 1 muestra la bondad
de los ajustes. Los mejores ajustes fueron obtenidos parddossvde ganancia
de 9lidos. Los datos experimentales permitieron observar que diidos se
equilibraron en el tejido control, a partir de las 72 horas de afvssaientras
que en el tejido fortificado con Feel equilibrio se alcarzentre los 8 y 10ids
de envasado. El tejido fortificado presenina WL sorprendentemente alta
alejandose de los valores predichos por el modelo durante las primeras 72 horas.
Singh y col. (2006) reportaron un incremento dé/lay de laSG cuando se
aumentaba la concentracide NaCl de 5% a 15% en una solucién de sacarosa
de 50Brix. Amami y col. (2006) informaron que el efecto de los pulsos
eléctricos sobre tejido de manzana fresco previo a la deshidr@aiaeimotica,
fue mas pronunciado para |&L que para |aSG. Es preciso selar, que en
nuestro caso, el FeQ®e incorpaos al tejido previamente a la inmeksi deéste
en el jarabe. Su presencia prontold pérdida instantanea de agua, hecho que

provocafa la compactacion masiva de la matriz vegetal, obstaculizando la
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entrada de solutos. Para tiempos mayores aitteseobserva una disminucion
de la WL.

El tejido de calabaza fue cocido durante 8 minutoSjamdia la
membrana celular y, de esta manera, la resistencirankierencia #sica que
ella ejerce a la deshidratami osmotica; debiéndose acelerar la transferencia
masica (Amami Yy col., 2006). Las velocidadés; y &y, tanto para el control
como para el fortificado con Fe fueron, aproximadamente, de un orden menor
comparadas con las reportadas por Panagiotou y col. (1998) para thkjidos
manzana frescos. Esto tambi puede explicarse por la baja relacion
jarabeltejido aduutilizada y por la ausencia de agitéai Ademas, es posible
que la disposidin del alimento dentro de bolsitas no permita una distribucin
homognea y, en consecuencia, presente un impedimentaieinadicional. En
otro sentido, la manzana presenta un tejido de elevada porosidad o
contiene almidn. El zapallo, aunque en bajo porcentaje, presenta granulos de
almidon dentro de su citoplasma, facilmente visibles al microscopio optico (Fig.
7D). Los mismos gelatinizan al cocinar el tejido al vapostp eleterminda,
tambin en parte, las menores velocidadgs y 4y, observadas en el presente

trabajo, con respecto a adjas reportadas por Panagiotou y col. (1998).
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Figura 3: Moédulo de la pérdida de agua (WL) y ganancia de &idos (SG)
experimentada por el tejido y ajustada mediante emwade primer orden

(Panagiotou y col., 1998}~ — (Control); --x--Fortificado)

Tabla 1: Pahmetros y bondad de ajuste de las ecuaciones cinéticas

Blanco Fortificado
ky, [dia™] 1,6+0,3 r*: 84,3; 44,9283+ 0,0001 r*: 73,15;
WL, [%] -43,5+ 0,9 DW: 0,9 43+ | DW: 0,42
ksq [dia™] 2,0+ 0,4 r*: 90,08; 0,68+ 0,07 r*: 91,57;
SG, [%] 54,2+ 0,9 DW: 0,86 49+ | DW: 1,02
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Figura 4: Foto de los cilindros de calabacita procesada y envasada

lI-3-2-Calidad microbiolégica
Durante el proceso propuesto, se aplicaron buenasticps de

manufactura, en particular, durante la etapa de envasagienibando y
sanitizando elarea de trabajo y utilizando barbijo y guantes durante el
manipuleo de las muestras. Un procesadethigi, como el que se llevo a cabo,
junto con las barreras incorporadas en la formétiadi] producto (pH reducido;
ay reducido; agregado de sorbato de potasio), contribuyen a la esthbidda
producto desde el punto de vista microfygido.

El recuento de bacterias aerobias &fiés totales es un indicador de la
calidad higénica del producto, mientras que los recuentos respectivos de
bacteriasdcticas, de hongos y de levaduras indican la estabilidad del producto
desde el punto de vista del deterioro micraigmo al que pudiera verse
sometido durante el almacenamiento.

Los resultados obtenidos se muestran en las Figura 5. Se puedarobser
que el recuento de aerobios W@®s a lo largo del almacenamiento no supera

los 6 x 16 UFC/g para ambas formulaciones.
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Figura 5. Recuento de: (A) Bacterias aerobias éfiéss totales en agar PCA; (B)

o)

log (UFC/g)

Bacterias lcticas en agar MRS

Si bien, hasta elid 45 de 6smosis, se observd un menor recuento de
bacterias metilas aerobias en las formulaciones que contefan Fe, esta
diferencia no fue significativa, con excefcidel valor obtenido para elial 14,
donde el recuento fue un orden menor.

En cuanto a las bacteriagticas, nuevamente se observo una reduccion
significativa de las UFC/g eliad 14, cuando el producto se encontraba
fortificado con hierro. Para el resto de |dssdlas diferencias encontradas no
fueron significativas.

En cuanto a la evolum de los recuentos durante el almacenamiento se
observ que:

Para la formuladin sin Fe, no hay diferencias significativas en el logaritmo de
los recuentos de microorganismos aerobiosofiles totales a lo largo del
tiempo de almacenamiento. Mientras que la forméitacon Fe muestra, a los

14 das, un recuento significativamente menor en comparaciéon con el resto de

los das.
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El recuento de bacteriasicticas en la formulacion control, dio valores
significativamente rds altos a los 14 y 28 dias de almacenamiento, mientras que
en la formuladin conteniendo Fe no se observaron diferencias significativas a lo
largo del tiempo de almacenamiento. En estas conclusiones tovies®n en
cuenta los ths 21 y 45, donde ninguna de las placas incubadas mostrd
crecimiento de colonias.

Comparando los recuentos de bacterias aerobiaéfilnegotales del
producto con aquellos que figuran como valorésimos permitidos en el CAA
art. 1340 item D y E: para Alimentos Digitos o Alimentos para Regimenes
Especiales (Item D: Productos listos para consumo y E: Prochart@s$actantes
y nifios de corta edad), los cuales son de 3 X166 x10° UFC/g, los valores
obtenidos se encuentran muy por debajo de lo establecido, gardotefla
inocuidad de este producto. Cabe recordar que el objetivo del prasdate
fue desarrollar un producto funcional (matriz nutricional), que aslémara apto
para ser consumido directamente (sin prepaggevia) y que fuera ecamico
garantizando, en primera instancia, la calidad del misradedel punto de vista
microbiologico.

El maximo recuento de hongos y levaduras se olésarlos 45 ¢hs de
almacenamiento, siendste menor a las 100 UFC/g, vale decir que, a lo largo
del almacenamiento, el recuento de hongos y levaduras del predusmtgonty
siempre muy por debajo del valoaximo permitido por el CAA (art 1340) de
10 UFCI/g.

lI-3-3-Caracteristicas organolépticas

11-3-3-1-Textura

En la Figura 6 se muestra una curva carati@r de la compresion de un
cilindro de mesocarpio de calabaza cocido al vapor durante 8 miSutes la
compara con agilias mostradas para el tejido fresco en eli@ap 1 (Figura 2),
claramente puede verse que se ha roto la integridad tisular diar@oteon al
vapor, al no mostrar el punto de fractura carégies que se sefala en los
graficos del tejido fresco. Llano y col., 2003 reportaron que la rotura de
membrana celular en kiwi escaldado al vapor durante 5 minutebaes

estrechamente relacionada a kdpla de fuerza de relajadin residual y de
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firmeza del tejido. Ng y Waldron, (1997) informaron que cuando s& ¢oc
papa al vapor durante 20 minutos, la firmeza del tejido se ireduc
aproximadamente en un orden respecto a la de la papa fresca erabaluca
pérdida del turgor y/o cambios quimicos complejos en los polisacaridos de la
matriz de la pared celular. Greve y col. (1994) demostrarorlagp&dida de
textura en zanahorias cocinadas estaba adanfgpaor y/o, tal vez, ocasionada
por una disoludn sustancial, depolimerizacion y aparentemente, destruccion de
las pectinas de la pared celular. Un factor en esta rotdag3esliminacibon que
sufren las cadenas poknicas. Lecain y col. (1999) encontraron que el
ablandamiento étmico del tejido de cebolla involucraba separacion de las
células y estaba acompanado por una disolucion y depolimerizacion de los
polimeros pécticos de la pared celular.

En nuestro caso, el tejido presenha fuerza de fractura de ~ 1 orden de
magnitud menor a la correspondiente fuerza de fractura del fegisico. Se
calcub la firmeza, en todos los casos, como el cociente entre la fuerza de
fractura y la deformaén sufrida por el tejido hasta alcanzar dicha fuerza.

En la Figura 6 se muestra la evolucide las curvas de fuerza-
deformacbn a lo largo del almacenamiento para los cilindros fortificados con
hierro. El cilindro recin cocido y enfriado tiene un contenido délkdos de = 9
% (base hmeda), de los cuales 3% (baséneda) son $lidos solubles y una g
~ 1. Al entrar en contacto con el jarabe de®847, se produce el gradiente
maximo para la transferencia de materia, obtenéndose durante las primeras 24
horas, para el sistema B y 72 horas para el sistema Fles/ads altos de
WL como a$también de SG, como ya se destaen una secéh anterior. Asi, el
tejido del cilindro gaa solidos y perdd gran cantidad de agua lo que hizo que
los trozos se retrajeran (Fig. 6C). Asimismo, oéuuri deterioro tisular. Todo
ello hizo que, entre el primero y tercefa,dse observaran firmezas
significativamente menores a la registrada para eotajecén cocido, aun
cuando las fuerzas registradas fueron mayores y debido a giefdawaciones
aumentaron (Tabla 2). Un fé@meno similar se habia analizado en el Capitulo 1,
en el caso del tejido plasmolizado, donde si biedahategridad de PC y MC,
éstatltima estaba tan retida que disminuia la firmeza a la mitad respecto a la
del tejido isobnico, observndose la existencia de un pie inicial, lo que se

tradujo en un aumento considerable de la defolmaci
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Despus del tercer dia de almacenamiento, las fuerzas impulsoras para la
transferencia de materia disminuyerogsya sigub ocurriendo pero en forma
mas lenta. Ello determiénque el tejido recuperara su firmeza a casi los valores
previos a la inmerén en jarabe (Tabla 2).

La Figura 7 A muestran lasglalas del tejido recién cocido, mientras que
las Figuras 7 C y D muestran lagludas de tejido fresco. Puede verse
claramente, que la code aumentd la separacion entre las células por
degradadin significativa de la laminilla media, habiendo pérdida de turgor. La
Figura 7B muestra el tejido cocido pero ya equilibrade: &0° Brix; en este
caso, laWL hizo que el tejido se retrajera mostrando un acercamientolasitre
células.

La misma evoludin de textura se observd para el tejido no fortificado
(B). Cuando se compararon ambos tratamientos, sé& uod reduc@n
significativa de la firmeza para el tejido fortificado candtiempo cero. Lo que
significa que el enfriamiento en soléeiconteniendo 500 ppm de Fe durante 90
min. no produjo un aumento en la firmeza, como fodkturrir con la
incorporachn de otros cationes divalentes, como efFC@Ng y Waldron, 1997;
Ng y col., 1999) y Sf(Ng y col.,1999). Betoret y col., 2005 demostraron que en
el caso del tejido de manzana impregnada con $alaciiosa conteniendo Ca?*

y FE¢* |, el incremento en la elasticidad de la matriz iglefer atribuida
exclusivamente al Ga

Luego, la inmersin en el jarabe hizo que las diferencias en textura entre
ambos tratamientos no fueran significativas excepto para un tidenp8 dhas,
donde el tejido fortificado (F) mostuna firmeza significativamente menor al
control (B) como se observa en la Tabla 2.

Cabe destacar que la caachl vapor del tejido es favorable en el sentido
gue no se arrastra el importante contenido de pectinas solublesia g
presentan la calabacita, especialmente al estar plasmolizado como

consecuencia de la coénj tal como se observara en el Capitulo 1.
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Figura 6: Evolucion de la curva fuerza-deformaai a lo largo de la dsmosis. A)
Cilindro de mesocarpio de calabaza cocido al vapor durante@asj B) tejido
enfriado en soluéin conteniendo Fe (tiempo 0); C) Idem (B) pero a las 24 horas de
6smosis; D) Idem (A) pero con 23ids de ésmosis .

Figura 7: A) Tejido de calabaza cocido; B) tejido de calabaza cocielguilibrado
en jarabe; C) tejido crudo mostrandoargilos de almidon; D) tejido crudo
mostrando fluorescencia de pared celular con calcofluor.

Barra: 100um.
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Tabla 2: Fuerza y Firmezas para los cilindros de tejidos fortifisa(F) y controles (B)

a lo largo del proceso.

Tiempo [das] Fuerza [N] Firmeza x T4N/m]
F B F B
Crudo 410t 20 410+ 20 300+ 20 300+ 20
Reckn cocido 30+ 10 30+ 10 40+ 10% 40+ 10*°
0 25+ 6 32+ 4 45+ g+ 52+ 72
1 80+ 30 90+ 30 21+ 9° 23+ 6°
3 80+ 20 70+ 10 20+ 7° 18+ 4°
7 60= 30 60+ 30 30+ 10° 40+ 20°
16 80+ 40 70+ 30 50+ 102 50+ 20°
23 50+ 20 50+ 20 30+ 10°° 40+ 20°
30 60+ 30 70+ 20 50+ 207 60+ 20*°
48 40+ 10 40+ 20 50+ 107 40+ 20°
58 27+9 50+ 30 30+ 20 50 + 10°*

Los resultados se expresan comadjxsiendo x el promedio y d, el desvio estindar (n=7).

Letras iguales muestran valores no significativamenteedifes entre diferentes tiempos para
cada tratamiento.

*Muestra diferencias significativas entre tratamientos

11-3-3-2-Evaluacion del color
Jarabe

En la Figura 8 se muestra la diferencia de color producida janabe
almacenado con cilindros de calabacita con (F) y sin (Egagio de hierro. La
diferencia de color registrada durante la primera semana dedse
fundamentalmente a cambios en losapetros de a* y b*: el jarabe F es
significativamente ris verdoso (valores de a*as) negativos) y amarillento
(valores de b* mas altos) que B; posiblemente la m#&yoregistrada para los
cilindros fortificados con Fe, durante los primerdss,dhaya sido acompafiada
de iones F& y otros pigmentos. No se vieron diferencias significativasaen |
luminosidad (L*). A partir del @ 16, el jarabe F comienza a ser
significativamente s oscuro (menor valor de L*) que el jarabe B; estoipodr
deberse, en parte, a la degradadiel acido L-(+)-as@rbico, como se discutir

mas adelante. Elid 23 se observa la mixima diferencia de color debido a que
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los tres patmetros difieren significativamente. A los 30 y 48 dias de
almacenamiento ambos jarabes son igualmente oscuros pero Hesngioengds
verdoso y amarillento que B. Pattimo, a los 58 ths no hay diferencias

significativas en ninguno de los tres maetros a*, b* y L*.

9 tiempo (dias)
8 | 0 t t t t t
7 4 10 20 30 40 50 60|
6 -2 4
x 54 T
N - T
34 ® -4 I I I T
; e
1] 6
0 t t t t t
0 10 20 30 40 50 60 -8
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, i i tr 1 r 1
o i AR I_
5—1_I [] 7 60 i
!
0 t t t t t 50 + t + t t
0 10 20 30 40 50 60| 0 10 20 30 40 50 60
tiempo (dias) tiempo (dias)

Figura 8: Diferencia de color del jarabaK*) entre tratamientos B y F, ocurridos a lo largo del
tiempo. Variaciones en las coordenadas étamas a* y b*; y en la luminosidad (L*) a lo largo

del almacenamiento para B)y para Fa).

Trozos:
La evaluaain del color obedece a dos cuestiones fundamentales:

¢ la aceptabilidad organiitica: la apariencia visual es la primera cualidad
considerada por el consumidor a la hora de abastecerse de un producto
(Dutta y col., 2006);

e el aspecto nutricional: se ha encontrado que los cambios en el@olor s
una manifestaén directa de los cambios en la concentracion de
carotenoides (Ahmed, 2002) y, en particular,pdearotenos (Dutta y
col., 2006).

Los carotenoides son un grupo de pigmentos con colores due dar
rojo al amarillo, los cuales déatampliamente distribuidos a lo largo del reino
vegetal. Aderas, tienen la ventaja adicional de tener un alto valor bioldgico, no

solo porque algunos de ellos tienen actividad de provitamina A sindpiéa
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porque ayudan a prevertilceras, procesos degenerativosagcer. Todos estos
beneficios posiblemente se deban a sus propiedades antioxidantesé§Mingu
1995). La medicin del color por colorimetia triesimulo ha sido aceptada como
un método simple y preciso de deteccon de color comparado con los sistemas
espectrofotorttricos.

La Tabla 3 muestra la varigai de la luminosidad L*, y de las
coordenadas cradticas a* y b* en el tejido de calabacita. En estélais se ha
considerado como tiempo cero al momento final de la émcsiendo 0,0625
dias el tiempo que le corresponde al punto después del enfriamiento de 90
minutos en la soluén fortificada con Fe y adicionada cofcido L-(+)-as®rbico
y con sorbato de potasio.

El enfriamiento en una solyai fortificada no dio una variagin de color
apreciable respecto al cilindro ré&cicocido, ya que ninguno de los tres
pammetros present diferencias significativas. Luego de la inménisin el
jarabe y durante las primeras 24 horas donde ocurrieron las m#ponesaG,
acompaadas de cambios drasticos en el pH y en la,a se obsery un cambio
importante en el color ocasionado, fundamentalmente, poréndiaa del color
amarillo noéindose un cambio en el parametro b* de mas del 40%, mientras que
el padmetro a* no mostro diferencias significativas como ad tampoco, en esta
primera etapa, se oscurécel material. Posiblemente I&#L haya estado
acompaada de pigmentos que pasaron al medio externo, como se propuso al
analizar los cambios de color en el jarabe. Luego y hasta &) ge restablece
parcialmente el color amarillo al aumentar b* pero comienza @raexsarse el
material (disminuye L*) y a perder significativamente su codgo (disminuye
a*). A partir del da 16 comienza un oscurecimiento progresivo y significativo
hasta el th 30. Y nuevamente unaéngdida del color amarillo progresiva y
significativa que contiim hasta el final del almacenamiento. Mientras que el
parmetro a* solo muestra un cambio significativo a partir del dia 48, donde

vuelve a mostrar unamlida del color rojo.
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Tabla 3: Variacion en la luminosidad L*, y en los parametros a* y b* a lo largo del

proceso y del almacenamiento del tejido fortificado con Fe.

Tiempo L* a* b*
[dias]

0| b55+32 25+42° 92442

0,0625 | 53%12 26142 89122

1 56442 22+4°°¢ 54+5°

3| 44+3°° 2043 74+5°

7| 47+3° 20+2%¢ 77+3°

16 | 40+5° 20+2°¢ 67+7°

23| 34+2° 20+2° 59+3°

30| 33+2° 18+3° 57+2%¢

48 | 42+3°%¢ 1442° 3345

58 | 40+2° 13+1° 30+2"

Dutta y col. (2006) atribuyeron l&ida de luminosidad del puré del
zapallo (reducdin de L*) a la formacion de compuestos oscuros como resultado
de la degradaén de los pigmentos, mientras que la&rgida del color
anaranjado, que se tradwen una reduccion de las coordenadas cromaticas (a*,
b*) fue atribuda a la isomerizadn geométrica del B-caroteno. Potltimo, ellos
propusieron que taméi pudo causar degradacion del color el pardeamiento no
enzimitico (reaccion de Maillard). En nuestro caso, la degradacie acido L-
(+)-as@rbico incorporado, puede generar pardeamiento y contribuir, de este
modo, a la prdida de luminosidad L* (Rojas, 1995).

La cinética de degradacion tanto de los pigmentos como del color sigue
una cirgtica de reaccion de ler orden (Dutta y col., 2006; Ahmed y col., 2002

a,b). Un modelo cittico de ler. orden se puede representar como:

C
IN—=—-kxt
¢,

Donde: Cy: concentragin inicial de B-carotenos o valores medidos de
color (L*, a*, b*) o una combinaén de estos a tiempo cero (adimensional); C:
concentracin de B-carotenos o valores medidos de color (L*, a* b*) o una

combinachn de estos a tiempo ¢ (adimensional)x: constante de velocidad de
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reaccon [1/dia] a 25°C; «. tiempo de almacenamiento. La convéisiraccional
(/) es una variable conveniente a menudo utilizada en lugarcdedantracin:

r_(G-0)
(G-C.)

Donde C..: es la medidin del pigmento o valor de color a tiempo infinito,
cuando se espera que la reéecke haya completado. En nuestro caso serian los
valores tomados a los 6@slde almacenamiento. Entonces resulta:

InC£= In(1- f)=—kxt

0
Ya que el color mayoritario del zapallo es una mezcla de konarbjo,
los valores CIE a* y b* se consideraron comaapetros fisicos para describir
la degradadin visual del color a lo largo de la 6smosis y almacenamiento. Se
utilizé el producto a*b* (Ahmed y col., 2002) y entonces se dgfameno:
a*,xb*,—a*xb*

* * *
a*,xb* y—a*  xb

f=

Igualmente, se ajustia diferencia total de colakE*, calculada a partir

de la ecuadn:

AE* = \[(a* —a* ) 2 H B =B ), 24 E —£), 2
La cirética de conversion factorial también se utiliz6 para modelar los
pamlmetros AE*. Entonces:

_ AE*
AE*,

/

En la Figura 9 Ay B se pueden observar tanto los valores mextidus
aquellos predichos por la rea@cide primer orden. Es preciso aclarar que tanto
los valores delid 1 para el tejido B como aquellos correspondientes a los das 1
y 3 del tejido F no fueron tenidos en cuenta, ya que el cambicolde
observado fue fundamentalmente debido a uébrieno de transferencia @sica
de pigmentos desde la matriz del tejido al jaralds,que debido a un fendémeno
de degradaon, que si bien pudo haber acontecido, éste se vio ampliamente
distorsionado por el primero. La constante de veloctddéh™], y la bondad del

ajuste de cada caso se muestran en los recuadros respectivos.
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A
1,2
E 1 kg (0,045:0,006) dia™
S el e % 91,88, DW: 1,76
5o04]a .
S
<l 0,2 -
S A kr: (0,046:0,005) dia™;
0 10 20 30 40 50 60 |’2: 96,40, DW: 1,74
tiempo (dias)
B B primer orden a4 F —— F primer orden
B
1,2
1 . . kp: (0,043:0,006) dia™;
E 08 2. .
% 06 | Y r% 92,45, DW: 1,86
2044,
024 o~ , -1
0 | | | | kr: (0,042:0,003) dia™;
0 10 20 30 40 50 60 r2. 97.60. DW: 1.43
tiempo (dias) ’ , ’
—— Primer Orden F = Exp B B Primer orden ‘

Figura 9 A y B: Cambios de color observados en los cilindros de calatmbitéargo
del proceso y almacenamiento. Ajuste de los valores dedac@enna ciética de

conversbn factorial de primer orden.

De acuerdo a lo observado se puede concluir que, en las condiciones de
este ensayo, la presencia dé'Fen la prepara6h no afecto significativamente
la velocidad de degrada&ai del color y, por lo tanto, la de los carotenoides,
principalmentep-carotenos, asociados. Las velocidades de k@atmbtenidas,
fueron de, aproximadamente, un orden menor a aquellas reportadas poy Dutt
col. (2006) para el pérde zapallo, o a las obtenidas por Ahmed y col. (2002)
para pué de papaya, ambos tratadosrimicamente. Sin embargo, los valores
obtenidos en nuestro ensayo son semejantes a los encontrados pais-Mingu
Mosquera y col (1995). Ellos informaron una velocidad de decoborael 3-
caroteno a 2% de 0,003 1 cuando la reacén transcurria en la oscuridad. Los
resultados obtenidos pueden deberse a la presengtaddd_-(+)-as®rbico en
el jarabe de nuestra formulésj el cual pudo haber ejercido aigefecto
protector del color, debido a su capacidad reductora, @&denue el ensayo se

realizd en una camara al abrigo de la luz.
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A pesar de los cambios comprobados con el todoro, ninguno de los
cilindros de calabacita preséntisualmente hablando, un aspecto desagradable.
En todo momenta;stos mantuvieron un coloras claro y cercano al original de
la calabacita, que el que presenta el tradiciofpallo en almibar”,

ampliamente conocido y aceptado por el consumidor.

11-3-3-3-Evaluacion Sensorial
Los compuestos de hierro muy solubles en agua, como el sulfatmferros

aportan hierro de alta biodisponibilidad. Sin embargo, este tipomdpuestos

son altamente reactivos pudiendo provocar cambios desagradables de |
caracteisticas sensoriales del alimento. En general, este tipo de compuestos no
pueden ser utilizados en alimentdguidos, como agua o gaseosas, ya que
provocan sabores naditos desagradables (Salgueiro y col., 2002). En nuestro
caso, el hierro incorporado a nuestro producto no ptosmabios de textura ni

de color significativos.

Con el objeto de analizar cambios en el sabor, sé deabo una prueba
de comparadh por pares. Este método es facil y sencillo de realizar; es el mas
preciso de todos losdwdos de diferencia, ya que cada muestra sirve a su vez
como edimulo y como patron. El método de comparacion por pares, en una de
sus aplicaciones, permite determinar diferengias se, sin la necesidad de
definir un pafimetro (Pedrero y col., 1989). En aquellas pruebas de companaci
por pares que soliciten simplemente diferencias (sin dinecovale decir se
pregunta al evaluador si son iguales o distintas, como en nueslidsatos
resultados se compararan con los valores de tablassgéstade dos colas.

Se analizaron los resultados de 70 respuestas. De la tadiisties
(Pedrero y col., 1989), elimero minimo de juicios correctos para establecer
significatividad al analizar 70 pares de muestras, es de 44uparavel de
probabilidad dex: 0.05; 47 para un nivel de probabilidadode.01 y de 48 para
un nivel dea: 0.005. En nuestro ensayo, se obtuvieron 41 respuestas correctas,
con lo que se puede concluir que el panel evaluador né kdgntificar
diferencias en el sabor, incluso dentro del nivé$ bajo de significancia (o
0,05).

Por otro lado, se reafizuna prueba de agrado heddnica. La escala

utilizada se conviri en nunerica, transformando a cenietros la distancia
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entre los dos extremos del continuo, y midiendo el punto de respodsiado

por el juez consumidor (Pedrero y Pangborn, 1989). Los valores promedio
obtenidos fueron de 5,8 y de 5,6 para el producto fortificado (F) yepaaatrol

(B) respectivamente, sobre una escala de 9 puntos. Una prysva dos
muestras con varianzas desiguales pesmeithcluir que ambas muestras son

igualmente aceptables frente a un consumidor (Pedrero y Pantda9.,

1I-3-4-Caracteristicas nutricionales

11-3-4-1-Determinacion de acido L-(+)-ascorbico

La cantidad deicido L-(+)-as®rbico encontrada en el tejido crudo de
Cucurbita moschata Duchesne ex Poiret(2 mg %) esié por debajo de los
valores tabulados en bibliogfaf para tejidos de zapallo (McCance vy
Widdowson, 1991)Este, al igual que otros micronutrientes, puede variar de
modo significativo dependiendo de la variedad, lugar y momento @elas
tratamiento, etc. La fortificaéh con vitamina busca noé® aumentar sino,
adends, estandarizar este valor en el producto elaborado. Luego declénadbe
8 minutos al vapor, no logrdetectarseicido L-(+)-as@rbico en los trozos
dentro de la sensibilidad de nuestra determémaci

Luego de la cocén, los cilindros de calabacita fueron enfriados durante
90 minutos en soluciones que coritarb00 ppm deicido L-(+)-as@rbico. La
primera incorporadn del mismo, ocurd durante esta etapa pasando a
registrarse (9;20,6) y (10,6:0,2) mg deacido L-(+)-as@rbico por 100g de
calabacita para los tejidos B y F, respectivamentpogteriori, los cilindros de
tejido fueron cubiertos por un jarabe que coftés00 ppm deicido L-(+)-
as®rbico y envasados. Durante las primeras 24-72 hs dcuai mayor
transferencia décido L-(+)-as®rbico desde el jarabe al tejido. En la Tabla 4
puede verse que el tejido fortificado con’Fpresenta menoscido L-(+)-
as®rbico que el control (B). El mismo impedimento cético que introdujo el
Fe" a laSG podia, tal vez, explicar la menor penetracidel acido L-(+)-
as®rbico al interior del tejido. Luego se mantuvo sin variaciones lelsia 16
donde se vi que comenzaba una reduecsignificativa del contenido deido
L-(+)-as®rbico en el tejido tanto fortificado con Fe (F) como el control (B).

Para tiempos mayores a los liesdle almacenamiento, se observan valores de
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acido L-(+)-as@rbico iguales o por debajo de los del producto original. La
destrucabn del acido L-(+)-as@rbico podria explicar el oscurecimiento de los

cilindros observada ali#@23, seglin se informé previamente.

Tabla 4: Determinagin de 4cido L-(+)-as@rbico en el tejido a lo largo del tratamiento

y almacenamiento.

Vitamina C [mg %] basetimeda
Tiempo [das] B F
Crudo 2 2
0 9,2:0,6 10,6£0,2
1 2%l 13,#0,6*
3 2°H4 21+3
7 223 21+8
16 289 21+2
23 5t2 4,60:0,01

*Indica diferencias significativas entre tratamiento

Conociendo la cantidad de vitamina en los cilindros y en el jarabe
adends, la relacion jarabe/cilindros (= 0,698/0,302) informada en la seéaide
Materiales y Mtodos, se puede calcular la cantidad total de acido L-(+)-
asorbico en el sistema. Teniendo en cuenta que la cinética de degradacion del
acido L-(+)-as@rbico es de orden 1, se pudo calcular la velocidad de
degradadin (k) para el sistema fortificado con Fe (F).

C

—=¢

Co

ket
Ecuacbn para sistema fortificado con Fe (F).

El sistema control (B) mantuvo constante el contenidécitiy L-(+)-
asorbico durante la primera semana de almacenamiento. En este caso el modelo
elegido para el ajuste de los datos experimentales tuvo e da@xistencia de
un valor constante C{C: 1 para t< 7 dias. Si se consideran t > 7 dias y se
nomencla este valor constante coff®’ y el tiempo al que comienza la
disminucbn de C/Cocomo*ty”, se puede proponer el siguiente modelo:

e A )

Ecuacén para sistema control (B).
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En la Figura 10 se muestran las prediccionesée#ida de acido L-(+)-
as®rbico con los valores de £ calculados a partir de las regresiones y los valores
obtenidos experimentalmente tanto para el producto fortificado cor) Eer(®

para el control (B).

1,2
1 kr: (0,07+0.03) dia™; (r*: 0.8799; DW: 1)
0s | kg (0.13+ 0.02) dia™; (*: 0.9977; DW: 1)
. I
Q 06+
o i
04+
0,2 +
0 ; ; ; ; 7 ———
0 10 20 30 40 50 60
tiempo (dias)

Figura 10: Prediccén de la pérdida de acido L-(+)-as®rbico y valores experimentales

determinados para los sistemas fortificado=d#=y control (B)

Los valores dek obtenidos mediante las regresiones no mostraron
diferencias significativas entre ambas formulaciones cory (§ij (B) hierro.
Durante la primera semana de almacenamiento el sisteman®iva constante
la cantidad décido L-(+)-as@rbico, siendo recién la pérdida mas significativa a
partir del da 16. En cambio para F, laéplida de vitamina C para todo el
sistema pudo observarse ya dentro de las primeras 24 horas pastatior
envasado.

La vida media, la cual se define como el tiempo que transbast&
alcanzar una rela@m de C/Co = 0,5 puede evaluarse a partir del &ico, siendo
de 12 das para el sistema F y de 20 dias para el sistema B.

La reducabn del contenido de acido L-(+)-as®rbico de los sistemas dést
determinada fundamentalmente por la redicde la cantidad de acido L-(+)-
as®rbico en el jarabe ya que, como se obéem la Tabla 4, el tejido mantiene
constante la cantidad deido L-(+)-as®rbico practicamente hasta el dia 16
posterior al envasado. Por otro lado, el jarabe es la pettgroducto en
contacto con el envase y, por lo tantgisrexpuesto al efecto del @¢no.

Probablemente la destruéni de acido L-(+)-as®rbico procede desde un
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principio (Fig. 10) en el sistema fortificado F porquea@to ascorbico esta

siendo consumido como buffer redox det'Fe€”.

11-3-4-2-Hierro biodisponible

Por espectroscagp de absoron atomica se determié el Fe retenido por
el tejido que fuera enfriado en la solictonteniendo la sal ferrosa. Taméi se
determird la cantidad de Fe tanto en el tejido como en el jarabe del pooduct
almacenado en bolsitas de polietileno, luego del equilibrio a los 1842858
dias.

Durante el enfriamiento de los cilindros de calabacita por 90 asrart
la solucon fortificada con 500 ppm de Fe, el tejido lléga retener Fe en una
concentracin de =~ 200 ppm. Luego del equilibrio ek 25% habia pasado al
jarabe, encondndose en el tejido un contenido de hierro de £80 ppm y en el
jarabe 548 ppm.

La ingesta diaria recomendada paf@simayores de 4 afos y adultos es
de 18 mg, mientras que para mujeres embarazadas yiedgsede lactancia, es
de 21 mg y para fibs menores a 4 afos, de 12 mg, sam lo establecido en el
CAA art.1363, 1363 bis y de acuerdo a datos del 8vo. Congreso Argdetino
Nutricion (Buenos Aires, 1983). Datos mas actualizados indican la
recomendadin discriminada por sexo y por edad (Anénimo, 2001). Vale decir
pues, que la porén de ~ 45g de calabacita de cada envase de polietilenoigstar
cubriendo ek 30% de la ingesta diaria recomendada (IDR) por el CAA de 18
mg.; valor que se incrementa~alb5% si, adenas, se ingiere el althar. Cabe
destacar en este punto que, la misma legélapero en el cdpmlo de Aditivos
Alimentarios, establece que cuando el Fe es considerado como aditrte de
éste, se recomienda que no contenga mas de 50 mg de Fe por kg global (Art
1398). Sei conveniente, entonces, reducir la cantidad de hierro incorporada a la
cuarta parte y por otro lado aumentar la gorde 45 g a 180 g para cubrir el =
30% de la IDR. Vale decir, que los efectos de la incorparadi Fe en las
condiciones adensayadas, esin analizadas en un caso extremo.

Con el objeto de evaluar la biodisponibilidad del hierro, uivaah de
los cilindros escurridos se songedi digestion con pepsina a pH 2,00. Sobre el
sobrenadante filtrado se detertiRe detecindose valores de (90£2) ppm, que
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representa la cantidad de hierro biodisponible al pH estomagegolLcon una
digestbn adicional con pancreatina y sales biliares a pH 8, se determiné el
contenido de Fe en el sobrenadante filtrado dando, en este casapmudes
(120£20) ppm, que representa la cantidad de hierro biodisponible al pH
intestinal. Comparando esi#timo valor con agél que contefan los cilindros
previo a la digestn se puede concluir que el 100% del Fe presente estuvo
biodisponible de acuerdo a ensayositro del material.

Una relachn molar de Vitamina C: Fe de 4:1 es la recomendada por
algunos autores (Pellegrino y col., 1996) en la fortifiaade productos lacteos
como eloptimo para la biodisponibilidad. En nuestro caso, la rélaftie casi
de 2:1 hasta eligl 16, ya que luego la degradacion de vitamina redujo su
contenido, como se &idurante el ailisis del sistema. Binaghi y col. (2005)
encontraron que la biodisponibilidad del Fe en el pan elaborado ia gert
harinas fortificadas se feemejorada cuando se lo consumia acompafiado de
puré de zapallo mientras que era Seriamente afectada cuando se lo consgon
puré de papas o de bananas. Los autores informaron que la presencia de grupos
fendlicos en estos tejidos eran los responsables de la reduccion de la
biodisponibilidad. Como se infoinen el Cafiulo I, no se pudo observar
lignificacion ni acido feralico (compuestos fenicos) en el tejido de calabacita,
siendoésta, posiblemente, una de las razones que explica la biodispodibilida
del Fe y la elecon de este tejido como matriz portadora del micronutriente.

Otra explicachn puede ser la presencia de B-carotenos que le confieren el color
caractesstico. En losultimos afios diversos estudios han demostrado que la
vitamina A y mas ain los beta-carotenos, aumentan significativamente la
biodisponibilidad. No estcompletamente dilucidado el mecanismo, pero se cree
gue se forman complejos que mantienen soluble al hierro en el lum&imaite
previniendo de esta forma, efectos inhibitorios de otros componentasiitta

tales como taninos y polifenoles (Boccio, 2004).
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lI-4-Conclusiones.

Se desarrodl un alimento funcional en base a una matriz rica en fibra y
fortificado con Fe, a partir de calabacit€udurbita moschata, Duchesne ex.
Poiret). Este alimento tiene cara@tgicas de listo para consumir.

La incorporagin del hierro, @an en dosis extremas no present
diferencias significativas desde el punto de vista micrégiad y organoléptico,
en las condiciones afjensayadas, con respecto al tejido sin fortificar con Fe. El
hierro presert mostro alta biodisponibilidad. Para un desarrollo comercial del
producto hay que considerar una fortifiémctuatro veces menor para respetar
la recomendaoth de la legislacion.

El tejido preserit una textura firme luego de 8 minutos de céecal
vapor (no se desintegt

Si bien durante las primeras 24-72 horas posteriores a la inmersi
jarabe, se observan cambios significativos en la texturacgl@l, luego de ese
lapso y alcanzado el equilibrio con el jarabe de envasado el prquestnt
buena estabilidad microbiglica, como asi también organoléptica (textura, color
y sabor).

Tanto el oscurecimiento del tejido de los cilindros como el atabg,
podia deberse a la degradaén de vitamina C en el medio.tA con estos
cambios, este producto sigue teniendo un cols caro y natural que el color
del tradicional“zapallo en almibar” ampliamente conocido y aceptado por el
consumidor.

Desde el punto de vista nutricional, se d&beugerir al consumidor
ingerir junto con los trozos, el jarabe ya que un 25% del Fe autertan los
cilindros difunde al mismo.

El alimento fue microbidigicamente estable durante los 60 ids de
ensayo. Sin embargo, el contenido deido L-(+)-as®rbico, se redujo
drasticamente aproximadamente a los 2%s se alcanzaron valores cercanos a
los de la materia prima original.

Como ya se mencion anteriormente, la calabacita se produce
ampliamente en todo el pateniendo disponibilidad de materia prima fresca
casi durante todo eliia, lo que permite pensar en un alimento ecomico y

accesible a una amplia franja de la poldiaci
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CAPITULO 111
PRODUCTOS ENRIQUECIDOS CON FIBRA
OBTENIDOS A PARTIR DE LOS RESIDUOS DE
INDUSTRIALIZACION DE LA CALABACITA
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lll-1-Introduccion
Un gran mimero de enfermedades que ocurren frecuentemente en los

paises desarrollados llamadas enfermedades del “tipo occidentale®ales como
varios deérdenes gastrointestinales (hernitcera duodenal, abculos biliares,
enfermedad de Crohn, apendicitis, constif@@chemorroides, carcinoma del
colon), diabetes mellitus, obesidad y enfermedades cardiovas;ulanen muy
poca incidencia entre las personas que consumen grandes cantieldidea d
(Oguido y col., 1998).

Hoy dia la ingesta recomendada de fibra dictaria es de 25 a 30 g/dia. En
los pdses latinoamericanos, el valor promedio ingerido esta en el orden de 15
g/dia, si bien en las ciudades de mayor crecimiento la ingesta &gior debajo de
los 10 g/da. En las grandes econ@mcomo EU y USA, las autoridades estan
trabajando sobre legislacionedsrestrictas sobre los alimentos procesados para
prevenir o reducir la obesidad (Cardona a¥glez, 2004), que puede llevar
finalmente a diabetes, o a enfermedades cardio-cerelrolages secundarias.
El agregado de fibra a los alimentos es una alternativa quargpensar la
deficiencia existente en la dieta. Aparte del psip nutricional, se puede
utilizar la fibra con profsitos econdémicos y tecnologicos. Como agente
tecnobgico tiene un amplio rango de aplicaci pudiendo actuar como
modificador de textura o como substituto de materia grasa (GuilGhaynp,
2000).

Historicamente, el énfasis en la investigacion sobre fibra se habia
concentrado en el efecto de la fibra en rélaaila cantidad agregada @s que
en el efecto en relawi al tipo de fibra presente en la dieta. Se han llevado a
cabo cada vez fis y mis ensayo#: vivo sobre animales y humanos, midiendo
los efectos a corto y largo plazo, a nivel celular y globalmemtel organismo
(Robertson, 1988). Las propiedadéschs y quimicas y el destino de la fibra
dietaria a lo largo del tracto digestivo y su fermewiadian demostrado ser
determinantes de los efectos fisigitos e impacto metaldlico cuando se la
consume (Guillon y Champ, 2000).

Los beneficios de la fibra durante la dig&stison ampliamente

reconocidos, hecho que ha determinado el ser considerada como umtenutrie
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(FDA 1993). Las fibras de origen vegetal se han utlizado pat#ider
diferentes productos alimenticios como yogurt endulzado (Fernandeia Garc
Mc Gregor, 1997). Sin embargo algunas investigaciones han reportatertu
reductor de la acén antioxidante de los carotenoides y tocoferoles en humanos
(Hofman y col., 1999).

El incremento de la particip&ai de la mujer en el mercado laboral y el
cambio en los paradigmas désticos, como asi también el deseo del
consumidor de comefproductos naturales” ha determinado el desarrollo de
nuevas formas de preservacide frutas y vegetales. De este modo, hoy dia es
comin la oferta en el mercado de vegetales limpios y cortados, listos para la
preparadn de sopas y ensaladas. Estas y otras formas de industrializacinas
tradicionales, dan origen a la existencia de residuos Vegeta

Por otro lado, los residuos o sobras del procesamiento de los &sgetal
representan un gran problema desde el punto de vista medioampaatdh
industria (Schieber, 2001). La transforngacide los residuos vegetales de la
industria de alimentos en productos de mayor valor, como lo son las,fibr
pueden contribuir a disminuir la poldéaiy a recuperar biomateria y nutrientes
valiosos agregando valor a la materia prima e incrementandisganibilidad
de sustancias de importancia nutricional. El desarrollo de diegtes
multifuncionales a partir de residuos vegetales y su aplicaai diferentes
productos alimenticios es un desat.a obtenabn de fibras de nuevosigenes,
la posibilidad de modificar las fibras por tratamientosmitbs enzimaticos y/o
fisicos y su uso combinado con otros componentes probablemente amjpgr
campos de aplica@ de las fibras dietarias (Laufenberg y col., 2003).

Las frutas y los vegetales son fuentes importantes de fiiedsrias
aunqgue su contenido es menor que en los cereales. Se sabe qubrastasrf
ricas en pectinas y ejercen un efecto importante en el organismmatriz de la
pared celular (PC) es la mayor fuente de fibra en esteléi@dimentos (Carpita
y col., 1993; Redwell y col., 1990).

El cultivo de calabaza ha sufrido un cambio varietal en larige al
tipo “Butternut’, que se conoce comercialmente como “calabacita ”, porque el
sabor de esta calabazau¢urbita moschata Duchesne ex Poiret) es preferida por
los consumidores. Tandn es interesante por su versatilidad ya que se puede

utilizar para desarrollar productos alimenticios tanto dulces cataolas. No
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hay suficiente literatura con respecto al valor nutricional Igsapropiedades
funcionales de las fibras de la calabacita. Estudios resientestigaron acerca
de la aplicadin del polvo de zapallo para mejorar el volumen de las piezas y la
aceptabilidad organgtica de los panes de trigo (Ptitchkina y col., 1998).
Ptitchkina y col. (1994) taméi estudiaron las caracteristicas de las pectinas del
zapallo. Chun y Youn (1998 a, b, c) estudiaron la compgesigiimica y la
calidad del zapallo nativo inmaduro y maduro y las cafatites morfologicas

de este zapallo. Xu y Siegenthaler (1997) estudiaron los efal#bs
procesamiento sobre la calidad nutricional del zapallo

La técnica de aislamiento y separacion de las fibras puede influir en su
composicbn y caracteristicas funcionales (Jona y Froda, 1997) y/o estas
propiedades se pueden modificar con tratamientos tegoa despés de su
separa@in, aumentando las posibilidades de su uso en éaladas propiedades
finales obtenidas.

El objetivo en esta parte del trabajo de investigadue estudiar la
composichn y propiedades funcionales de la fibra aislada de la calabacita
(Cucurbita moschata, Duchesne ex Poiret) y analizar el rendimiento de su
extraccén a partir de los residuos de industrializacie alimentos vegetales en
vista a aumentar el valor agregado de los residuos de lzacidaal aplicarlas

con fines nutricionales y/o con fines tecigitos.
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lll-2-Materiales y Métodos

llI-2-1-Obtencidén de fracciones enriquecidas en fibra
Se separaronascara y tejido del mesocarpio de la calabacita (Cucurbita

moschata Duchesne ex Poiret). La propdancimas alta del contenido de agua se
eliminé a través del procesamiento en un extractor de jugos da@stico. Luego,
se obtuvieron tres tipos diferentes de productos de fibra:

a) Fraccbn de Pulpa (S): el residuo remanente de la extréacdel
jugo, lavado una vez con agua destilada y secado erimiaga@on conveccion
forzada de aire, a 30, durante cuatro horas.

b) Fraccbn insoluble en alcohol (AIR): parte del residuo de pulpa
gue se obtuvo, como se indiantes despy de la extracabn de jugo, se tratd
con etanol a ebulliéh para separar su residuo insoluble en alcohol (AIR) de
acuerdo con Femenia y col. (1998). Cien gramos de pulpa se mezdards0
ml de soluain de etanol al 95% v/v y se homogeniz6 con un agitador meaico,
hirviendo durante 30 min bajo agitégiconstante. El residuo obtenido se siguid
extrayendo:

a. Con 350 ml de soluén de etanol al 80% v/v, hirviendo
durante 15 min.

b. Dos veces con 250 ml de solucide etanol 80% v/v,
hirviendo durante 15 min.

El residuo insoluble se sepay se lav con 100 ml de soluén de etanol
80% v/v y con 100 ml de etanol al 95 % v/v. Entre cada trataoneamt etanol,
la suspensh se filtr6 y se descafitel solvente. El lavado final con acetona no se
implemend si bien otros autores (Femenia y col., 1998) lo han llevado a cabo,
con el fin de asegurar que el producto obtenido fuese adecuado panssua.
El material fue dejado bajo campana durante toda la nocheapalianinacén
del etanol y, finalmente, secado eimara con conveccion forzada, a 50°C,
durante 4 horas.

c) Fraccbn C: la cascara de la calabacita se mdgtirimero y luego
se la somedi a la extrac@n de su residuo insoluble en alcohol, siguiendo el
mismo procedimiento que se indipreviamente para la pulpa (b).

Luego, las fracciones S, AIR y C se molieron y tamizaramig ASTM

USA, malla 40) y se las almacdera -18C, envasadas al va¢ en bolsas de
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Cryovaé™ (Sealed Air Corporation; phero del polivinil cloruro de

polivinilideno) hasta los posteriores usos.

I11-2-2 Analisis Quimico

Contenido de agua

El contenido de agua se deterthian tres muestras de cada fraaci

secando a PQ bajo vacio hasta constancia de peso.

Fibra dietaria total

La fibra dietaria total se analizde acuerdo al étodo enzimatico
gravimétrico de la AOAC (Método 985.29, AOAC 1990). El método se basa en
tomar la muestra y gelatinizarla con umamilasa termoestable a pH: 6,0 y
durante 30 min a 95-100 en bafio de agua a ebullicion, y luego digerirla
enzimiticamente con proteasa (pH: 7,5 y 30 min a 6Q) y amiloglucoxidasa
(pH: 4,0-4,6 y 30 min a 6Q) para remover la profiea y el almidon. Luego se
precipita la fibra dietaria agregando 4wtraénes de alcohol. El residuo total se
filtra, se lava con etanol 78% v/v, 95% v/v y acetona. Fieatense pesa y se
seca. La digesin se realiza por duplicado y luego sobre uno de los duplicados
se determina contenido proteico y sobre el otro se incinera & 525¢
determinan cenizas. La cantidad de fibra dietaria totedlseila como:

Fibra dietaria Total = Peso del residuo- peso (fate-cenizas).

Proteinas

El contenido de protea se determindé por el ngétodo de Kjeldahl
(Método 920.152, AOAC 1990). ElI mismo se basa en calentar la muestra en
acido sulfurico concentrado y digerirla hasta que la materia orgéanica se oxida y
el nitrégeno proteico es reducido y retenido en forma amoniacal. Luego se
agrega NaOH concentrado y se calienta para liberar eliasa@jue es recogido
en un volumen conocido de una sobmcicida estandar (Gomez R. y col.,
2001).

|
-Etapa de digestn: (H—?—NHZ) + HpSOy — COy+ (NH4)2SO +SO;
(proteina)
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En esta etapa se pueden utilizar catalizadores, como atlosdéf cobre y
compuestos para elevar el punto de ebdhiatomo el sulfato de potasio.

-Etapa de destilagn: (NH,),SO,+ 2NaOH ——» N&O, +2NH,OH

El hidroxido de sodio concentrado, libera el Nk retenido. Se destila un
volumen de agua de acuerdo a normas establecidas para asegural g
amonaco sea arrastrado en su totalidad. Se recoge en un volumen en exceso
exactamente medido deido valorado (H,SQO, 0,1 N) y se titula por retorno con
NaOH 0,1N valorado, utilizando rojo de metilo como indicador.

-Expresbn de resultados: el porcentaje de nitrogeno obtenido (gramos de
N total por cada 100 gramos de muestra) se convierte en pogceatpjotia
multiplicando por un factor de 6,25. Este factor surge de coasidele una
mezcla de proieas puras contiene 16% de nitrogeno. Entonces para alimentos
gue contengan una composicide proteinas desconocidas es ampliamente
aceptado el uso del factor 6,25 (369(Goémez R. y col., 2001).

Aminodcidos

El perfil de aminacidos (AA) se determiné sobre la fraccion de fibra C.
El método basicamente consiste en la hidrdlisis del total de las proteinas y
acondicionamiento adecuado del extracto por dilugi/o evaporacion, la
transformaain de los aminécidos presentes en derivados fluorescentes y la
posterior separa@i y determinacion de los mismos utilizando Cromatografia
Liquida de alta Performance (HPLC). El tratamiento consiste en una hidrolisis
acida con HCl 6N (Método 994.12, AOAC 2000), de esta manera
cuantitativamente se solubilizan la mayade los AA presentes. Para los AA
azufrados (metionina y cisgte) se debe realizar una oxidacion de la muestra con
acido performico (Métodos 994.12 y 985.25, AOAC 2000) para obtener asi
acido cisteico y metionina sulfonada. Posteriormente laohiids con HCI libera
al acido cisteico y a la metionina sulfonada de las proteinas y se continua con el
analisis. El triptofano se degrada con la hidrolisis acida, por lo que para su
preparacin se realiza una hidslisis alcalina con NaOH 4,2 N (Método 988.15,
AOAC 2000). Para el ahisis cromatografico de los AA primarios se lleva a
cabo una derivatiza@i de los hidrolizados usando en ello 2-mercaptoetanol (J T
Baker) y o-phtalaldeldo (Sigma-Aldrich), mientras que para la determitaci

de AA secundarios (Hidroxiprolina y Prolina) se utiliza como agente
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derivatizante  9-fluorenilmetil-cloroformato (Alfa Aesar) vyacido 3-
mercaptoproginico (J T Baker) (Herber y col., 2000; Henderson y col., 2000).
La separadin y analisis se llevd a cabo con un cromatdgrafo liquido de alta
performance Serie 1100 (Agilent, California, USA) equipado con uwmtdetde
fluorescencia. Se utilizuna columna cromatografica de Cigde 15 x 4,6 cm, con
diametro de partculas de 5um , Hypersil BDS Gold (Agilent, California, USA).
La fase nvil utilizada fue una mezcla de 40mM Na,HPQ, pH 7,8 (A) y
metanol (B) con un gradiente lineal comenzando en un 50:50 (v/v) wéndb,

luego de 10 minutos, en una mezcla 10:90 (v/v) de A en B.
Cenizas
El contenido de cenizas se deterénpor ignicbn a 550°C en una mufla

hasta constancia de peso de acuerdcaidm923.03, AOAC (1990).

Fraccion soluble en agua v en cloruro de sodio

La fraccbn soluble en agua se extrajo de la muestra (0,5 g) agitando con
un agitador maghico en agua (50 ml) a 20°C durante 2 horas como indicaron
Waldron y col. (1997), seguido por la extraecde la fraccion soluble en sal
agitando el residuo de la primera extraaccon soluchn de NaCl 2% (50 ml) a
la misma temperatura durante una hora y media.

Glucosa Libre

La glucosa libre se deterndinpor el nttodo de la glucosa-oxidasa

utilizando un kit enzirftico (Boehringer™ Weiner LAB, Argentina).
Hidratos de Carbono

El contenido de hidratos de carbono totales (no @stwk), de celulosa
y de lignina se determinaron solamente en los productos constituide$ por
material aislado de la pared celular: AIR y C. Ya quR Ak el material de la
pared celular extfdo de la pulpa, su composiai de fibras esencialmente es
compartida por el producto P.

La hidilisis de la celulosa y de los hidratos de carbono no celuldsicos de
la PC se realizde acuerdo a Ng y col. (1998) dispersando 0,3g de muestra del
producto en 2,08 ml de soléai de acido sulfurico 72% durante 3 horas a
temperatura ambiente. Se afust concentracion de esta dispersion a 1 M en

acido sulfarico, agregando el volumen necesario de agua deionizatfanil), y
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cada muestra fue calentada a°@0@urante 2,5 horas en un bafio de agua. Cada
dispersbn fue enfriada, centrifugada durante 10 min a 12000 g vy, finalmsaite
sepabé el sobrenadante. El sobrenadante se neutralizdadosamente y el
contenido de hidratos de carbono totales (celulosa y nadsebs) se
determird por el nétodo del fenol-sulfirico (Dubois y col., 1956). El residuo se
lavo tres veces con agua deionizada, se cenéritlgante 10 min a 12000g y
finalmente se liofilid. El residuo obtenido se @es informb como lignina.

Se llew a cabo un segundo procedimiento con otra porde 0,3g de
cada muestra a las cuales se ag&08 ml de soluén 72% de acido sulftrico;
se dispers el material y se agrégagua inmediatamente para alcanzar una
dilucion 1M seguida de calentamiento por 2,5 horas a 00EI residuo final
obtenido y pesado corresponde a celulosa + lignina, por lo tanto los hidkatos
carbono totales contenidos en el sobrenadante estaban constituidos por
polisacridos no-celuldsicos.

El tercer procedimiento de hidisis se llevd a cabo con una nueva
porcion de cada muestra, seguida por laétnica aplicada durante el segundo
procedimiento, pero en este caso se aplita hora de calentamiento a ¥0@n
un bdio de agua. Solo se separ6 el sobrenadante para la cuantifiéactomo se
indicé previamente, determidndose el contenido deacidos urénicos por el
método espectrofotortrico reportado por Filisetti-Cozzi y Carpita (1991).
Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

Las proporciones de monodados neutros (analisis de azucares
neutros) que constituyen los componentes de los pafidac de la PC de la
fraccion C fueron determinados después de su hidrélisis con 2 M CRCOOH
(TFA, acido trifluoracético) durante 90 min a 120. Los hidrolizados se
derivatizaron a los acetatos de alditoles (Albersheim y d&g7) y se
analizaron por cromatogiafgas-liquido (GLC) utilizando una columna capilar
(30m x 0,25mm) rellena con SP-2330 (&1 en un cromairafo gaseoso HP-
5890™ (Agilent, California, USA) equipado con un detector de ionizade
llama. Se utilid nitrogeno como gas de elusi, con una velocidad de flujo de
1,7 x 168 m*s y un split de 100:1. Las corridas cromadfigas fueron
isottrmicas a 220C, mientras que la inyeccbn y la detecain se establecieron a
235C. A fin de detectar la posible presencia de materiales celdkicos, se llevo a

cabo el procedimiento de hédisis de Morrison (Morrison, 1988) con TFA puro
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sobre la muestra de fraéaiC. La respuesta de la FID se consider6o siempre
proporcional al peso de los derivatizados. Cada paso dgifiidse llevo a cabo
por duplicado.

lllI-2-3-Caracterizacion funcional del material

111-2-3-1-Volumen especifico
Se determia midiendo el volumen de una muestra pesada (5,0000 g), en

una probeta graduada de 50 ml para AIR y 25 ml para C y P.t&anileacon

se realid tres veces para cada fraaci

111-2-3-2-Propiedades de hidratacion

> Capacidad de hinchamiento (SC).

Una muestra seca exactamente pesa@la00 g) se colocd en un tubo
graduado de fondooaico. Se agregaron 10 ml de agua y se lo ddjidratar
durante 18 horas a una temperatura constante°@e R8spus de este lapso, se
midi6 el volumen total alcanzado por la fibra hidratada (Robertson, 2000;
Rhagavendra y col., 2004). Este ensayo se ¢ealir triplicado para cada
fraccion.

SC (ml/g) = Volumen ocupado por la muestra hidrafs de la muestra
original

> Capacidad de atrapamiento de agua (WHC).

Una muestra seca, exactamente pesada0(00 g), fue hidratada en un
tubo graduado de fondamco con 30 ml de agua, a lo largo de 18 horas, a
25°C. Se decantd el sobrenadante y la muestra fue transferida a un filtro de
vidrio fritado (G4 IVA), previamente pesado, dejola escurrir a preson
atmosetrica. Se registré el peso del residuo hidratado y se lo liofilipara
obtener, finalmente, el peso del residuo seco. WHC se deéepor triplicado
para cada fracén.

-127-



WHC(g/g)=(Peso del residuo hidratado-peso del residuo seco)/peassidelo

seco.

> Capacidad de retencion de agua (WRC) y agua retenida (RW).

La capacidad de retewai de agua y el agua retenida se determind por
hidratacén a 25°C, con 30 ml de agua, en un tubo graduado de fohdwmcc
durante 30 minutos, de una muestra seca pesada exactaméen( g). Se
centrifug durante 30 min a 2000 x g. Se sépalrsobrenadante y se transfiel
residuo a un filtro de vidrio fritado (G4 IVA) para escurritighido restante. Se
pes la fibra himeda retenida en el filtro (R+W,) y se la sometdi luego a
liofilizacion. Luego, se peé el residuo seco R (Pilosof, 2000). De este modo:

WRC (g de agua/g residuo seco) 3/R/
RW (% de agua retenida) = pWagua total agregada) x 100

El ensayo se llgva cabo por triplicado para cada fraeci

> Cinética de la absorcion de agua.

La cirética de absorcion de agua y también la capacidad de uém de
agua, WBC, se determinaron midiendo la absarespontanea de agua a través
del hinchamiento, por capilaridad, de una péquantidad exactamente pesada
(= 0,0200-0,0400 g) de la muestra en polvo, utilizando un aparato modificado de
Baumann Robertson y col., 2000 El volumen de agua tomada por la muestra se
midio a diferentes intervalos de tiempo, durante cuatro horas.

Los ensayos cinicos se llevaron a cabo por triplicado para cada
fraccion.

Los datos se ajustaron utilizando la ecoaci
3 Oxt
~ (B+1) (1)

dondeg corresponde al agua absorbida a tiemp@® es la mxima

q

capacidad de absoéai de agua también llamada capacidad de ubh de agua
(WBC) y B es el tiempo necesario para absorber la mitad dealdma
absorcbn de agua (Q/2). De acuerdo con Pilosof y col. (1985), a partir de la
ecuachn (1) es posible calcular la constante de velocidad espedB.Q)”.

Tambgin se evaluo el ajuste a la ecuachn:

q=kxt" 2)
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dondek es una constante que depende de las cdsaictarcinéticas y de
las condiciones experimentales, y n es el exponente de hinchantsta es

una relacgin de la ley de potencia para el hinchamiento (Ritger y Peppas, 1987).

111-2-3-3-Propiedades hipoglucémicas

La capacidad de absodfaide glucosa (GAC) se determino por duplicado
de acuerdo a Ou y col. (2001). Para ello, una muestra ddreadon (AIR y C)
fue puesta en contacto en una réaci:100 con soluciones de glucosa (5-300
mmol/l) y se la equiliby, a 37C, durante seis horas para luego centrifugarla
(Costaf™ Mini centrifuge Ser.RI0OM-08513, USA) a 3500 x g durante 15 min.
La cantidad de glucosa retenida por la muestra de fibra send@ta travs de
la medicbn del contenido de glucosa en el sobrenadante, utilizando un kit de
glucosa-enziritico (Bochringer™ Weiner LAB, Argentina). El kit provee una
solucin de glucosaoxidasa (GOD) de 1000 U/ml y de peroxidasa (POD) de 120
U/ml, ad como los reactivos fenol (soluénh 55 mmol/l) y 4-aminofenazona (4-

AF) de 25 mmol/l de concentraéai El esquema de reaccion es el siguiente:
Glucosa + @+ HO COP | 4cido glucénico+ H,0,
POD .
2H,0, + 4-AF + feno—— quinona coloreada +@H

La lectura se realiza a ura505nm.

La GAC se informd comoumol de glucosa retenida por gramo de fibra.

lll-2-4-Analisis estadistico
Las regresiones no-lineales y ehhsis estadistico de los resultados a través de

ANOVA (a:0,05) seguido por un alisis de diferencias significativas por el test de
comparaciones faitiples de Tukey, se realizaron utilizando el paquete Statgraphics
(versin 3.0, SRSC, 1994, Rockville, Md., USA).
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lll-3-Resultados y Discusidn

llI-3-1-Composicion Quimica

Los resultados concernientes al balance de materia de losgsotde
recuperadin, en reladhn a la extraccion a partir de la calabacita (Cucurbita
moschata Duchesne ex Poiret) se resumen en el Esquema 1.

En una primera etapa, se obtuvieron, por cada 100 g de calabacita,
aproximadamente, 38,0 g de jugo, 38,2 g de pulpa prensada (escagjfag,
de dscara y 4,4 g de semillas. En la segunda etapa del proceso, a partir de 100 g
de pulpa prensada (o escurrida), se obtuvieron aproximadamentg,d2&% 5
g de AIR como dstambién 7 g de C, a partir de 100 g deagara. La pulpa
prensada (o escurrida) es, esencialmente, el componentea celutajido del
mesocarpio remanente luego de la extracdel jugo de la calabacita fresca.
Fue un procedimientatil para eliminar gran parte del agua presente en el
mesocarpio, volviendo ecémica y viable la posterior extradai del residuo
insoluble en alcohol a partir del material de la pulpa. La pulpaidbatantes del
secado fue sometida a un paso previo de lavado con agua que tedimai@ar
el almidbn, el cual de acuerdo a Mc Cance y Widdowson (1991) es 0,3% en
base al peso de calabacita fresca, aunque la mayor partenthale arrastra
en el jugo, el que estsencialmente constituido por el liquido intracelular. Sin
embargo, muchos de los componentes solubles en agua pertenetisergd® a
citoplasmitico, como proteas globulares, aminoacidos, mono y
di/oligosaaridos, sales yacidos organicos pueden permanecer en pequda
proporcbn en la fraccbn S finalmente obtenida. Por lo tanto, estas sustancias
residuales junto con los componentes de la pared celular (fibrapogetmia las

propiedades de esta fra@ci
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Calabacita

!

.

Jugo: Pulpa v Semillas:
u
38+ 3% eSCrl)Jr'rda: Céscaroa: 4.4+ 0.4%
38.2+ 0.9% 16+ 4%
_l Extraccbn
Deshidratacin Extraccon con etanol
con danol

Esquema 1: Balance de Materia del proceso extractivo con respackm pulpa o #&scara

\

escurrida de los residuos de la calabacita.

Se puede ver en la Tabla 1 que 32,3% p/p de la &ra&cfue soluble en
agua luego de la extraoai a 20°C durante 2 horas (Ng and Waldron, 1997),

siendo 3,14% p/p su contenido en glucosa libre, que repseserdalidad, 1%

p/p de glucosa libre en la fraéaiS obtenida.

Tabla 1. Fraccbn soluble en agua (WSF) y fraccion soluble en NaCl (SSF) y su contenido de

glucosa libre determinada para cada producto iextrde la calabacita (Cucurbita moschata

Duchesne ex Poirét)

AIR C S
WSF? 10.0+ 4.0 10.0+ 2.0 32.3+3.0

Glucosa™® (libre) ND ND 31+0.2
SSF'? 4.49 + 0.04* 13.0+ 1.0

'seindican desvios standard (n = 3).
2 o5 p/p sobre masa de muestra seca.
396 p/p sobre WSF seco.
“Determinado en el Capitulo I.

ND: no detectable.
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Al mismo tiempo, la fracén S mostb el contenido de fibra total mas
bajo (44,6% p/p, Tabla 2). Se puede concluir entonces que susphuitée en
agua (Tabla 1) fue un componente importante de la &a&ilnversamente, C
y AIR mostraron los contenidos de fibra totadsmltos (= 80% p/p, Tabla 2)
como astambién los porcentajes mas bajos de fracéin soluble en agua (Tabla
1). Los polisagridos de la pared celular (contenido de fibra) del mesocarpio
fueron los componentes iguicos de la fraccion AIR, mientras que los
polisadridos pertenecientes a las paredes celulares de la células de la cascara
constituyeron principalmente, la fraéaiC. En el caso del AIR y, de acuerdo a
lo visto en el Cajpulo I, la fraccion soluble en agua estda constituida
principalmente por pectinas.

La extracobn secuencial de la fraccion C con agua (= 10% p/p, Tabla 1)

y posteriormente con 2% de NaCl a°’@0mostrd una mayor proporcion de

material de la PC extitsle en sal para C que para AIR (Tabla 1).

Tabla 2: Composicbn quimica de las diferentes fracciones de fibra de calabacita.

AIR % C% S %
Humedad 13,0+ 0,1 8,74+ 0,03 8,32t 0,03
Cenizas® 4.6+0,2 4,5-0,1 2,1+ 0,4
Proteina 9,1+ 0,3 19,3 0,9 6,2+ 0,2
Fibra Dietaria Total® 78,4+ 0,8 79,6+ 0,8 44,6+ 0,5

Lignina®® 0,2+ 0,1 6+ 3

Celulos&® 46+ 1 45+ 4

Hidratos de Carbono 62+3 4742

Totaleg®

Acido Galacturonic®® 10+2 11,8+ 0,2

%% en base seca
PComponentes de la fibra total

Tabla 3: Azucares neutros de la fraccion C

Rha | Fuc | 2-Xyl | Ara Xyl | Man, Gal| Gluc

AIR™-(2N-TFA) 8 1 20 9 5 11 | 47
AIR-(100% TFA)- 1 3 1 95
Morrison-

C-(2N-TFA) 8 2 - 25 14 5 15 30
C-(100% TFA)- 3 1 - 9 7 5 8 68
Morrison-

Tdel Caytulo 1.

La Tabla 3 muestra la compositide azucares neutros de las fracciones

obtenidas. Los resultados permitieron concluir que AIR y C comten
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ramnogalacturonano | (RG I). La fraéai C mostré un contenido mayor de
xilosa que AIR cuando se compararon logcares neutros de sus fracciones
solubles en TFA 2M. Esta tendencia sugiere un mayor contenido de
arabinoxilanos solubles para C. Adicionalmente, se puede observar que
solamente la fracéh de C soluble en TFA 100% contenia cantidades
significativas de arabinosa y xilosa,ueares que se pueden adscribir a los
arabinoxilanos insolubles. Courtin y Delcour (2002) informaron que los
arabinoxilanos paddn presentar diferentes relaciones de arabinosa/xilosa y que

estas relaciones determinaban las diferentes propiedades &lesiole estos
polimeros. La fraccion de C soluble en TFA puro (Tabla 3) tambn incluyé
celulosa, y probablemente, xiloglucanos (XG) y galactoglucoman&®M)
altamente ligados a la red de celulosa (&idry col., 2001).

Tambin es remarcable el alto contenido de proteina encontrada en la
fraccion C (Tabla 2) que se puede asociar probablemente a unaorfunci
particular, relacionada con el hecho de que dscaca se ve sometida a
considerable elonga®i durante el crecimiento del fruto, por lo que seria
esperable que dicha prote fuese del tipo extensina (Bradley y col., 1992). Por
tal motivo se lleg a cabo un perfil de aminoacidos de esta fracmi para
establecer qutipo de proteina de PC se tenia. En la Tabla 4 se muestra el
contenido de los amidoidos analizados, confirmindose la presencia de
OH-Prolina, asociada a las protes de PC del tipo extensina (Bradley y col.,
1992). Por otro lado, es importante destacar la concentrédaictada de lisina.

En la Figura 1 se muestra, a nivel orientativo, las nectesdde AA esenciales
de un hombre adulto y a fines comparativos se agrega la compaiailgunas
protdnas alimentarias. En la figura se muestran los valores vefatialculados a
partir de Trp=1 (Patn). En general, el valor biégico de las proteinas vegetales

y de los cereales viene limitada por éficit de lisina (Belitz y Grosch, 1992)
mientras que en la fradei C- supera a los valores recomendados como
necesarios, estando, adaipor encima de los mostrados por la soja y la harina
de trigo.
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Tabla 4: Perfil de aminécido de la fraccion C-en comparadin con la necesidad de

aminaicidos esenciales del hombre adulto.

Necesidad diaria

AAsS Contenido en C Contenido en C
mg/kg de C % mol mg/kg peso
corporal
Asp+Asn 18086 8,61
Glu+GIn 19820 8,53
Gly 11800 9,92
Ser 13750 8,26
Treo 9770 5,18 6-7
His 6460 2,63
Tyr 9190 3,20
Arg 15500 5,62
Ala 6800 4,82
Met 3450 1,46
Val 11500 6,20 11-14
Trp 5300 1,64 3
Phe 11500 4,40
lle 7900 3,80 10-11
Leu 11900 5,73 11-14
Lys 24500 10,59 9-12
Pro 400 0,22
OHPro 700 0,34
Om 950 0,45
Tau 0 0
Cis+Cisténa 16100 8,39

de Belitz y Grosch, 1992
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Valina

Triptofano

Treonina

Fenilalanina )

Fenilalanina+Tirosina )

Metionina

Metionina+Cisteina

Lisina

Leucina )

Isoleucina z

0 2 4 6 8

Valor relativo al Trp

O Necesisdad Diaria BC OTrigo O Soja

Figura 1: Comparadin del contenido de AAs esenciales de la proteina de C- en
relacibn a la necesidad diaria de un hombre adulto y al contenido de las proteinas de

otros vegetales.

llI-3-2-Propiedades de hidratacidon
Las propiedades de hidrat&cide las fracciones de la calabacita se

investigaron debido a su importancia en rékac la funcionalidad y calidad
nutricional de las fibras alimentarias.

La propiedad de absoéai de agua de la fibra dietaria es un determinante
fisiologico importante del tanmi® de las deposiciones, que esta mas relacionado
a la manera en la cual el agua se liga o retiene, quecantadad absoluta
retenida. Se ha encontrado que el agua fuertemente unida noitigheefecto
sobre la masa de las deposiciones, mientras que el agraelste asociada
incrementa dpidamente el peso de las mismas (Caddem, 1987). La cantidad
maxima de agua que la fibra puede absorber es una funcion de sus caractsticas
quimicas, fsicas, y estructurales y/o micro-estructurales (Raghavendra y col.,
2004; Brett y Waldron 1996). Estas consideraciondars¢ambén importantes
para la utilidad de las fibras como agente de relleno, hinemémony/o espesante
en los alimentos de relativamente alta actividad de agua.

La capacidad de hinchamiento (SC) se define como la drlaki

volumen ocupado por la muestra luego de la infwersi exceso de agua y
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alcanzado el equilibrio (Raghavendra y col., 2004). Por lo tari® pagmetro
indica cunto se hincha la matriz de la fibra a medida que se absorbe el agua. El
agua pobremente (o levemente) asociada tambiesta considerando en este
ensayo. El hinchamiento es entonces otrcamaro muy importante para
describir mejor la funcionalidad del material. La fréaade AIR mostré la mas

alta SC (41,8 ml/g de muestra seca), seguida por S (25 miyielstra seca) y

la fraccbn C (22 ml/g de muestra seca) después de 18 horas de hidratacion de la
muestra (Tabla 5).

La capacidad de absosaide agua (WHC) se define como la cantidad de
agua retenida por las fibras sin la apliéaale ninguna fuerza externa, excepto
la gravitacional y la pre&n atmosférica (Raghavendra y col., 2004). De esta
manera, este panetro indica la proporcion de agua levemente asociada a la
matriz de la fibra. La fracén de AIR mostro el mas alto WHC (43 g/g de
muestra seca) mientras que C y S no presentaron difereigridisativas entre
sus valores de WHC (27-24 g/g de muestra seca) ékesjpul8 horas de
hidratacén de la muestra (Tabla 5).

La capacidad de retewai de agua (WRC) se define como la cantidad de
agua que permanece en la fibra hidratada luego de la aflickciina fuerza
externa, sea presi o centrifugacion (Raghavendra y col., 2004). Del mismo
modo se defiri RW, pero con referencia a la cantidad de agua absorbida (g) con
respecto a 100 g de aguidadida. El agua que se absorbio fuertemente, la cual
no tiene ningn efecto sobre el volumen de las deposiciones, podra considerarse
gue est hidratando, principalmente, las matrices de fibra. Estd@snpans son
interesantes porque padr relacionarse a la cantidad de agua que puede
persistir o estar retenida por las paris de la matriz de fibra a pesar del
esfuerzo de cizalla aplicado, por ejemplo, durante el amadadde las
fracciones de calabacita participaran como ingrediente ermsa m durante el
movimiento intestinal. Adems, la RW da informacion acerca de la cantidad de
agua requerida por la fibra para poder hidratarse, que es anifaportante a
ser tenido en cuenta durante la formuaciLa fraccion AIR presend el valor
mas alto de WRC (44 g/g de muestra seca) y RW (36 g de agoidbialag 1009
de agua agregada), mientras que la WRC para las frasctogeC mostr una
leve pero significativa diferencia entre ambas, obteloke valores de 23 y 26

g/g de muestra seca, respectivamente (Tabla 5). No setrmoardiferencias al
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comparar los valores respectivos de WHC y de WRC entletarminados para
cada frac@in de calabacita. Por lo tanto, se puede concluir que toda el agua que
hidrata a las fracciones AIR, C y S es fuertemente absopmidlas matrices de

estas fibras.

Tabla 5. Propiedades de hidratéaide las fracciones ricas en fibra obtenidas de Cucurbita

moschata Duchesne ex Poiret

Muestra Capacidad de Capacidad de Capacidad de Agua retenida
absorcdn de agua  hinchamiento (SC) retencon de agua (RW)
(WHC) (ml/g)* (WRC) (9/100 g)*
AIR 43+7 41,8+ 0,2 44+ 8 36+ 3
C 27+ 2 22,0+ 0,4 26+ 2 28+ 2
S 24+ 6 25,0+ 0,2 23t 6 22+ 2

'Desvios Standard (o:: 0.05; n = 3).

2Gramos de agua/gramos de muestra seca.

*ml de agua/gramos de muestra seca.

“Gramos de agua retenida/100 g de agua agregada.

Los SC, WHC, WRC, RW son paiietros que dan informacion acerca
de la capacidad fmima de absorcion de agua de la matriz ya que se miden una

vez alcanzado el equilibrio.

Para una completa caracterizacde las propiedades de hidratacion de
las fibras, es importante conocer suétita de absorén de agua. El
conocimiento de la cética permite, por ejemplo, determinar el tiempo que las
fiboras necesitan para absorber la cantidad de agua necataealizar el
mezclado de los ingredientes en una dada formimlacisi éstas necesitan ser
hidratadas previamente durante un tiempo conocido, antes de Egemda
formulacibon. Ademas, es muy importante conocer la cinética de absorcion de
agua de las fibras para la apli¢acen sistemas secos o semisecos. Como se
puede ver en la Tabla 6, la WBC determinada por la albacggpontanea de
agua de la fracénh AIR duplico la determinada para las fracciones de S ywC (
13 ml de agua/ g de muestra seca). De todos modos, el tiemuegane para
absorber la mitad del valor deagima absorcion de agua (WBC/2) estuvo en el
mismo orden de magnitud para la fraacAIR (6 s) y para la fracén S (19 s),
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mientras que este gatetro fue 100 veces mas alto para la fracén C (780 s).
Las constantes de velocidad edfiee estuvieron en el mismo orden de
magnitud para la fraca AIR y para la fraccion S pero fue 63 a 40 vecesisn
baja para la fracéh C (Tabla 6). Las diferencias encontradas cuando
comparamos los panetros B y WBC se pueden comprender mejor observando
las formas de las curvas de laética (Figura 2). Las WBCs alcanzadas por las
curvas S y C son similares (10-15 ml/g) peroaléma llega lentamente al
equilibrio. Por consiguiente, las curvas de AIR y de S tuviesemcialmente la
misma forma pero diferente a la de la curva de C. Las fidmsS y
especialmente las de AIR absorben agua insteathente pero la fracain C se

equilibra reaén después de 150 minutos.

Tabla 6. Patametros determinados del ajuste de los datos experimentales con la ecuacion
cinéticas de absorcion' de agua y de hinchamieAtomo as también volumen especifico de

cada producto.

Producto WBC"? B! Constante de k1? nt Volumen
(ml/g)°® (min)  velocidad espéfica™®  (ml/g min") Espedfico™?
(ml min/g)* (cm®g)
AIR 25,5+0,2 0,10t£0,01 0,39 0,02 20,8: 0,3 0,05A 0,004 6,6t 0,1
C 12,5+ 0,3 13+1 0,00615+ 0,00003 2,60,1 0,32+ 0,01 2,50t 0,01
S 13,7£0,1 0,31+0,02 0,23+ 0,01 9,5+ 0,2 0,099t 0,008 1,106-0,02

'Desvios Standard (o:: 0.05; n = 3).

’Base seca.

WBC, capacidad de absorcion de agua.

B, tiempo necesario para absorber WBC/2.
k, constante de la cinética de hinchamiento.
n, exponente de hinchamiento.

Cuando los datos graficados en la Figura 2 se ajustaron condiémrela
propuesta en la ecuaai(2) se determinaron los gatictros cinéticos £ y n. Esta
ecuachn generalmente se aplica para determinar la potencia de hinchamiento de
hidrogeles; el exponenteexplica el mecanismo por el cual el agua difunde para
producir el hinchamiento de las muestras (Jabbari y Nozari, .26@03a
muestras en forma de discos planoss 0,5 para una difudsi de agua del tipo
Fickiana,n entre 0,5 y 1,0 representa una difusho-Fickiana o atmala. El

mecanismo de hinchamiento Fickiang=Q,5) indica que la relajai de las
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cadenas de los gdaleros absorbentes tiene poco efecto sobre la velocidad de
hinchamiento. La relaja@h de las cadenas contribuye a la velocidad de

hinchamiento cuando el valor dese aproxima a 1,0.

q (ml agua/g muestra seca)

0 50 100 150 200 250

tiempo (min)

Figura 2: Datos experimentales y curvas de ajuste de ficinde sorcion de agua de
la fibra obtenida de la calabacit@uurbita moschata Duchesne ex Poire®§: AIR; x
S, AC.

Ecuacéon usada: Q x ¢/ (B+f); donde Q = WBC o capacidadxima de absorcion de

agua; B: tiempo necesario para absorber WBC/2.

......
_______

g (mlagua /g mirm)

100 150 200 250
tiempo (min)

Figura 3: Datos experimentales y curvas de ajuste de &icirde sorcion de
agua de la fibra obtenida de la calabaditec{rbita moschata Duchesne ex Poiref:
AIR; x S; A C. Ecuacién usada: q = k t"; donde: k: constante; n: exponente de

hinchamiento
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Cuando un hidrogel seco entra en contacto con el agua, la misma difunde
dentro del hidrogel ¥ste se hincha. La difusi implica migracion de agua
dentro de espacios pre-existentes o formadaandéamente entre las cadenas
de hidrogeles. EI hinchamiento de los hidrogeles es el resultadmuhiento
y division de grandes segmentos, resultando en el incremento de la distanci
separa@in entre las cadenas de hidrogeles (Kargday col., 2002).
Consecuentemente, la existencia de un hinchamiento significativo
necesariamente involucra la existencia de puntos Hidmfa lo largo del
polimero (polisacaridos) de modo tal que una nméolila pequefia como el agua
pueda formar puentes hidyeno para ubicarse. La permanencia de lagdauak
de agua entre las cadenas de lognmobs seguida por la difusion y agregacion
de mis moléculas de agua produce mas hinchamiento de la matriz. Un mayor
grado de hinchamiento se puede alcanzar si la hidsatdeila matriz permite,
al mismo tiempo, la ioniza@ de cabezas polares a lo largo de las cadenas del
polimero. Asi, la repulsbn de grupos polares entre las cadenas de polimero
producit un hinchamiento adicional y, desde el punto de vista del flujo, un
incremento en la viscosidad (Da Silva y Rao, 1992). Unaidifusas rapida del
agua en la muestra necesita, al mismo tiempo, la exiateleciun adecuado
grado de porosidad en la misma, 0 searemactiva mayor. Cuando todos estos
requisitos se satisfacen adecuadamente, ocurre entoAsexbgorein de agua
acompdaada por mas y mas hinchamiento de la matriz.

En el presente trabajo, la constanteétiéa & de hinchamiento as
grande fue determinada para el AIR (20,8 ml/g°fif Tabla 6) como se puede
ver cuando se comparan las curvas de la Figura 3. Con laadlsel diferente
valor del exponente, la fraccon S mosté una constante £ mayor (9,5 ml/g
min®%®Y que la determinada para C (2,6 ml/g fen las mismas condiciones
experimentales. En la Figura 3 pueden verse las curvas correspgesda la
cinética de absorchn de las fracciones estudiadas. Se puede concluir que una
velocidad de absor@i de agua muy alta e hinchamiento elevado, caracterizaron
el producto AIR, mientras que estos gmatros tomaron menores valores para
los polisadridos extraidos de la pared celular de la cascara de la calabacita (C).
Simultineo a la disminudin del valor del exponentes, resulta un incremento del
valor dek. Las muestras de AIR y S mostraron muy bajos exponeni&8d-

0,1) y ambos fueron muy distintos de los valore8,5 y»=1,0. Analizando la
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ecuachn 2, un orden cero en la velocidad de hinchamiento indicaria que g=k, 0O
sea, independiente del tiempo. Las curvas obtenidas del hinchameAIR y

S son coherentes con un exponemteercano a cero (Fig.3), lo que eftar
indicando que estas matrices no representan uficolest la difusion del agua y
todas las métulas de agua que alcanzan estas muestras inmediatamente son
retenidas por los pmheros constitutivos de la fibra produciendo el hinchamiento
y saturachn instantaneos (valor de WBC) en la medida que encuentren puntos
sorbentes disponibles. De todos modos, WBC de la ia&ifue la mitad que
para la observada para la fraecAIR, mostrando unimero mas bajo de sitios
activos para la absotti de agua, acorde con su contenidaasrbajo de fibra (=
44%).

Analizando los datos para la difaside agua se observa que la matriz C
presenta valores de n de 0,373asneercanos a 0,5 y, consecuentemente, es
posible hablar acerca déun mecanismo” para la difusion de agua e
hinchamiento. La matriz C se convierte, entonces, en unardbgrega la
absorcbn de agua y el hinchamiento, como también se puede concluir a partir de
los resultados de SC, WHC y WBC. El clsto que constituye la matriz C a la
difusion de agua tambin podria coincidir con una mejor retedai de agua
después de lograda la saturaén de las cadenas poliméricas de la matriz de la
fibra. Los polisagridos de las paredes celulares exidas de la cascara de la
calabacita no absorbieron agua ingtaeitmente. Esto puede deberse a: 1) ellos
son de naturaleza menos hidlioh o 2) las cadenas de finéros, aunque
hidrofilicas, son menos Gviles y entonces se restringe el hinchamiento.

La absorcin instantanea de agua liquida por materiales higraggicos en
polvo en el aparato de Baumann sigue un mecanismo dedswagilar de
liquido con el correspondiente hinchamiento (Chen y col., 1984). Tan pronto
como la muestra se coloca en el filtro de fibra de vidslwres el contenedor de
agua, el agua comienza a penetrar en las estructuras capiéatla muestra
debido a la preéh de “succion” y como resultado de la tetsisuperficial del
sistema. Aunque la distribuei global de las estructuras capilares para los
cuerpos porosos se puede evaluar utilizando un jpaews de mercurio, COMO
la mayor parte de las estructuras alimenticias colapsanldsajtas presiones
necesarias para realizar este ensayo, la verdaderabudisiii capilar es

imposible de evaluar para estos materiales. Un indicadaotad el volumen
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espeffico (cm3/g) se poda utilizar como una aproximaii a la estimacin de

las diferentes estructuras capilaresdricamente, el sistema mas poroso, 0 sea,
el de mayor volumen esgéico, es el que debfr tomar mayor cantidad de
agua, asumiendo que las composiciondsmigas permanecieran iguales. Como

se puede ver en la Tabla 6, la fr@adl present6 mayor volumen espéico que

S. Si bien C fue #s poroso que S vy, por lo tanto, se g@odgperar una mas
rapida difusion de agua, C mostré la mas baja constantet para el hinchamiento
(Fig.3, Tabla 6), @n cuando el valor de equilibrio (WBC) alcanzado fue el
mismo que para S. De esta manera, la difuso fue un limitante para el agua
en la matriz C peroida caractestica de los poimeros presentes en la fracei

C. La fraccon S absorld agua y se hincld mas rapidamente que C porque sus
polimeros son mas hidrofilicos. S mosté el mismo valor de saturacion (WBC)
gue C probablemente, debido, en parte, al colapso ocurrido durante ladgbtenc
y deshidratadin en estufa de S, como lo indiéasu menor volumen especifico.
Probablemente, el contenido de glucosa libre de S y de otros fdlisac
solubles, contribuy al colapso de la matriz durante la deshidrataai 50°C
durante 4 horas (Gerschenson y col., 1981).

De acuerdo a Chen y col. (1984), las fibras de fruta, quernianiaas
pectina, mostraban un valoragnalto de WBC que las fibras de cereales y
legumbres. La frac6h S mostdé la mitad del contenido de fibra de las
fracciones AIR y C y mosirla mitad del valor de WBC del AIR (Tabla 2). A
pesar de que el contenido de fibra total de C &sato que el de S, ello no
compené la menor naturaleza hiditita de C. Probablemente, el contenido
significantemente mayor de pectinas encontrado en la fibradet@lIR fue el
responsable de los valoresisraltos en SC, WHC, WBC, WRC y ¢itica de
absorcbn de agua que mostré este producto. Aunque AIR y C mostraron los
mismos porcentajes de celulosa y aédos urénicos (galactumicos) en la
composichn de sus fibras, el primero presentd una cantidad mayor de hidratos
de carbono totales no cedsicos (62% p/p) y, entonces, mayor contenido de
pectina que C. De los datos observados en la Tabla 3 cdmam&sén el
contenido déicido galacturonico de la Tabla 2, se pudo calcular que la relacion
de acido galacturénico/ramnosa tomaba valores de 3 para AIR y 6 para C,
mostrando una mayor reléai de ramnogalacturonano l/homogalacturonano

para el AIR. Se puede concluir que el ramnogalacturonano | espantamte
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componente de la pectina de AIR y que sus ramificaciones, toatesti por
galactosa y arabinosa, pédr ser la causa de las excelentes propiedades de
hidratacén observadas para AIR.

Ademas, la fraccion C presentd un contenido significativo de lignina (6%
p/p del total del contenido de fibra). La lignina reemplaza al agua red
tridimensional polindrica que constituye la pared celular, afectando al gel
hidratado hidrafico de la pared y creando un entorno hidbido (Brett y
Waldron, 1996). Este fémeno incrementa la fuerza de los puentes dgeno
entre los polisatzidos lo que, a su vez, incrementa la fuerza de la red de
celulosa-hemicelulosa. En otras palabras, la presencigrdeal promueve las
interacciones entre los poligaclos de la pared celular debido a la pérdida del
efecto plastificante del agua dentro del gel (hidikaf) matriz de la pared
celular. La lignina crea una pared celulaismigida e impermeable. Es as$ que,
luego del tratamiento con etanol para la obtende la fraccion C, la lignina
persiste alrededor de las microfibrillas de celulosa vy, Ipdianto, entre las
partculas de fibra luego del secado y la molienda, promoviendo un entorno&s
rigido e hidrofébico. Es importante destacar que, la fr@adC mostr6 un menor
grado de presencia de cadenas laterales (zonas ramificadas} @dinero
pécticos ya que la relacion molar entre amcares neutro&éido urénico
(galactubnico) fue de =~ 3,8 a 1, mientras que esta relacion para el AIR fue de =
6,12/1,0, como se pudo calcular a partir de la comgmsigiimica reportada en
la Tabla 2. Probablemente la presencia de lignina y/o la nmeeencia de
ramificaciones en sus pectinas determinaron los valofie$ajos no solo para
la absorain de agua sino también para la capacidad de hinchamiento de la
fraccion C.

La fibra dietaria incluye todos los poligaiclos y la lignina en la dieta
gue no son digeridas por las secrecionesgmes del tracto digestivo del ser
humano (o hésped), incluyendo aquellos polisacaridos presentes en algunos
aditivos alimentarios, por ej. gomas y agentes espesardb®r{&an, 1991).
Los componentes de la fibra soluble, que incluyen a los palidas pcticos,
deben, a trad de sus propiedades de aumento de viscosidad y formacion de gel,
demorar el vaciamientoagirico y posiblemente reducir las velocidades de
absorcbn en el intestino delgado, una caracteristica que es particularmente

importante para la diabetes (Brett y Waldron, 1996). Se rexidogque algunos
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de los polisafridos pécticos de pared celular que se solubilizan durante la
coccbn y procesamiento de frutas y vegetales deben tener significancia
fisiologica en la digestion posterior. EI RG | solubilizado en el intestino puede
operar como un polisaddo péctico “antitumoral”. Las frutas que son ricas en
paredes celulares primarias las cuales tienen bajo cdotelei lignina sén
altamente degradadas 90%) por las bacterias del colon. Esto se debe a la
difusion de los componentes solubles de la fibra facilmente fermentables, fuera

de los residuos de las paredes celulares. Esto facilienktrpobn de la matriz

de la fibra por las bacterias del colon, que pueden entonceaddedas
microfibrillas de celulosa no-lignificadas. Por consiguierdkest fibras dietarias
estimulan el crecimiento y la proliferéaide la flora bacteriana y permiten un
moderado incremento en la masa fecal. En contraste, larifibran élulas de
tipo lignificadas seim menos fermentables. De acuerdo con Hartley (1978%l®
alrededor del 35% de la fibra dietaria del salvado de triglegenda debido a su
baja solubilidad y alto grado de lignificani La fibra de salvado parcialmente
degradada tiene una gran WHC: el complejo de fibra-bacteresogiado al
agua contribuyen a una gran masa fecal, que es aproximadandoieajue el

de la fibra vegetal. Las estructuras tubulares lignificadtienen fase acuosa
solo a trawés de capilaridad.

Las fracciones de AIR, S y C obtenidas en el presente drploajian
entonces tener importantes efectos fégitalos. Todos estos materiales de fibras
extrados de los residuos de la calabacita mostraron WHCs y WRCs
generalmente as altos que los reportados por Raghavendra y col. (2004) para
una serie de productos de fibra, incluyendo fibras de manzamaicpsc El
comportamiento de la fradei de AIR en relacion a la absorcion de agua e
hinchamiento (SC) es especialmente considerable. 8€try WRC cuatro
veces ms altas como @agambién WHC cinco veces mas alta que las fibras
dietarias de manzana ytiicos reportadas. Ademas, S y C tambin mostraron
valores de WRC y WHC #s altos que aquellos de los productos antes
mencionados. Estas carafiicas sugieren que estas fibras teral interesantes

efectos fisiobgicos.
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llI-3-3-Propiedades hipoglucémicas

Muchos investigadores han estudiado las propiedades hipogtas de
la fibra dietariain vivo con animales (Oguido y col.,, 1998) y en paciente
diakiticos (Biolley y col., 1998). Taméi, se desarrollaron ensayos in vitro (Ou
y col., 2001). Se ha encontrado que la fibra dietaria tiengo&cichad de unirse a
diferentes sustancias como sales biliares y glucosa g tierplicaciones en
el metabolismo del colesterol y en el control de la diabetspectivamente. En
este sentido, se deternita capacidad de absasgide glucosa (GAC) para las
fracciones de AIR y de C del presente trabajo utilizando soleside diferentes
concentraciones de glucosa. Los datos obtenidos se encuentramtapoessen
la Figura 4. No se utiliz la fraccbn S debido a su importante contenido de
glucosa (Tabla 1) que pddrinterferir en este ensayo. Se detectaron valores
significativos en la GAC para concentraciones 50mM de gludesaGAC
aumend con la concentraén de glucosa (en el rango 5-300 mM) en forma
cuaditica para ambas fracciones de fibra:

AIR: GAC [umol/g] = 0,018 X + 4,4 x
C: GAC hmol/g] = 0,009 £ + 1,8 x

Donde x es la concentr&ai de glucosa en mM. Asi, se debe esperar
mayor retendin de glucosa por parte de las matrices de fibra cuando la
concentracin de glucosa aumenta en la luz intestinal debido a la ingesta. Se
observy que el AIR mosti mejores valores de GACs que C. Los valores de
GAC determinados a concentraciones de glucosa de 100mM para AR ({660
umol/g; SD para n=3) y para C (34® umol/g; SD para n=3) estuvieron en el
mismo orden que aquellos reportados por Ou y col. (2001) para las geanas g
(538,4 umol/g) y xantica (431 umol/g) y para carboximetil celulosa (418,3
pmol/g), a$ como para las fracciones de fibra obtenidas del salvado de trigo
(555 y 454umol/g).

La gran afinidad de la fibra de la calabacitéudurbita moschata
Duchesne ex Poiret) por las réallas de agua actuafa como un obgtulo para

una mayor retenén de glucosa. Las moléculas de B-D-glucosa adoptan una
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conformachn silla termodinamicamente favorecida cuando se encuentran
solvatadas con agua (Kabayama y Patterson, 1958). Al mismpotiezsta
conformacdn de la glucosa favorece la permanencia de las ndolilas de agua
cerca de cada malla de glucosa, como lo indican las propiedades
termodirimicas de solvatacion, consideindose a este soluto entonces un
“formador” de la estructura del agua como solvente (Suggett, 1975). Por lo
tanto, la retenéin de moléculas de B-D-glucosa por los polisaddos que
constituyen las fracciones de fibra de la calabacita delmdugrar la unin o
atrapamiento termodimicamente favorecido de moléculas de D-glucosa
hidratadas por parte de los grupos hitlieds de los polisadridos. De todos
modos estos grupos han mostrado ser particularmente ihitdofy deben
entonces preferir la hidratéai de sus estructuras por las fealas de agua.
Mas din, la retengin de moléculas de D-glucosa osmticamente activas por los
productos de fibra derivados de la calabacita puede en realibadselea la

retencon primaria de agua por dichas matrices.

3500
3000 + AIR
2500 +
2000 +
1500 +
1000 +

500 +

GAC (:zmol/g)

0 50 100 150 200 250 300 350

Concentracion de Glucosa (mM)

Figura 4: Propiedades hipoglémicas de las fracciones de fibra. GAC: capacidad de absajai
de glucosa.
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IlI-4-Conclusiones

Los productos enriquecidos con fibra obtenidos a partir de la cakbacit
(Cucurbita moschata Duchesne ex Poiret) mostraron importantes propiedades de
hidratacén, habéndose observado que toda el agua que hidratéo a AIR, S 0 C se
absorbd fuertemente por las matrices de la fibra y, por lo tanto, no itendr
ningun efecto sobre el peso de las deposiciones. Las propiedades de hidratacion
fueron dependientes de la compasicguimica. La presencia de RG | y otras
pectinas con cadenas laterales deterrfsimala mayor absorcion de agua e
hinchamiento del AIR, mientras que la presencia de ligninarrdaasta la
impermeabilizacin y rigidizacion de las particulas de fibra con la consiguiente
disminucbn de los parametros de hidratacion observados para C.

Las fracciones AIR y C ensayadas mostraron valores adiesymara la
retencén de glucosa, los cuales estuvieron en concordancia con otros valores
informados en bibliogréd para fibras de otros tejidos vegetales. Probablemente
la gran afinidad de la fibra de la calabacita por lagembis de agua actiia como
un obsiculo para una atin mayor retencion de glucosa.

El interesante comportamiento mostrado por las fracciones de fibra
aisladas de la calabacita en redaca la retencion de agua y de glucosa es
prometedor en vista de su apligacicomo ingrediente alimentario. El
aislamiento de fibra con estas caraistiis funcionales es un camino viable y
con potencialidad ecomica de agregar valor a los residuos de la

industrializacon de calabacita.
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CAPITULO 1V

FIBRA DE CALABACITA

COMO ADITIVO ALIMENTARIO
EN LA INDUSTRIA

DE PANIFICADOS
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IV- 1- Introduccion

Hoy en da existe una creciente demanda por una nueva geter&ci
productos alimenticios s saludables que, al mismo tiempo, tengan excelentes
cualidades sensoriales. La fibra dietaria es un ingredienténc: importante de
esta nueva generaaide productos alimenticios (Gémez y col., 2003).

Por otro lado, los #odos modernos de procesamiento de alimentos
frecuentemente reducen el contenido de fibra dietaria. Laahde trigo blanca,
por ejemplo, tiene menos fibra que la harina que proviene deb gntero de
trigo (Obre@n, 2002). El agregado de fibras a los alimentos es una alternativa
para compensar la deficiencia existente en la dieta. &phkertlos profsitos
nutricionales, la fibra se puede utilizar con otros @sps tecnologicos. Los
residuos del procesamiento de los vegetales generalmenteneant@ntidades
considerables de compuestos potencialmente interesantes.s&tolle de
ingredientes multifuncionales a partir de residuos vegetalas gplicadin a
diferentes productos alimenticios es un desedi este sentido (Laufenberg y
col.,, 2003). Asimismo, es de destacar que el uso de los residuts de
industrializachn de vegetales agregamalor a la materia prima y reducira los
residuos generados.

Muchos investigadores han buscado aumentar el contenido de fibras en
productos panificados. Witting de Penna y colaboradores (1998) wiilifibra
de lupino en‘muffins”. Salvado de trigo, de ¥ de avena y de soja fueron
utilizados por Jeltema y Zabic (1979) en bizcochuelos. Siete tiferemtes de
celulosa, cuatro tipos de salvado de trigo, y dosadeai@ de avena fueron
estudiadas durante el amasado por Pomeranz y colaboradores (1977). Otros
trabajos tienen como principal objetivo aprovechar las fibrdssdeesiduos de
procesamiento industrial de las frutas, utilizando #&cata de manzana
remanente luego de la extraacidel jugo, en recetas de panificacion (Protzek y
col., 1998). Tamign panes conteniendo polvo de celulosa de las semillas de
algodbn (Forand, 1990), vegetales en polvo (Ree, 2004)¢ gdar calabaza
(Pashchenko y col.,, 2002), etc, se pueden encontrar entre algunios de
recientes desarrollos al respecto; mostrando el gran esfueslimado por

investigadores y empresas, en este campo.
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La fibra dietaria incrementa el valor nutricional del pan pero
generalmente, al mismo tiempo, altera las propiedade&iesl de la masa vy,
finalmente, la calidad y propiedades sensoriales del pan. Sepestado
(Gomez y col., 2003) que altos porcentajes de diferentes tipos de fibraialieta
en panificagin han producido importantes detrimentos en la manipulacion de la
masa y en la calidad del pan, a menos que se agreguen algunas.aHi
principal problema del agregado de fibra dietaria en panaeketa reduccion
importante en el volumen de la pieza y la diferente textura depdogs
obtenidos (@mez y col., 2003). Los resultados reportados son dependientes del
tipo de fibra utilizada. Gmez y colaboradores (2003) estudiaron el efecto de la
adicion de celulosa, y fibras de cacao, café, arvejas, naranja y trigo, hasta un 5%
en base al peso de la harina, y encontraron que las fibreascde y de céf
dieron los panes de peor calidad sensorial, mientras qustelde las fibras
ensayadas dieron panes de una aceptabilidad bastante buena. Atfiivas a
como gluten o agentes oxidantes y emulsificantes, deben agregasse par
contrarrestar el efecto indeseable del agregado de fibra lasbraractdsticas
de manipuleo de la masa y la redaaaiel volumen del pan, cuando la adién
alcanza el 5% (Gmez et col, 2003). Ptitchkina y colaboradores (1998)
obtuvieron un gran mejoramiento del volumen de las piezas y de lakitdatl
organoéptica del pan de trigo cuando se utilizaron pequefos agregados de polvo
de zapallo. Otros investigadores estudiaron las propiedades destéa dma
diferentes sistemas harina de trigo-hidrocoloides, y hallaroraquenha A#ntica
y las pectinas incrementaban la estabilidad al horneadagRogol., 1999).
Goesaert y colaboradores (2005) resumieron la funcionalidad de los
arabinoxilanos en panificagi como el resultado de dos acciones que provienen
de diferentes fracciones: una efita en agua (WE-AX) y la otra constitida
por arabinoxilanos insolubles en agua (WU-AX).

En el Capitulo Ill, propusimos diferentegtotos para obtener productos
enriquecidos en fibra a partir de los residuos de la calabaCiteurbita
moschata Duchesne ex Poiret). Se anélila composicion y las propiedades
funcionales, en cada caso. La comp@sicquimica reveld un importante
contenido de pectinas, mientras que las propiedades de absieragua fueron
altas, augurando un buen comportamiento de estos productos como ingsedient

multifuncionales en el desarrollo de alimentos.
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El objetivo del presente caplo fue estudiar el comportamiento de las
fibras extradas de la calabacita en las masas, en los procesos de panificacion y
en la calidad del pan. De este modo, se&leabo primero, una caracterizaci
reologica de las masas con las distintas fracciones incorporadas a la harina, a
través de estudios con faritgrafo, alveografo y zimotaqugrafo. Luego de esto,
tambén se evaluo el comportamiento durante la panificaciy durante el

envejecimiento del pan fabricado con dichas masas.
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IV-2-Materiales y Métodos
IV-2-1-Materiales

La diferentes fracciones de fibra de calabacita se prepamo se

describb en forma completa en el Capitulo III y se resume en el Esquema 1.

Esquema 1. Obtencién de las fracciones de fibra a partir de la calabacita

Pulpa
Escurrida

Cdscara
Escurrida

Extraccion Secado Extraccion
con alcohol 0 con alcohol

En los ensayos de caracterizacisi como en el proceso de panificacion
se utilizp harina de trigo (Molino Central Nof8, Buenos Aires, Argentina),
con un contenido de cenizas de 0,65%, de acuerdo a la déslakdgiroveedor
y contenido de humedad de 13,3% determinada de acuerdécaita AOAC
925.10 (AOAC, 1995).
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Cuando fue necesario, se utilizevadura prensada (Saccharomyces
cerevisiae, CALSA™, Buenos Aires, Argentina).

Se utiliz) ademas, NaCl y propionato de sodio (Sapdittj Buenos Aires,
Argentina) en el proceso de panificagiambos de grado alimenticio.

Cada determinaén se llevo a cabo con harina proveniente de la misma
bolsa de 50 kg, previamente homogenizada y lo mismo puede decitae de
levadura prensada utilizada.

Los ensayos reégicos de la masa, se realizaron con harina adicionada
con 5 g/lkg de cada fradei y los resultados se compararon con aquellos
obtenidos sin agregados (control). En los ensayos de parificacia brmula
de pan base, sin agregado de fibra (control) y otras con, 5, 16 delsacain
de fibra por kg de harina, se prepaon cada tipo de fraccion de fibra estudiada
(S, AIR0 C).

IV-2-2-Métodos

I\VV-2-2-1-Caracteristicas reoldgicas de la masa

Se realip un ensayo farinodfico utilizando un Faridgrafo (Brabender
Modelo 8101, Duisberg, Alemania) y siguiendo la norma ISO 5530-1:1991. La
masa de harina a utilizar se cafcabnsiderando que se usan 300 g cuando su
contenido de humedad es de 14 g /100g y usando la siguientebacuaci

Masa de harina de (149/100g) = (100-14)/(100-M) x peso de harina

Donde M es el contenido de humedad de la harina (g/100g).

La harina se coldcen la amasadora y se agregaron 1,5 g de fraccion de
fibra. Los ingredientes secos se mezclaron durante 30 segundodeaatgsgar
el agua. Luego, se agregl agua de la bureta graduada hasta que la curva
alcan® las 500 unidades Farinograficas (FU). Una descripcion detallada de los
siguientes pasos se puede encontrar en 1SO 5530-1, 1991 o en Zatlul y ¢
2004.

El ensayo alveogfico, se realis usando un ald@rafo MA 95 (Tripette
et Renaud, France) siguiendo elétodo Standard (ISO 5530-4:1991).

Doscientos cincuenta gramos de harina y 1,25 gramos dedéfrage fibra
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fueron colocados en la amasadora del @tdo. Los ingredientes secos se
mezclaron durante 30 segundos y entonces, 133,9 ml dedsohsabsa de
NaCl (: 0,349 mol/kg) fueron agregados de la bureta. Una desurigeillada
de los siguientes pasos se puede encontrar en ISO 5530-4 (1991).

La reoloda de la masa durante la fermentacion se determia usando un
zimotaqugrafo (Tripette et Renaud, France), siguiendo las especificaciones del
proveedor. Doscientos cincuenta gramos de harina, 1,25 gramos aénfrzc
fibra, 5 g de NaCl y 5 g de levadura prensada se mezclaanagmasadora de
un farinbgrafo durante 8 minutos y se agregdé agua de la bureta hasta alcanzar
una consistencia de masa de 500 FU. Luego se tegistis la produccion como
ad también la retencion de gas durante la fermentacion a 27°C.

Todas las determinaciones r&gtas se hicieron, por lo menos, por

duplicado y se informan los valores promedio.

IV-2-2-2-Panificacion y calidad del pan elaborado

La fibra se ensayen una receta de pan, en la escuela de panaderia de la
empresa Taxonera S.A., quienes generosamente prestaron equipamient
materiales y la ayuda de panaderos entrenados en el procesufidagia. Se
usd una recetadsica de pan: 1000g de harina (13,3% de humedad), agua hasta
alcanzar el mismo tiempo de desarrollo de la masa (8atdh) para todos los
sistemas estudiados, 40 g de levadura prensada, 20 g deXglge3propionato
de sodio. Se amasaron larhula kisica (control) y la férmula con 5, 10 y 15
gramos de cada fracai de fibra de calabacita durante 2 min a velocidad lenta y
6 minutos a alta velocidad en una amasadora espiral (IndypBRosario,
Argentina). En todos los casos, la fibra fue hidratada previancent 100 ml de
agua a 3@ durante 15 minutos y entonces incorporada a la amasadora con los
ingredientes secos: harina, NaCl y propionato de sodio. Finalnserdgred la
levadura y el resto del agua.

Despus del amasado, la masa se dividen piezas de 350 g, se armaron
bollos que se dejaron descansar durante 1 hordCa(22mera fermentacion).
Luego se estiraron los bollos, se desgasificaron y armarorpdoss, se
colocaron en moldes y se dejaron fermentar. Scanlon y Zghal, 200farepor

gue en un proceso de panificacireal, el panadero golpea la masa para
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optimizar la estructura de la miga en la pieza final.|®danto, se lleva a cabo

un punzado, laminado y moldeado de la masa para redistribuir loesagent
levado y las élulas de gas y, de este modo, mejorar el aspecto de la miga; esto
es lo que se denomina desgasificado. Se hornearon las piezashennan
rotativo con convec6h de aire durante 30 minutos a 200°C. Luego del
horneado, los panes se enfriaron durante dos horas a una tempukatkdeC.

El procedimiento de panifica@i se realizd por duplicado y el pan
control, sin agregado de fibra, se préparda vez que se amasaron y hornearon
los panes.

Se determié el contenido de humedad de los diferentes panes en una
camara de conveccion a 110°C durante una hora.

El rendimiento de pan se cal6utvaluando, por cada kilogramo de

harina utilizada, el peso del pan obtenido désgelidescontar la fibra agregada.

Evaluacion de la calidad del pan

Una vez enfriados los panes se deteéminpeso y el volumen por la
técnica de desplazamiento de semillas (Ptitchkina et col., 1998). Se calcud el
volumen espée€ico a partir de estos datos. Luego de esto, los panes fueron
cortados en rebanadas de 25 mm de espesor y envasados en bhgiisas pl
(polietileno de baja densidad) para simular una panitisaéhdustrial y
almacenada a temperatura ambiente @8°C. Se llevaron a cabo las siguientes
mediciones:

o Firmeza de la miga

Veinticuatro horas #s tarde, se registraron curvas de Fuerza-
deformacbn de acuerdo al método AACC 74.09 (Ponte & Ovadia, 1996). Los
ensayos de compresi se realizaron con una prensa Universal Instron modelo
1011 (Instron Corp, Canton, MA, USA), con una punta de mediti platos
paralelos de 30 mm deadietro. La velocidad del cabezal durante el ensayo fue
de 100 mm/min. Para cada compasicise midieron, cuatro rebanadas
diferentes, provenientes de distintos panes. La firmeza debasadasH) se
calcub como la relacion entre la fuerza y la deformaén al 25% de compresion
de la miga (Ponte y Ovadia, 1996).

Las curvas de Fuerza-deformactambién fueron registradas a lo largo

del almacenamiento a temperatura ambient@3(C), para los intervalos de
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tiempo de 2, 3, 5, 6, 8 y 9ab posteriores al horneado, a fin de establecer la
cinética de envejecimiento en los panes control y en aquellos suplementados con
fibra. Se ué la ecuacion de Avrami (Ponte y Ovadia, 1996; Willhoft, 1971) para

ajustar los datos experimentales en cada caso, y sethetein los paimetros.

o Color de la miga y de la corteza
El color se determinutilizando un espectrofamnetro Minolta CM-508d

(Minolta, Japn) como describieron &@nez y col. (2003). Los valores
triestmulo fueron calculados automiticamente a partir del espectro mediante un
programa de computaei. Los resultados se expresaron en el espacio de color
CIE L*a*b*y fueron obtenidos usando un iluminante standard D65 y un
observador standard dé @IE, 1931). Todas las determinaciones de color se
hicieron 2x3x5 veces ya que el color de la corteza y de la migdn&gpieado en
dos puntos diferentes de 3 rebanadas diferentes de pan y cada pureditice m

cinco veces.

o Andlisis Térmico

Se analizaron el pan control y el pan con 10 g de la éia€tpor kg de
harina.

Las muestras fueron tomadas del centro de una rebanada degadé
7 dias de envejecimiento. Muestras de =~ 10 mg se pesaron en capsulas de
aluminio de 4Qul y se agre@ agua destilada con una micropipeta para obtener
una relagin de agua:miga de 3:1. La cantidad de agua agregada fue en exceso
para permitir la completa gelatinizaaidel almidon retrogradado durante la
posterior corridaérmica (Haros y col., 2002). El agua se agteges horas antes
de realizar el ensayérinico.

Las mediciones se realizaron con un daletro diferencial de barrido
(DSC) 822 Mettler Toledo (Schwerzenbach, Switzerland). El sistema fu
calibrado, previo al aisis, con indio (156,8"), plomo (327,5°C) y zinc
(419,6C). Las muestras fueron calentadas de 0°C a 120C a una velocidad de
calentamiento de 2Q/min.

La temperatura y la entadfpcorrespondientes a la gelatinizaéh del
almidon cristalizado durante el envejecimiento fue evaluado a pdetilos
termogramas usando el programa Mettler Sl contenido exacto de materia

seca se determbrnpara cada capsula individual después de la corrida de DSC,
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pinchando la dpsula y secandola a 105°C durante 16 horas. La entalpia fue

expresada en J/g de muestra.

o Andlisis de la imagen digitalizada

Se analizaron el pan control y el pan con 10 g de fracCipor cada kg
de harina. Lasétulas de la miga (alveolos) se analizaron adquiriendo primero la
imagen de una rebanada de pan mediante un scanner Cannon MoaScaba
N640P ex (New Cork, USA), y luego midiendo sisas y contindolas como
partculas u objetos en una imagen binaria o mejorada usando el programa Scion
Image (Release Beta-3b, Scion Corporation 1998, Maryland, USA)eqisib
el area total, area total de las particulas y nimero total de paitulas. Las
determinaciones se realizaron en tres rebanadas de difepames de cada

composichn.

IV-2-3-Analisis estadistico

Los resultados se informan sobre la base de sus promediosiysdesv
estindar (a: 0,05).

Las diferencias significativas entre tratamientos fuerderoignadas a
través de un ANOVA (a: 0,05) seguido por comparacionesltiples realizadas
con un test de diferencias significativas de Tukey. EI ANCA#Acomo las
regresiones no lineales y correlaciones fueron realizadas usamufograma
Statgraphic (V. 3.0, 1994, Rockville, Md, USA).

- 164-



IV-3-Resultados y Discusién

IV-3-1-Caracteristicas reoldgicas de la masa

Se estudi el efecto de los productos enriquecidos en fibra (AIR, Cy S)
obtenidos a partir de la calabacit@udurbita moschata Duchesne ex Poiret)
sobre el comportamiento viscasico de una masa desarrollada con 5 g de cada
fibra aislada por kg de harina de trigo.

La harina de trigo es el ingrediente mayoritario del pastiycenstituida,
principalmente, por almih (=70-75% p/p), agua~(14% p/p) y proténas (= 10-
12% pl/p). Aderas, los polisacaridos no almidonosos (= 2-3% p/p),
particularmente arabinoxilanos (pentosanos) ipidés (= 2% p/p) son
importantes constituyentes minoritarios de la harina relevargasm la
produccén y calidad del pan (Goesaert y col., 2005).

Las caractdsticas reologicas de las masas preparadas con la harina de
trigo control y con las mezclas de harina con AIR, C o S fueromntietadas

mediante un faribgrafo Brabender, un alvégrafo y un zimotaquigrafo.

VI-3-1-1-Farinégrafo Brabender

Este ensayo eva las propiedades reologicas de la masa durante su
formacin, a una consistencia constante de 500 FU.

El farinbgrafo es un instrumento de mediai fisico y dinamico de la
masa que realiza la mediai del torque. La resistencia ofrecida por la masa
durante el amasado prolongado y suave a una temperatura constante, se
transmite a un dinaémetro, a un sistema de palanca, a un sistema de escalay a
un mecanismo de registroafico (quimografo), (Zaidul et al., 2004). Una
unidad farinogifica (FU) corresponde a un torque de 10 kgf.m (ISO 5530-1,
1991).

Las curvas y los valores de los foaeétros obtenidos para el control y
para la harina de trigo adicionada con AIR, C 0 S se muestrenFegura 1 y

la Tabla 1, respectivamente.
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Figura 1: Comportamiento reolégico de las masas de harina de trigo ensayadas a
través del farindgrafo de Brabender: masa control, y masas con el agregado de 5 g/kg de AIR-,
S- y C-. El eje de las Y corresponde a la consistencia de la masa medida en unidades
Farinograficas (UF), mientras que el eje de las X indica tiempo en minutos (cada division mayor
= 1min).

Parametros:

a. Tiempo de Arribo (min)

b. Tiempo de desarrollo o “pico” (min)
c. Tiempo de partida (min)

d. Tiempo de estabilidad (min)

e. Indice de tolerancia al amasado (UF)
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Tabla 1. Caracteisticas de desarrollo de la masa determinadas &stdaV farinografo de

Brabender.
Control 5g/kg C 5 g/kg AIR 54g/kg S
Absorcion de Agua™®
(ml/100g harina) 59,0+ 0,3" 59,0 + 0,32 60,4 +0,3° 58,3 + 0,3
. . 1,2
z—rlr?inm)po de Arribo 1,4£0.2" 15+02" 15£0.2" 1,1+0.2"
. . 1'2
(Tr'Tf’inm)pO Pico 2.0 +0,3% 8+ 1 2.5 +0,4° 75+ 19
Tiempo de partida™? 11+2° 13+2° 11+2° 13+2°
(min)
Tiempo de12
?rf]tif]‘;’"'dad 10+ 2" 1242 10£2' 112
Indice de .
:n?:]ezﬁﬂg'a alz 60 + 10° 80 + 209 60 + 10° 80 + 209

'Letras iguales, dentro de la misma fila, muestran valores no significativamente diferentes entre sistemas
de distintas fracciones de fibra agregada (p>0,05).

2se presentan promedios y desvios estandar (n=3).

*P<0,01

2 MTI.

A continuacén se resefian los parametros evaluados y los resultados

obtenidos.

Absorcion de Agua.
Es la cantidad de agua, expresada en ml/ 100 g de harina con un

contenido de humedad del 14 g/ 100 g, necesaria para centrarvéa del
farinograma en lailea de 500 FU (ISO 5530-1, 1991). La absorén de agua
para alcanzar el desarrollo de la masa en eld@atifo es el agua necesaria para
conseguir un cierto grado de hidratacidel gluten 0 un cierto grado de
desarrollo de gluten bajo cizalla y este ensayo ayuda aaeVatupropiedades
panificables de una harina a consistencia constante. Se sales cqaditivos
pueden afectar el desarrollo del gluten que una harina de trigo ploadear
bajo esfuerzo de corte.

El agua absorbida por la harina de trigo y por la harina suplemeraada
fibora fue similar para todos los tratamientos, a exéapale aquella
suplementada con AIR, la que presamia leve pero significativamente mayor

cantidad de agua absorbida. El agua agregada en la amasad@ranalehtfo
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fue, en parte, absorbida por losargrios de almidon de la harina, pero el
continuo incremento en la consistencia (medida como FU) que atoriap
enerda de cizalla entregada durante el agregado del agua mientras se amasa, est
indicando directamente que el aguaiesendo usada para la hidratacidel
gluten, responsablste del desarrollo de la masa.

La capacidad de absabaide agua (WBC) de los granulos de almidon,
que esin presentes en una gran proporcion en la harina, se ha postulado que
tiene un gran efecto en la reolode las masas (Zaidul y col., 2004). Berton y
col. (2002) determinaron las capacidades de hidtatadeidiferentes harinas de
trigo usando tres étodos diferentes basados en la centrifugacion y en la succion
capilar y concluyeron que el contenido de atmidafiado era el factor principal
de la variadin de la capacidad de absorcion de una harina, seguido por los
contenidos de proiea y de pentosanos. Bombara y col. (1997) determinaron
una WBC de 1,04 ml de agua/g de harina seca para una haringoddet
mismo origen que la utilizada en nuestro trabajo, usand@tetoncapilar de
Baumann. En el cdflo antertior determinamos, a tré&v del mismo método,
una WBC de 25,5 ml de agua/g de muestra seca y una @hsakiiinstantinea
de agua (0,1 min, 6s) para el AIR. La fr&aciS absorbd agua también
rapidamente (0,31min, 19 s) pero most el mismo valor bajo de WBC que la
fraccion C (13,7 ml y 12,5 ml de agua/g de muestra seca, respectivamente). La
fraccion C mostré la absorcion de agua mas lenta mediante el é&odo capilar (13
min, 780 s). Las altas WBCs que caracterizaron las tmaeside fibra de la
calabacita esh ligadas a muy altas capacidades de hinchamiento mostradas
durante la absorén del agua (41,8; 22 y 25 ml/lg para AIR, C y P,
respectivamente).

De los resultados obtenidos se puede concluir que la incorfpodadias
distintas fracciones de fibra de calabacita al 0,58l AIR afect el agua
requerida para alcanzar las 500 FU ya que la aldaaieiagua de la harina o de
la harina nas la fibra fue muy similar en todos los casos mientras que en AIR
fue levemente mayor (Tabla 1). Esta tendencia sdgadbuir al hecho de que
el agua absorbida por el gluten y el alénidio fue afectada por la presencia de
fibra o al hecho de que la fibra contribuye a la consistencla desa de 500
FU debido a su efecto viscosante, compensando el menor desarralateel

por una menor disponibilidad de agua ocasionada por la albsdecagua por
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parte de la fibra. Wang y col. (2004) determinaron que no logra feenemasa
con contenidos de agua por debajo de 35¢g por cada 100g de masa (0B&qg /
de harina) y que las masas son excesivamente fluidascifeditle manipular
cuando los contenidos de aguaaesior encima de 46 g/100 g de masa (u 80
g/100 g de harina). Ram-Gutiérrez y col. (2003) establecieron que la
humectabilidad de la harina de trigo es el resultado de dafilmuciones
relativas de sus componentes (gluten, abmidpentosanos solubles e
insolubles). Ellos determinaron que la absercie agua fue la mis rapida para

el almidbn de trigo sin daéiar y mas baja para la harina de trigo midiendo el
angulo de contacto de una gota de agua depositada sobre cada polvo compactado
ensayado. Sin embargo, ellos encontraron las velocidades mas lde
absorcbn de agua como asi también una pobre humectabilidad superficial (por

el mayorangulo de contacto inicial mostrado) para el gluten, lo cual es coherente
con la presencia de regiones hidtaéas en sus macrométulas. Al mismo
tiempo, los pentosanos insolubles y solubles mostraron resultadtsesnal
gluten respecto a las velocidades de ab&orde agua pero sus angulos de
contacto iniciales correspofad a aquellos observados para los polimeros
totalmente hidrdficos como el almidn. Stauffer (1994) repod a partir de
trabajos de investiga®i del periodo 1968-1985 que los pentosanos de la harina
cuentan por casi un cuarto del requerimiento de albdsodeiagua de una masa

de harina de trigo. Esta hidrofilicidad signifizarque los pentosanos, el
contenido natural de fibra de la harina de trigo, contribuyenadansente a la
consistencia (viscosidad) de las masas, por ejemplo, comuoide en el
farinografo. De acuerdo a los resultados previamente citados, de peasar
gue el agua agregada a la harina en el ensayo faifivogfue distintamente
absorbida por cada componente de las mezclas de polvbosnagyadas: la
harina de trigo y las fracciones de fibra obtenidas de laawitab

Otros parametros

Ademias de la absorcion de agua, la forma de la curva del farinograma es
una caractestica de la harina y diferentes p@metros se pueden tomar de las
curvas registradas. De acuerdo con Sivaramakrishnan y col. (20@cho de
la curva del farinograma es una medida de la cohesividadsyicelad de la
masa. Al pico de consistencia, las mezclas de harina de ¢dg S y C

mostraron las curvas 4® anchas que tan@i permanecieron mas O menos
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constantes hasta que abandonabarinta lde 500 FU. Collar y col. (1999)
informaron que una masaascohesiva di6 como resultado panes de mayores
volumenes especificos y mas blandos.

-Tiempo de arribo: (Fig. 1A'y 1C) es el tiempo requerido por la parte
superior de la curva para alcanzar ikeed de 500FU después de que se ha
iniciado el mezclado e incorporado el agua. Este valor es unmanee la
velocidad a la cual el agua es absorbida por la masa. Geeetalae encontr
para una dada variedad de trigo que, a medida que incremeutateztido de
protdna, el tiempo de arribo tambi aumenta (Zaidul y col., 2004). Los tiempos
de arribo para la harina de trigo despde la adicion de AIR, C o S tomaron
valores de 1,5; 1,5y 1,1 min, respectivamente (Tabla 1). Ealoies son muy

similares al tiempo de arribo mostrado por el control, (itd.m

-Tiempo de desarrollo de la masa: es el tiempo (con una aproximaci
de 0,5 min) medido desde la primera aitiale agua hasta el desarrollo de la
maxima consistencia de la masa y minima movilidad de ella, inmediatamente
antes de los primeros indicios de aflojamiento. A este Mvalmbién se lo
denomina“pico” o “tiempo pico”. Ocasionalmente se pueden observar dos
picos; en dichos casos, el segundo pico debe tomarse como tiempardaelldes
de la masa (Zaidul y col., 2004). El tiempo pico o tiempo de delsadella
masa da una idea del tiempo de amasgdimo en la panadé&:. En el caso de
las masas con S o C se pueden observar dos picos (Figura &mjb ico

aumenta=4 veces con el agregado de las fracciones C o S en la harina de trigo.

-Tiempo de partida: es el tiempo (con una aproximécide 0,5 min)
medido desde la primera adicide agua hasta que la parte superior de la curva
abandona laihea de las 500 FU. A mayor duraén, mayor fuerza de harina
(Zaidul y col., 2004). Se observaron tiempos de partida similam@stpdas las

masas.

-Tiempo de estabilidad de la masa. se define como el intervalo entre el
tiempo de arribo y el tiempo de partida (ISO 5530-1, 1991). Edte, \en
general, da indicaéh de la “tolerancia” de la masa al sobreamasado. ES obvio
gue harinas con alto contenido de gluten dan los valores de estabiidatios.

El agregado de 0,5% de fracciones de fibra de calabacita renprakeracon
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sobre este pametro (Tabla 1). Normalmente, una harina con buenas
caracteisticas panificables tiene absorcion de agua mayor, lleva mas tiempo de
amasado y es dn tolerante a un sobre-amasado que una harina de pobre calidad

panadera (Zaidul y col., 2004).

-El indice de tolerancia al amasado (MTI) es definido como la diferencia
en FUs desde el centro de la curva en el pico al centro devia £2 minutos
despus de que fue alcanzado el pico (ISO 5530-1, 1991). El agregado de 0,5%

de fracciones de fibra de calabacita no @fegt parametro (Tabla 1).

Teniendo en cuenta sus picos, se puede concluir que las fradCigres
produjeron mezclas harina-aditivoasnfuertes, esto es que requieren mayor
tiempo de amasado, pero esto no @fecta la estabilidad ni a la tolerancia de

las masas.

Se determié en el caftulo anterior que la capacidad de absorcion de
agua (Q o WBC) y la capacidad de reténale agua (WRC) eran las mismas
para C y para S mientras que estas capacidades fuerorempgioa AIR (Tabla
2). Los resultados del farinograma obtenidos, como ya se canmeostraron
gue el AIR no interfith en el desarrollo normal del gluten de la harina de trigo
respecto a la consistencia de la masa. Se puede obselxaradata 1 y Figura 1
gue la mezcla AlR-harina de trigo mdstasi el mismo perfil farinografico que
el control porque la fibra de AIR no es limitante en la distiifiude agua entre
los componentes de la mezcla debido a la alta hidrofilicidadsdeomponentes
de sus cadenas de pectinas ramificadas, que determinaroranrcapacidad de
hinchamiento y velocidad de abs@icide agua. Sin embargo, las fracciones de
fibra caracterizadas por su menor abserdi agua como asi también menores
capacidades de retetaiy/o velocidades de absoéai (fracciones C y S) con
respecto a aquellas de la fraecide AIR, dieron origen a mayores tiempos de
desarrollo de masas. Las fracciones C y S pueden retardaomiplega
hidratacén del gluten promoviendo los tiempos picos &8 largos observados
(Fig. 1Cy 1 D).

Al comienzo del amasado en el fagmfo, mas y mis agua se utiliza en
la hidratachn de la harina y la resistencia a la extension incrementa

gradualmente. Esta respuesta inicial registrada, indicalgueasado induce la

-171-



construcabn de una estructura conectada tridimensional de subunidades de
glutenina unidas por los extremos mediante puentes disulfurostere&pa,
ocurren escisiones aleatorias dentro de las cadenas debidmerda clastica
acumulada durante el amasado, prevaleciendo la fasméeipuentes disulfuro
entre cadenas a expensas de las uniones disulfuro dentro de la(b4olehy
col., 2002). La presencia de las fracciones C 0 S parecisaaaieesta respuesta
de formachn de la estructura tridimensional (red de gluten). Luego de la
demora, que aumenfacon la densidad de las conexiones entre cadenas, las
unidades mono#nicas o pequdéos fragmentos polidricos se liberaran a la
solucin o al medio de la matriz desde la red de gluten desarrollada. Este hecho
reduce la resistencia a la exténsile la masa, resultando en la formagi de un

pico en la curva de amasado, cuya aparise vio demorada por la adigide

las fracciones de C o S a la harina de trigo, debido adoe&parente de las
escisiones mediadas por el esfuerzo de corte de las unionesirdiseritre
cadenas (Bombara y col.,, 1997). Consecuentemente, los producto$s C y
probablemente estabilizan la constrdadiicial de la red de gluten, al retardar

las escisiones o continua ruptura de uniones disulfuro entraasadeecho que
ocurre va reacciones de radicales libres promovidas por la enetecanica
aplicada (Morel y col., 2002). Este efecto de la fibra se @dgfbuir a: 1) a la
conformacbn macromolecular de los componentes polisagidos constitutivos

de C y S en relaén al medio acuoso, que determina valores intermedios de los
pammetros cinéticos del hinchamiento y/o 2) a una mejor disigaciiscosa de

la enerda mecanica a través de la matriz amorfa en la cual la red de glutenaest
embebida en la presencia de los polisdos de C o S, evitando las escisiones
tempranas por radicales libres de las uniones disulfuro estreatenas. b

ain, la fraccdn C contiene lignina, 6 g / 100 g, que podia ser responsable del
atrapamiento de los radicales libres (Boeriu et col., 2@@ftribuyendo a los

resultados reportados previamente sobre el efecto de C (Tabla 2).
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Tabla 2. Composiabn quimica y propiedades de hidratacion de los productos extraidos
de la calabacita.

AIR C S

(g/100g) ? (9/100g) ? (g/100g) ?
Agua 13,0+0,1 8,74 + 0,03 8,32+ 0,03
Cenizas 4,6 +£0,2 45+0,1 2,1+04
Proteina 9,1+0,3 19,3+0,9 6,2+0,2
Contenido Total de Fibra 78,4 +0,8 79,6 £0,8 44,6 + 0,5
e Lignina” 0,2+ 0,1 6,0+0,3 nd
e Celulosa® 46+ 1 45 + 4 nd
e Carbohidratos Totales (no- 62+3 47+ 2 nd

celulosicos) b

o Acidos uronicos” 10+2 11,8+0,2 nd
Propiedades de Hidratacion
.« Q° 255+0,2 12,5+0,3 13,7+0,1
. B 0,1+0,01 13+1 0,31+0,02
e« WRC*® 58+ 6 18,8+ 0,9 21,2+0,7

! os resultados se reportan como valores medios yiadesstindard (n = 3). Informaéh proveniente del Capitulo
1l

a
en base seca.

b Componentes de la fibra total.

¢ Capacidad de absoéaide agua calculada por el ensayo de Bauman (WBC) [ml de agua/g de muestra seca
4 Tiempo [min] para absorber Q/2 ml de agua.

¢ Capacidad de reteraei de agua [g de agua/ g de muestra seca]

nd: no determinado.

IV-3-1-2-Alvedgrafo

En este ensayo se simula la deforr@adic la masa por la produccion de
gas durante la fermentaai mediante el inflado hasta ruptura de un trozo de
masa laminada. La muestra de masa se somete a unadxteénghl, radial y
tangencial a la superficie de la burbuja inflada. Este ertsalgaja a un nivel de
hidratacén constante de la harina, permitiendo comparar la calidad del gluten

(British Cereal Exports), independientemente de la consistdnaiazada.
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El alvedgrafo mide la resistencia de la masa a la extension y se

registraron los siguientes patetros alveograficos:

-Mdxima sobrepresion (P). que representa la tenacidad o resistencia de la
masa a la exten@gi y da informacion acerca de la resistencia de la masa durante

la deformadin.

-Extensibilidad de la masa (L): que es proporcional al tafmade la
burbuja en el momento de la ruptura y corresponde al tiempo queutee a la
burbuja el reventar. Es un indicador de la extensibilidad (defosmade la
masa durante la manipulési o formacion de las burbujas de aire. Es una

medida de la habilidad de la masa para levar.

-Trabajo de deformacion (W): que es la energnecesaria para deformar
la burbuja de masa hasta la ruptura y es un indicador de lanpanioe general

de la harina para la panificaai

La relactn P/L provee unindice global de la caracteristica viscoelastica
de la masa. Los panetros tales comd” y P/L son indicadores de la calidad de
la harina, permitiendo la verificaei de la accion de los aditivos sobre el
comportamiento de la misma.

Los resultados obtenidos en este trabajo se muestran en éa3ldbé
puede observar que la tenacidad de la mAsdidnde a aumentar luego del
agregado de fibra, pero lo hacedlos significativamente con AlR.
Contrariamente, la extensibilidad.)( de la masa decrécicon la fibra,
principalmente con AIR. Consecuentemente, las relaciBriefueron mayores
para las masas que coritenfibras, mostrando las masas con el agregado de
AIR el valor mis alto de P/L (2,02), siendo esta la masasntenaz. Estos
resultados e#sh indicando una respuesta elastica mayor con una menor
deformachn plastica. Wang y col. (2003) reportaron que el agregadodtids
no extrables en agua (que principalmente contienen arabinoxilanos) a la harina
de trigo llevan a un menor desarrollo del gluten y fortmade gluten-almidn,
lo que se manifiesta por un valoragnalto de la resistencia 4Rima a la
deformachn y una menor extensibilidad. Gomez y col. (2003) tamlkdin

observaron un incremento en los valore®decuando 20 g o 50g de fibra eran

-174-



agregados a un kg de harina. Rosell y col. (2001) determinarahaueentaba
cuando se agregaban hidrocoloides purificados (alginato de sezhaagenato,
goma ntica e hidroxipropilmetilcelulosa) a una receta basica de masa; ellos
establecieron que este efecto poddeberse a las interacciones entre los
hidrocoloides y las proteas de la harina de trigo.

No se pudieron observar (Tabla 3) diferencias significativad gabajo
de deformacin (/) luego de la incorporaai de 5 g de fibra por kg de harina.
Ademas todos los valores obtenidos estuvieron por encima de 200, mostrando
que los productos de fibra no afectaron la matriz-red de glutedéalnde la
harina de trigo. Es importante remarcar que la bibliegréBritish Cereal
Exports) informa que harinas de trigpitas potencialmente panificables tienen
valores de W mayores a 200. Teniendo en cuenta los valors déormados
en la Tabla 3, se puede concluir que la adide AIR, C, o S a la harina de trigo
produjo masas cuyas redes de gluten fueron tenaces (menor desdelollo

gluten) pero mantienen un valor demayor a 200.

Tabla 3. Pametros reologicos obtenidos durante el ensayo alveografico de Chopin.

Control 5g/kg C 5 g/kg AIR 59/kg S
Tenacidad (P) 98+ 82 106+ 8P 113+ 9P 106+ 8P
(mm water)
Extensibilidad (L) 71+ 6° 61+ 5¢ 56+ 4% 594+ 5%
(mm)
P/L 1,4+0,1° 1,7+0,1" 2,0+ 0,29" 1,8+0,1"9"
Trabajo de 250+ 20" 240+20" 240+ 20" 240+ 20"

Deformacon® (W).10"
()
'Letras iguales, en la misma fila, muestran valores no significativamente diferentes entre sistemas de
distintas fracciones de fibra agregada (p>0,05).
*P<0,01
**P<0,001

La pérdida de deformabilidad (incremento en el valor P/L) observada a
través del alvedgrafo, para la harina con el agregado C o S, es coherente con los
resultados obtenidos en el fargnafo. Previamente hemos reportado que las

fracciones C y S interfirieron con la hidratacdel gluten y, consecuentemente,
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afectaron el desarrollo del gluten de la harina de trigontiiel amasado en el
farinografo. Si bien, el estudio farinografico N0 mosté una interferencia del AIR
con el desarrollo del gluten cuando se ammasta una consistencia de 500 FU,
la alterachn de la red de gluten debido al AIR fue detectada en el alvedgrafo
cuando la masa (y la red de gluten) alcanzaron menor desarrbitio de la
cantidad de agua 4w limitada que se agrega en este ensayo. Se debe remarcar
gue, en el ensayo alveagico, se agregaron 53 g de solucion acuosa de NaCl
(0,349 mol/kg) por cada 100 g de harina-AIR, mientras que 60,4 g deagua
se necesitaron para 100 g de harina-AIR en el ensayo fdificogPor lo tanto,
la harina de trigo (control) y las mezclas de fibra-harina, realidad se
hidrataron con 51,9% de agua para alcanzar el desarrollo desdadumante el
ensayo alveogfico. La presencia de NaCl en el medio acuoso de la red de
gluten desarrollada padrparcialmente abrir la red de gluten y, por lo tanto,
permitir que ms agua fuese absorbida (Laaksonen y Roos, 2003). En otras
palabras, el desarrollo del gluten demandaagua en presencia de NacCl.
Asimismo y como ya se menci@nla cantidad“efectivd’ de agua
presente para alcanzar el desarrollo del gluten durante el extgaggtfico fue
realmente menor que la que halite esperarse si se hubiera usado agua pura
(53 g /100 g) para hacer la masa. Este hecho lleva a un meciar ghstificante
del agua respecto al que involucraba el tasiafo y, por lo tanto, a un mayor
grado de uniones entre cadenas (uniones de puente disulfuro) der&o de
parcialmente desarrollada red de gluten, donde las escisipneson
predominantes o, directamente, no han procedido. En esta etahadacon
probablemente se evidencia la competencia entre los dos componentes
considerados, el gluten y el AIR altamente hiiliad, para disponer del agua, la
cual se encuentra en cantidad limitada. Jones y Erlander (&2plidaron el
efecto de los hidrocoloides en la masa como una competencibgmuaeentre
diferentes componentes.
La relacon mas alta deP/L (mayor resistencia, menor extensibilidad) se
obtuvo para las masas con AIR parcialmente desarrolladas conecwensia
del menor efecto plastificante del agua que éxisti las condiciones de este
ensayo alveogfico. Este efecto tamén explica la respuesta observada con el
agregado de S o C. El comportamiento diferente mostrado por las c@s

AIR en el alvégrafo se debe esencialmente a un incremento en la viscosidad de
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la fase amorfa o continua donde la red de gluten esta embebiddeain
viscosante. Las caden&amificadas” hidrofilicas de los polisacidos del AIR

seifian las responsables del incremento en la viscosidad con la menor
disponibilidad de agua correspondiente a la séiumiuosa de NaCl. De hecho,

un incremento en la viscosidad de la fase continua puede seralistenos en
parte, como una respuesta viscistita mayor cuando la masa es caracterizada

en el alvégrafo.

IV-3-1-3-Zimotaquigrafo

Las caractdsticas de la masa durante la fermentacion también fueron
evaluadas en el presente trabajo utilizando un zim@ado, que provee
informacin acerca del desarrollo de la masa como asi también de la produccion
de gas (CQ derivada de la actividad de la levadura dentro de la mdaa y

retencon de gas. Se registraron los siguientes parametros:

= A (cn’) representa el volumenaximo de gas antes de que comiencen las pérdidas

desde la superficie de la masa.
= X-1 representa el tiempo de fermenéadiequerido para alcanzar el volumen A.

= B (cn?) es el volumen de gas retenido y representa la estabilid&drdasa a la

fermentacbn.
= C (cn?) es el volumen de gas perdido.
= S (cn?) es el volumen total de gas producido por la levadura: S= A+B+C
» Porcentaje de reterdai: (S-C)/S x 100.

= Porcentaje dedpdidas: C/S x 100.
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Tabla 4. Caracteisticas de la masa cruda durante la fermentacion.

Control 5g/kg C 5 g/kg AIR 59/kg S
Retencbn de Gas 65,8 65,1 62 64,9
(%)
Pérdida de Gas 34 34,9 38 35
(%)

Las fracciones AIR, C y S son ricas en polisaios (Tabla 2). Como se
puede ver en la Tabla 4, en general, no se observaron cambiosatigog en
la retencdn de gas ni en las pérdidas, con el agregado de 5 g de C o S por kg de
harina a trags de este ensayo. Probablemente con este nivel de agregado, no se
pudieron detectar efectos. De cualquier modo, una tendenciauraciaenor
retencon (62%) y mayor prdida de gas (38%) se pudo observar para las masas
conteniendo AIR. El balance entre la reténci la pérdida de gas en una red de
gluten bien desarrollada ésen reladghn con su particular comportamiento
elastico que fue caracterizado, en este estudio, &srdl ensayo alveografico.
Una tenacidad mayorP] mostrada por las masas con AIR, que significa
resistencia a la exteisi, es coherente con una menor ret@&ngimayor pérdida
de gas. El reacomodamiento de componentes individuales de lafadey de
la interfase gadduido afectara la tensbn superficial alrededor de las células de
gas. Se conoce que ciertos ingredientes ejercen una influestatalizante y
retardan la coalescencia, mientras que los componentes no-almidal@sos
endospermo pueden iniciar huecos en la masa (Scanlon y Zghal, 2001). En
realidad, la estabiliza@h de las células de gas debe ser evaluada no solo en
relacbn a la reologia de la red de gluten, sino también a la distribucion
molecular de los componentes de la masa ibkiseen agua, en la interfase gas-
liquido.

Goesaert y col. (2005) informaron que los arabinoxilanos ibkigeen
agua (WE-AX) aaian como el gluten durante la fermentaciya que ellos
reducen la velocidad de difaaidel dioxido de carbono hacia fuera de la masa;
de este modo, contribuyen a la reténaiel gas. Sin embargo, ellos carecen de

propiedades édticas. Cuando se adiciénarabinoxilanos no extilsles en agua
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(WU-AX), se obsery que la retenodin de gas y la evolucion de la masa eran

similares a agtlla de la masa control.

IV-3-2-Efecto del agregado de la fibra de calabacita sobre

el proceso de panificacion y las caracteristicas finales del
pan

Se estudi el efecto de los productos enriquecidos en fibra (AIR, Cy S)
obtenidos de la calabacit&ucurbita moschata Duchesne ex Poiret) en la
panificacbn de la harina de trigo, analizando la calidad del pan obtenido cuando
se agregaron 5, 10 o 15 g de fibra por kg de harina de trigo esto en el
envejecimiento del pan durante el almacenamiento.

IV-3-2-1-Parametros de calidad del pan

La absorain de agua por la formulacion del pan, durante el amasado en
una amasadora de pandadeilel tipo espiral, aument con la presencia de todas
las fracciones de fibra (Tabla 5).

Tabla S. Pafimetros del proceso de panificacion.

Absorcbn de agua™  Pérdida de agua luego Humedad del pait

(9/100 g harina) del horneado(g/100 g (/100 g materia seca)

harina)

Control 61,8 22,0 86,2+ 0,6
5 g/kg C 64,6 23,3 88,63+ 0,03
10 g/kg C 67,7 25,3 92,9+ 0,5
15 g/kg C 67,6 24,6 91,2+ 0,3
Control 60,0 19,1 83,6+ 0,4
5 g/kg AIR 68,75 20,7 89,4+ 0,5
10 g/kg AIR 68,75 21,3 91+ 1"
15 g/kg AIR 71,4 20,1 92,8+ 0,68
Control 63,4 25,8 84,9+ 0,4
5g/kg S 67,2 25,0 85,9+ 0,5
10 g/kg S 68,8 27,3 91,2+ 0,4
15 g/kg S 70,0 25,9 89,5+ 0,5

Las formulaciones de pan se desarrollaron en una amasadsizirdé e

AAbsorcibn requerida para el desarrollo de las masas.

BDentro de cada sistema (C, AIR o S), los resultados canitasas letras indican diferencias no-
significativas (p>0.05).

CLos resultados se expresan en base al promedio y &b @svdar (n=3).
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Rendimiento de pan
(Mo-Mg) 7 My

Se debe mencionar que todas las fibras de calabacita agregdalas
amasadora se hidrataron previamente con suficiente cantidaguaede este
modo, el agua agregada para fabricar la masa en la panadeibsorbida por
la harina para alcanzar la consistencia deseada. Un dativaale 0,025 fue
determinado para la cantidad de agua agregada para lograndstencia
deseada, a trav de la evaluacion de los resultados obtenidos para seis muestras
testigos distribuidas entre las diferentes corridas deaatnas

Las ptrdidas de agua despus de la coccon en el horno y el enfriamiento
a temperatura ambiente fue, en general, levemente mayor emgneglado de
fibra (Tabla 5). El rendimiento del pan aumenbn la concentraén de fibra
(Fig.2A); la tendencia fue lineal con las fibras C 0 S y camwgresencia de
AIR. En general, la presencia de AIR produjo mayores rendiosatd pan con
respecto a los panes con C- o S-. Esta tendencia se pqglicar mediante la
mayor absordin de agua mostrada por esta fraccion lo cual permita obtener
panes con la mejor rel@ai absorcion de agua/pérdida de agua después del

horneado, hecho que li@wl contenido de humedad mas alto (Tabla 5).
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Figura 2: Rendimiento de pan (A), volumen esfigo medido (B), como asi también

firmeza del pan (C) determinada 24 horas luego del horne&dd én funcén de la
concentradin de fibra. ¢-C; e-AlR; o-S.

My: peso del pan; Mfi: peso de la fibrazMpeso de la harina

Los volimenes especificos de los panes no fueron significativamente

diferentes (p>0,05) del control con ninguna de las concentraciones d€ AR,
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S ensayadas (Fig.2B). Esto significa que el agregado deatasoines de fibra
de calabacita a lagrimulas de pan a concentraciones que van desde 5 a 15 g/kg
de harina no produjo una disminéiciindeseable en el volumen de las piezas.
Rosell y col. (2001) informaron que el volumen eéji@e mejo con la
presencia  de hidrocoloides «-€¢arragenato, goma aitica e
hidroxipropilmetilcelulosa, HPMC) a una concentéaaile 5 g/kg de harina. Se
encontd que los mayores vnhenes especificos fueron promovidos por el -
carragenato seguido por la HPMC, que como se testrel analisis de la
fermentaadn realizado en un reofermentometro, mejoraron el desarrollo de la
masa Yy la retenén del gas. Pomeranz y col. (1977) quienes usaron celulosa,
salvado de trigo yéscara de avena, informaron que ninguno de los componentes
de estas fibras disminuyeron la formémcile gas en la masa; consecuentemente,
los efectos de redudai del volumen de las masas con fibras agregadas paien
ser el resultado de la redu@cien la retencion mas que de la reducai en la
formacin del gas. Gomez y col. (2003), quienes usaron siete tipos diferentes de
fibras en concentraciones entre 2 y 5%, informaron que el volaspatfico se
redujo como consecuencia del agregado de las fibras. Este sdeatribuy a la
interaccon entre la fibra y el gluten, que lle a una reducén en la capacidad
de retendin del gas. Ptitchkina y col. (1998) observaron un valoragimo de
volumen espée€ico con el agregado de 8 g de polvo de zapallo por kg de harina,
en la producén de pan. Ellos sugirieron que el polvo de zapallo aaia
mejorando la estabilidad de ladwdas de gas mas que aumentando la fuerza de
la matriz que las rodea, efecto que proviene de la actividadfisiglede las
pectinas del zapallo. Goesaert y col. (2005) informaron que dularftese
inicial del horneado, los arabinoxilanos naturales de la haen#&igo (AX)
afectaban el proceso de panifiéacipor el mismo mecanismo que se habia
observado durante la fermentaciLa estabilizacion de las células de gas por
los arabinoxilanos extilsles en agua (WE-AX) prolongaban la eleva@i en el
horno y mejoraban las caradteicas del pan (firmeza de la miga, textura,
estructura, volumen de pieza), mientras que los arabinoxilanos nibiextra
agua (WU-AX) aumentaban la coalescencia de dadas de gas y reducian la
retencon de gas, resultando un pan de calidadsypobre.

Durante nuestro ensayo con el zimoiggjfo, también se observo que la

masa suplementada con 5 g de AIR por kg de harinadnostieve tendencia a
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la reducobn en la retencion de gas cuando se compa¥ con la masa

suplementada con 5 g/kg de C. Esto coidcicin la menor extensibilidad

mostrada por la masa con AIR en el aprafo con respecto a la de C-. Ambos
efectos fueron atribuidos a las diferentes composiciones deatasones de
fibras, que podin también llevar a diferentes mecanismos de absorcion de

agua. AIR posee mayor cantidad de pectinas ramificadas eiliwdsoflue C

(Tabla 2 y 3, Caipulo III). Por otro lado, C contiene pectinagsniineales,

adends de mayor contenido proteico y presencia de lignina.

La firmeza de las rebanadas de p&h ¢e determid siguiendo la
recomendadin del método 74-09 de la AACC (Ponte y Ovadia, 1996). Las
curvas de fuerza-deformaaiobtenidas por la compresion de las fetas de pan se
caracterizan por presentar dos fases: una primera fase dongezia &umenta
rapidamente con la deformacdn y una segunda fase donde la pendiente es
menor. Como ejemplo de lo dicho, las curvas obtenidas con pan piegara
harina suplementada con 10 g de C por kg de harina luego de 24 haekdbor
(panel A) y a los 7 ids de almacenamiento (panel B), se pueden observar en la
Figura 3. Puede verse un punto de infiexén la zona donde la pendiente de la
curva de compresih cambia. La firmeza se mididé extrapolando la pendiente
constante de la primera fase de la compnelsasta el eje de las X y desde este
punto inicial (X=0), a los fines dekhlkeulo se determié la fuerza desarrollada a
una deformadin del 25% (6,25 mm) como estejemplificado en la Figura 3 B.
Tipicamente, una comprési del 25% de muestras de miga de 25 mm de
espesor producirun valor de fuerza de comprési posterior al punto de
inflexion de la curva (Ponte y Ovadia, 1996). De este modo elijpatro de
firmeza §) est evaluando la resistencia de la migasnila de la primera fase

de compres$in apenas deformada, que le sigue a la primera fase de campres
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Figura 3: Curvas de Fuerza-deformachn registradas al comprimir las

rebanadas de pan con 24 hs de horneado (A) y céas del almacenamiento (B) pan

conteniendo 10 g de C por kg de harina.

La firmeza calculada de las curvas fuerza-deforémaeigistradas por la

compresin de las rebanadas de los panes cortadas a las 24 horassddspu

horneado £-,) se graficaron en fun@ de la concentracion de fibra en la receta

(Figura 4).
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Figura 4: Firmeza de pan 24 horas luego del hornedtig) €n funcén de la

concentradin de fibra 0-C; o-AlIR; o-S.

- 183-



Se determid que el AIR no modifié la firmeza control en ninguna de
las concentraciones, mientras que la presencia de S dio orggmes CoIF’y
menores que el control, a concentraciones de 10 y 15 g/kg. Lénadhidl a un
nivel de 10 g/kg produjo piezas de panes que mostraron la firmezbajar,,
de todas lasofmulas de panes ensayadas en este trabajo. De acuerdo a la
bibliografia, el ablandamiento del pan &selacionado a un incremento en el
volumen espd€ico de las piezas (Cornford y col.,, 1964) y/o a una mayor
cohesividad de la masa (Collar y col., 1999). En nuestro estudiogno s
observaron diferencias significativas entre losuwehes especificos de las
piezas cuando se incléiyfibra en las formulaciones (Fig 2B). De todos modos,
se nod un incremento en la cohesividad de las masas cuando la harina fue
suplementada con S o C, mediante el ensayo fatifiogr Gomez y col. (2003)
encontraron que los panes frescos suplementados con 20 g/kg deefiaras t
una textura de miga significativamenteisnfirme que la del pan control y
sugirieron que el espesor de las paredes que rodean las burbajes ele la
miga eran responsables de estos resultados. Una diferencia setaifiserdy
entre el efecto de dos tipos de fibra de trigo utilizadas ceupbementos
dietarios; solamente los panes con 20 g/kg de fibra de trigo-tammsiuna leve
reduccén en la dureza. Rosell y col. (2001) encontraron que la firmeza de la
miga se redujo con ed-carragenato y con la HPMC. Inversamente, la goma
Xantica provoco un gran aumento de la firmeza de la miga probablemente debido
al aumento del espesor de las paredes de los alveolos gae loslespacios de
aire.

Jeltema y Zabic (1979) estudiaron la redacintre los componentes de la
fibra y la calidad del bizcochuelo y encontraron que los componenfeectiea
correlacionaban con mayoreéhdas y paredes de células de mayor espesor;
mientras que el cuadrado de la concentracle componentes celubsicos
correlacionabado con @lulas mas grandes. Tambn informaron que la lignina
most una correlacion positiva con el incremento de la terneza, efecto que
tambin fue mostrado por las hemicelulosas insolubles en agua. Sin embargo
ellos cuestionaron este efecto ablandador de la lignina en elypagye la
lignina generalmente se asocia a la dureza en las parelldsras de los
vegetales. Es destacado en cuanto a la comfosjgimica de las fracciones de

fibora de calabacita (Tabla 2), que la fréaaciC presentdé un contenido
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significativo de lignina (6 g/100g de la fibra total) en aiica las pectinas
(contenidos décido uronico y polisaéridos no-celubsicos).

El pan es un compuestodlslo; éste comprende en un nivel
macrosoépico, una miga condulas llenas de aire en una matriz que ékds,
comportindose como un lido visco-elastico. Se sabe que el comportamiento
mecinico de la miga alveolada del pan es complejo. Este comportamiento se ha
descripto como visco-@dtico no-lineal (Scanlon y Zghal, 2001). Pyler (1998)
desta6é que la manera en que se siente la miga al tacto o en laeséca
fuertemente influenciada por el grano o estructura de da$ag mas finas,
paredes-delgadas, tafioa de células uniformes dan panes mas blandos (suaves)
y de textura rs ebstica que aquellos con miga mas gruesa, abierta y de
estructuras de paredes de mayor espesor. Scanlon y Zghal (2&draon que
ambos: mdulo de Young y fuerza de compresion se reducian sustancialmente
con el incremento deumero de paredes de células pérdidas. Los resultados
obtenidos a trads del analisis de la imagen (Figura 5) muestran que los panes
con 10 g/kg de la frac@h C mostraron 55% mas aire ocluido (area de las celdas
X 100 /area total) que el pan control. Al mismo tiempo, mostraron igual cantidad
de pariculas (alveolos o celdas de gas) porZque el control y un tania
promedio de 4,0 mffpartcula, mientras que en el pan control el tamafio
promedio de laséulas fue de 2,0 mnf/partcula (Tabla 6). De este modo, la
distribucibn de las células de aire podiia ser responsable de la meroy en los
panes con 10 g/kg de C.
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Figura 5. Imagenes de la miga. Al: scaneo del pan control; A2: pan control imagen

binaria; B1: scaneo de pan con 10 g/kg de C-; B2: Pan cgrkd@e C- imagen binaria.

Table 6. Caracteisticas de la miga de pan control y de pan con 10 g/kg de C-

determinado por diisis de imagen.

Aire ocluido® Numero de Area promedio de
(%) particulas/cm?® particula®
(mm?®)
Pan Control 20+ 4 9,6+0.2 2,0+£0.4
Pan con 10 g/kg-C 31+6 9+1 4+1

2 Los resultados se expresan en base al promedio y la désgténdard (n=3).

Se sabe que la lignina reemplaza al agua dentro de lagenate las
paredes celulares de los vegetales transformando el gebbdimebidrafico de
la matriz de la pared celular en un ambiente hddkiod (Brett y Waldron,
1996). Estos acontecimientos aumentan la fuerza de las unionesedi& p
hidrogeno entre los polisaddos, incrementando la fuerza de la red de celulosa-
hemicelulosa. En otras palabras, la presencia de lignina premlasy
interacciones pdihero-polimero entre los polisagidos de las paredes celulares

debido a la ¢rdida del efecto plastificante del agua dentro del gel ma&ia

- 186-



pared celular. Durante la panificéaj la lignina pudo desarrollar diferentes
acciones: pudo evitar la distribtini de agua entre la fase amorfa y la red de
gluten produciendo @ interacciones hidrofobicas y/o pudo evitar la accén de
los radicales libres (Boeriu y col., 2004).Todo esto faodmbién llevar a una
mayor estabilizadn de las paredes de las células de gas producidas durante la
fermentacdn dentro de la masa y a una mejor retenm de gas durante el
horneado, resultando en mayores t@sale particulas. Sin embargo, este efecto
de la lignina sobre la firmeza fuéle detectada a una concenttacespecifica
de C de 10 g/kg en rel@ai al peso de la harina de trigo. Por lo tanto, se debe
requerir un balance exacto entre el grado natural de hidrafadiaile las
proteinas del gluten y la hidrofobicidad aportada por la fraccon C, a través de su
contenido de lignina, para alcanzar este bajo nivéhdebservado.

Tambin se puede proponer que una menor capacidad de hinchamiento
luego de la hidrataén y una absorcion de agua mas lenta mostrada a tréw del
ensayo capilar de Baumann (@ap III) se relacionan con el efecto ablandador
producido por la adiéh de C o S al pan. En particular, el contenido de fibra
dietaria de la frac6in S es la mitad (44% p/p) que el contenido de fibra del AIR
(80%), siendo la compostai quimica de los componentes de la fraccion S la
misma que la mostrada para el AIR. Esto es coherente dwtled de que la
WBC vy la capacidad de hinchamiento para S fueron la mitad gse |
correspondientes capacidades para el AIR. Asimismo es deategize la
velocidad de absor@i de agua de la fraccion S- fue tres veces 8 baja que la
del AIR (Captulo III). Probablemente, todas estas caracteristicas, hicieron que la
fraccion S-presentara un comportamiento similar en la paniféeaal de la
fraccion C-.

Una de las propiedades orgapoicas que mas se modifica con el
agregado de fibras es el color tanto de la miga como el d&teza (Gmez y
col., 2003; Pomeranz y col., 1977). El efecto del agregado de fimalal®acita
en el color del pan se resume en la Tabla 7. La luminogidgd y las
coordenadas craiticas (a* y b*) evaluadas en la miga y la corteza no mostraron
diferencias significativas entre los panes suplementados yres pantrol. Este
efecto se explica por las bajas concentraciones de fibragaddés y

considerando que, en el caso del AIR y de C, el proceso llevadboapara

- 187-



producir estas fracciones,odorigen a fibras de color blanco que, por ello, no

han modificado el color del pan.

Table 7. Patimetros de color del pan.

Miga” Corteza"
L* a* b* L* a* b*
Control 66+2 -09+0,2 15+1 56+ 2 13+1 331
5g/kg C 63+3 -0,6+04 16+1 57+3 13+2 33+1
10 g/kg C 63+2 -08+0,2 16+1 61+4 9+2 30+2
15 g/kg C 65+2 -05+02 1742 60+2 11+1 32+1
Control 68+2 -0,8+01 17,6+0,7 55+ 3 15+2 33,1+0,8
5 g/kg AIR 67+2 -09+03 15+1 58+ 4 12+2 33+1
10 g/kg AIR 65+2 -0,6+0,3 16,8+0,3 57+1 13+1 34+1
15 g/kg AIR 64+5 -06+08 15+1 61+6 10+4 32+2
Control 68+3 -09+0,3 17+1 54+2 13,4+0,9 31,4+0,8
5g/kg S 64+4 -08+03 17+1 58+2 11,3+08 31,8+0,8
10 g/kg S 66+2 -1,0+0,3 18+4 54+3 13+1 32+1
15 g/kg S 64+5 -1,2+01 19+1 54+ 2 14+1 321+08

A Los resultados se expresan en base al promedio y la dés\igténdar (n=6).

IV-3-2-2-Efecto de la fibra de la calabacita sobre el
mecanismo de envejecimiento del pan

Las rebanadas obtenidas de los panes se almacenaron durantesdiez d
para evaluar su envejecimiento mediante un ensayo de cofnpcesio se
indico previamente. La Figura 3 muestra las curvas carstites de fuerza-
deformacbn obtenidas para los panes frescos (A) y envejecidos (B) preparados
con 10 g/kg de C, como ejemplo. Durante el almacenamiento, hes gafren
cambios texturales atriiios fundamentalmente a la retrogradadin del almidon
(Cornford y col., 1964; Willhoft , 1971; Del Nobile y col., 2003; Gass col.,
2005). Los mdulos de Young aumentan con lofaglde almacenamiento COMo
fue tempranamente demostrado por Cornford y col. (1964). Puede welse e
Figura 3 (A) la curva fuerza-deforméagipara el pan con 24 horas de horneado

mostrando la respuesta de una espubtiglassuave, con paredes alveolares
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flexibles, donde la fuerza aumenta con la defortmaein una forma casi
continua lo cual es coherente con un importante comportamiento ftuido
plastico. La curva del pan envejecido (Figura 3B), presénina pendiente mayor
en la primera fase de compr@sio cual indica un incremento en ebdulo de
Young con el almacenamiento. Por otro lado, a mayores deformscsene
observa un punto de infléx vy, finalmente, la pendiente de la curva fuerza-
deformachn tiende a cero para el pan envejecido. Esto es coherente con el
comportamiento de unéBdo que proviene de la rigidificacion de la espuma
original como resultado del envejecimiento del pan. Lédubos de Young £)

se determinaron a partir de la pendiente constante de la pretegpa de
compresin, a bajas deformaciones, mientras que la firmeZzade determia
siguiendo las recomendaciones de la American Association chlC&nemists
(Ponte y Ovadia, 1996), como se irdpreviamente.

Durante la fabricaén del pan, se produce la hidrataéh completa de los
granulos del almidon de trigo ya que se agrega suficiente cantidad de agoa a f
de conseguir un desarrollo completo del gluten. Lasudes de almidon se
hinchan debido a la hidratéai siendo el contenido de humedad local en las
regiones amorfas de losagunlos de almidon la que determina la temperatura
gue debe alcanzarse para poder luego fundir las regiones aisthdircual
ocurre durante el horneado. Logugrios de almidon hinchados gelatinizan, lo
gue involucra disrup6ih de granulos, movimiento de la amilosa fuera de los
mismos, generando una matriz continua que incluye fosilgs remanentes. La
gelatinizachn de los ginulos de almidon completamente hidratados implica la
completa fusin de los cristales de amilopectina durante el horneado del pan. El
envejecimiento de la miga, que ocurre inmediatamente éedgihorneado y a
lo largo del almacenamiento a temperatura ambiente, seadalvecristalizadin
del almidbn (retrogradacion). En este proceso cristaliza la amilosa y recristaliza
la amilopectina. Ello ocurre durante el almacenamiento dey garrefleja en el
modulo ebstico el cual mide la rigidez de la estructura global del gel (Zgbel
Kulp, 1996) vy, por lo tanto, incluye la desnaturalizacde la red de gluten.
Siendo el mdulo de Young#) un paémetro que mostf una gran dispersin en
nuestras muestras, se decidivaluar la firmeza ) a diferentes s de
almacenamiento del pan y ajustar los resultados con la écu&ciAvrami
(Avrami, 1933 a,b,c; Cornford y col., 1964; Mclver y col., 1968):
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¢ = (Fs -R)/(F» - Fo) =exp (-kf)

dondeo es la fracain de material no-cristalino remanente a tiemppk
es la constante de velocidad y es fanaie las constantes de nucléacy de
velocidad de crecimienta;indica el mecanismo de nucle&@tiy de crecimiento
y es una fun@én combinada del nimero de dimensiones para el cual el
crecimiento tiene lugar, y el orden de dependencia del proceso dacdiucton
el tiempo (0 o 1)F ., es la firmezaiimite; F; es la firmeza de la miga a tiempyp
F), es la firmeza de la miga a tiempo cero o firmezaahi®/clver y col., 1968).
Por lo tanto, la funén (F. -F)/(F» - Fy) indica el alcance de los cambios del
almidon, prescindiendo del nivel de firmeza de la miga inicial, proveyendo un
pammetro para evaluar los cambios del alméh o el envejecimiento (Cornford
y col., 1964).

Se realip el ajuste de los datos experimentales con la ecuacion de
Avrami considerande=1. Este valor del exponentees habitualmente usado en
este tipo de estudios y supone que el modo de nuaheawila cristalizadn del
almidon es instantaneo y que el crecimiento de los cristales es en una sola
direccbon (Mclver y col., 1968; Haros y col., 2002). Es de destacar que Mclver y
col. (1968) mencionaron que debe esperarse nuéteacgstaninea, ya que
cuando se calienta una pasta concentrada de éalrhidta su temperatura de
gelatinizachn, el sistema obtenido no es homogéneo y probablemente queden

regiones ordenadas.
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Table 8. Patimetros obtenidos luego del ajuste de los datos experimentales de firmeza a

la ecuadin de Avrami, con n (exponente) = 1.

FocA Fo A K*
(N/m) (N/m) (@
Control 2700 £+ 200 400 £+ 200 0,27 £ 0,08
5g/kgC 2300 + 200 400 + 200 0,28 £ 0,09
10 g/kg C 1700 + 300 300 + 200 0,2+0,1
15g/kg C 2600 + 300 700 £+ 300 0,2+0,1
Control 2550 + 250 800 £+ 200 0,21 £ 0,08
5 g/kg AIR 2200 + 200 650 + 150 0,21 £ 0,07
10 g/kg AIR 2250 + 100 700 £+ 100 0,25 £ 0,05
15 g/kg AIR 2350 + 350 800 + 150 0,17 £ 0,09
Control 3010 £+ 210 350 + 210 0,27 £ 0,07
59/kg S 2590 + 210 280 + 280 0,28 £ 0,09
10 g/kg S 2450 + 280 350 + 210 0,24 + 0,09
15g/kg S 2660 + 350 490 + 140 0,16 £ 0,05

A Los resultados se expresan en base al promedio y la déswistéhdar (n=38).

Figura 6: Proceso de endurecimiento de los panes control y con dgrdgaAIR-; S- y C-
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Los datos experimentales de Firmeza como una dundtl tiempo
ajustaron con la ecu&ai de Avrami (Tabla 8). Este procedimiento general de
evaluachn del envejecimiento en panes considera que una propiedad
macrosoépica (firmeza, modulo @ktico) es indicadora de cambios
micros®picos tales como la cristalizacbn de parte de la estructura del pan. Se
puede ver en la Figura 6 una clara tendencia a la dismindeiF durante un
almacenamiento de 10iad, luego del agregado de cualquiera de las fibras
aisladas de la calabacita. Esta tendencia és mvidente a rangos de
concentracin de 5-15 g/kg para S y 5-10 g/kg para C, lo cual coincide con lo
observado par&>, en las rebanadas de pan. Sin embargo, la comfarkcias
constantes de velocidakl) (y los padmetros F.. y F, calculados por la ecusai
de Avrami no mostraron esta tendencia como significativa @p¥0excepto
para el agregado de 10 g/kg de C, que rmaastrsignificativamente menor valor
deF.. . Los valores dé aqu obtenidos (= 0,25 d™) coinciden con las constantes
de velocidades de envejecimiento informados por otros autores (Coyrdot.,
1964; Mcvler y col., 1968). Cornford y col. (1964) informaron que la comstant
de velocidad, k£, disminda con el incremento de la temperatura de
almacenamiento del pan en el rango d¢€ -4 32C lo cual corresponde a una
disminucbn del grado de sobreenfriamiento para la cristalé&adt| valor dek.,
(mdédulo elastico limite) no se modifié con la temperatura. De este modo, ellos
concluyeron que independientemente deal cera la temperatura de
almacenamiento considerada, siempre por arriba del punto de coiegébaral
pan tenth al mismo valor de modulo @tico, aunque las velocidades
disminuyeran con el incremento de la temperatura. Ellos ¢arabservaron que
el agregado de compuestos grasos disiirll valor de E, sin afectar
significativamente el valor dé a una dada temperatura. De este modo, ellos
concluyeron que el efecto de la materia grasa en realidadananesfecto de
antienvejecimiento ya queno cambiaba. Justificaron la redugcobservada en
el valor delE., a travs del mayor volumen espéco del pan observado luego
del agregado de la materia grasa. En el presente tradbgjedencia de 10 g/kg
de C no produjo cambios en Ademss, el volumen espdfico del pan no
cambb con el agregado de fibra (Figura 2B). En consecuencia, los cambios en la

firmeza a lo largo del almacenamiento cuando se adieg, se pueden atribuir
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al mismo mecanismo que li@w los panes a tener una menor firmeza (F»y)
despus del horneado y enfriado. La presencia de las fracciones de fibora C 0 S en
la matriz de la miga pada interferir en la distribudin de agua en la matriz
gluten-almiédn dando panes mas blandos (menof,,) y menores valores dg&,

en los panes almacenados. Considerando que wafjizamos el packaging
adecuado para prevenir lgrgida de humedad que hubiese resultado en
deshidratadin durante el almacenaje y endurecimiento, el mecanismo
predominante de envejecimiento en la miga del pan fue la zésiéh de la
amilosa y recristalizaéh de la amilopectina desde el estado amorfo del
producto recin horneado al estado parcialmente cristalino de un producto
envejecido, con la formaw de una red de zonas de cowexredistribucén de
humedad e incremento de la firmeza textural. Inmediatamentgp |del
horneado, en los panes con contenidos de humedad por encima de 25-27%
(Slade y Levine, 1984; Davidou y col., 1996), la red de amgdlatinizado en

el pan blanco comienza a recristalizar hacia una estrugiaraialmente
cristalina durante el enfriamiento a temperatura ambient€) 2Bl pan reain
horneado, comienza un proceso de endurecimiento y de redisthibi¢ecila
humedad. Asimismo, se forman redes o cristales de cadstnazadas por
complejos de amilosa de menor peso molecipaiels nativos. La cristalizaéh

de amilosaipidos se favorece #s alla de la retrogradacion. Este fenomeno que
ocurre durante las primeras 24 horas déspil¢l horneado, contribuye al
establecimiento del pan fresco, en parte, por ceméntaunto a los gmulos
hinchados (Zobel y Kulp, 1996). La nucleacihomognea de los nuevos
cristales de amilosdplido ocurriian algo por arriba de la temperatura ambiente,
mientras que la nucle&ai de los cristales de amilosa retrogradados en un medio
de alta humedad se dlar mas épidamente a temperaturas cercanas a -5°C. Las
etapas posteriores a estos procesos concurrentes y el enwgjex global del
pan, esin dominadas por la recristalizaghn de amilopectina a una estructura
parcialmente cristalina conteniendo regiones cristalinasrdepéle tipo B. Este
polimorfo es un cristal a3 hidratado que el almid tipo A. Su recristalizachn
requiere de la incorporaei de moléculas de agua dentro del reticulado del
cristal, lo cual debe ocurrir mientras los segmentos dealdsnas de almid se
estin alineando. De este modo, esta recristalizachn necesita migraén de

humedad dentro de la estructura de la miga, por medio del cuabual

- 193-



previamente distribuida homéag:amente, debe difundir de la matriz amorfa y
se incorpora, como componente estructural, en regiones cristdtade y
Levine, 1994). Se puede suponer que las fracciones de fibras @elia8
restringir esta difush de agua del gluten y/o a través de la matriz amorfa,
obstruyendo la incorporagi del agua en los polimorfos de tipo B y, por lo
tanto, afectando la recristalizéside la amilopectina. Este efecto de restéicci
de la disponibilidad del agua tarabifue evidente durante el desarrollo de la red
de gluten en el ensayo farinéfjco.

Los diferentes perfiles de cristalizégimostrados por los panes control y
con 10 g de C por kg de harina se determinaron por DSC. Como sevpuede
la Figura 7, se obseswna endoterma a 84 (77°C-103C) correspondiente a la
gelatinizachn de la amilopectina recristalizada cuando se esttighian control,
almacenado durante 7asl La variacdn entalpica (AH) fue de 102,49 J/g. Un
valor deAH de lo 8,83 J/g se obtuvo en el estudio de la muestra de panes con
10 g de C por kg de harina, indicando que la retrogr&dadurante el
almacenamiento del pan fue fuertemente afectada por la peeslent@ibra C.
Simultineamente, se detectaron dos picos adicionales & 9197,58°C (88-
103C) con un valor de AH de solo 3,22 J/g. Estos se pueden asociar a la
disociacon de los complejos amilosa-lipidos nativos formados durante el
horneado y que cristalizaron en las primeras etapas &@esdpl horneado
(Davidou y col.,1996) los cuales en el pan control no se pudienaalizes .

Kim y D’Appolonia (1977) encontraron que los pentosanos tienen un
fuerte efecto sobre el retardo de la retrograaadel almidon en los geles de
almidon de trigo, siendo s pronunciado el efecto de los pentosanos insolubles
en agua. Ellos informaron que los pentosanos solubles en aguaaneduc
retrogradacin al actuar sobre la amilopectina, mientras que los pentosanos
insolubles reduan el grado de retrogradachn de amilosa y amilopectina.
Resultados similares se encontraron cuando se éseldiefecto de los
pentosanos sobre el envejecimiento en un sistema panificado (Beyiler,
2003). Gmez y col. (2003) reportaron un efecto importante de la adide la
fibra sobre la vidatil del pan. Rojas y col. (1999) determinaron que la presencia
de HMPC vy pectinas, incrementaba la viscosidatkima y disminda la

tendencia a la retrogradaai Algunos autores (Xie y col, 2004; Kim y
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D’Appolonia, 1977 a,b) han informado que la prate retarda el envejecimiento

del pan por dilu@n del almidon y retardando sus cambios, independientemente

de la calidad de pratea. Es importante remarcar que la fraccion de fibra C
contera lignina y su pectina era menos ramificada que la de AIR (menos grupos
hidrofilicos); adicionalmente C duplicaba el contenido proteico de AIR, como ya
fue discutido previamente. Por ello, la compdasicie C y su interaccion con los
componentes de la harina en uéarfula de pan puede ser la causa nodo de la
obtencon de panes mas blandos luego del horneado sino también del efecto del

agregado de C sobre el envejecimiento del pan.
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Figura 7: Transicbn térmica de las muestras de panes recogidas a lo$a§ de

almacenamiento de (A) Control, (B) Pan con 10 gf&g
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IV-4-Conclusiones

En este trabajo, se evélel efecto de distintos productos ricos en fibra
(AIR, C y S) obtenidos de la calabacitaCufurbita moschata Duchesne ex
Poiret) en el comportamiento de harina de trigo. En primer lsganaliz el
efecto del agregado de estos productos sobre la fedols masas y, luego, se

analid el efecto sobre la calidad final del pan obtenido y su vidh

La fraccbn AIR tuvo una influencia no significativa sobre el desarrollo
de la red de gluten de acuerdo a los resultados obtenidos duramisagd e

farinogrfico.

Cuando se realizaron estudios a d¢sadel alveografo y zimotaquigrafo,
las mezclas de AIR-harina mostraron extensibilidad reducidkjamdo un
desarrollo de gluten incompleto. Probablemente, el alcandg@e-U en el
farinografo, no significo que se hubiese obtenido un desarrollo completo de la
red de gluten, sino que mastun efecto viscosante de los polisados de las
fracciones de fibras incorporadas, compensando la falta deralles&n el
gluten. La tenacidad (P) y la reléei(P/L) mas altas mostradas por las masas
adicionadas con AIR en el ensayo alvéfigo podrian atribuirse a la falta de
suficiente cantidad de agua para alcanzar un completo desarrtdlondsa a lo
largo de este ensayo. El agregado de fibra, en general, tolaf@tencion ni la
pérdida de gas de la masa. De todas maneras, la adicion de AIR mostré una
tendencia hacia una reteficilevemente menor y una mayor frdida, lo cual se

puede atribuir a un desarrollo incompleto del gluten.

Es importante remarcar que los resultados obtenidos muestran la
necesidad, para lograr una completa caracteéizalei la masa, de usar noo
el farinografo sino también el alvedgrafo y el zimotagigrafo, a fin de establecer

el efecto de las diferentes fracciones en el comportanderie harina.

En cuanto a la calidad del pan, se obs@na menor firmeza del mismo
con respecto al control, 24 hs de&puel horneado, cuando la harina se
suplemeni con 10 g/kg de —C- y 10 a 15 g/kg deS-.
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Tambén se observd que los panes que contenian 5-15 g/kg—S- o 5-10
g/kg —C-mostraron una miga 4m tierna a lo largo de 10 dias de
almacenamiento. De todos modos, este efecto de ablandamiesitpam slo
fue significativo cuando la harina se mézabn 10 g/kg de fraccion de fibra C-.
La distribucbén de agua a través de la matriz amorfa y entre el gluten y el
almidon es un factor clave para la retrogradaabn del almidon y, probablemente,
los productos C- y S-pudieron restringir esta difusle agua, obstruyendo la
incorporachn del agua a los polimorfos de tipo B que se generan en la
retrogradacin del almidon, viéndose a la vez favorecida la formacion temprana
de complejos amilosdplidos nativos, cuya cristaliza@ predomina sobre la

retrogradadin.

El producto AIR, que mosirla mayor WBC como asi también la mas
rapida velocidad de hidratacion y capacidad de hinchamiento en conexién con la
composichn quimica de sus polimeros, no tuvo influencia significativa sobre el
desarrollo de la red de gluten en el fagiafo ni se encontr efecto significativo
sobre el volumen espiéco del pan ni sobre la firmeza del pan luego del
horneado X-,) y almacenamientoFi,), respecto a las muestras control. Parece
ser de importancia primaria conocer, a dsalel método capilar de Baumann, la
cinética de absorcion de agua y de hinchamiento de las matrices de las fibras, a
través del cual es posible no solo determinar la WBC, sino tandni el
comportamiento de la matriz durante la abserciCuando la velocidad de
absorcbn de agua es baja, como es el caso del producto C, un contésl m
difusivo de la absoréi de agua pareceia ejercer un efecto significativo sobre la
distribucibon de agua a través de la matriz amorfa, afectando el desarrollo de la
red de gluten durante el ensayo faridfigb como a también, retardando el
envejecimiento del pan inmediatamente déspidl horneado y a lo largo del
almacenamiento. Probablemente el efecto de la tha€tia 10 g/kg respecto a
la harina se pueda atribuir a su compd@sicjuimica: presencia de lignina,
cadenas de pectina menos ramificadas y un contenido signifiearieeaito de

protenas.

Se puede concluir que la utilizaai de las fracciones de fibra de

calabacita S- y C-, en un rango de concentnade 5-15 g/kg es prometedora no
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solo para propsitos nutricionales sino también como mejoradores de la

panificacbn.
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Conclusiones Generales

La caracterizadn del tejido de calabacita (Cucurbita moschata
Duchesne ex Poiret) perndittoncluir que la pared celular (PC) del tejido fresco
es especialmente resistente a elongaciones en condicionepatenicidad
severa. Esto se pudo atribuir, en primer lugar, a la alstersia del entramado
celulosa-xiloglucanos del mesocarpio (tejido comestible @alkbacita) y, por
otro lado, al incremento de la actividad de la enzima polifen@eaidque surge
como respuesta meialira al estrés del tejido.

Desde el punto de vista iguico, la ausencia de puentes fenolicos y
puentes calcio, junto con una proporckustancial de pectinas extraibles en
agua ffa en la estructura de la PC-laminilla media (LM) del tejido de calalmcit
fresco, explican la caractstica del tejido débil, que se desintegra facilmente
luego de la cocéh en agua, debido a la débil adhesion célula-célula.

Se desarrofl un alimento funcional en base al tejido de calabacita
(Cucurbita moschata Duchesne ex Poiret), rico en fibra, el cual se fottifion
hierro (Fe). Este producto desarrollado es un alimento listo pasumir, de
ecoromica fabricacion y, por lo tanto, accesible a una amplia franja de la
poblacbn.

El producto preseatbuena estabilidad microbioldgica, como asi también
organoéptica (textura, color y sabor). La incorporacdin de Fe, atin en dosis altas
no preserd diferencias significativas desde el punto de vista microbiologico y
organoéptico, en las condiciones ensayadas, cuando se compard con Uun
producto alternativo desarrollado sin fortifiaacicon Fe. Se obsesvia total
biodisponibilidad del Fe incorporado.

El procesamiento de la calabacita produjo gran cantidad de residuos

entre ellos, #scara (exocarpio) y recortes de pulpa (mesocarpio) que fueron
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utiizados para obtener productos enriquecidos en fibra por medio de
deshidratagin (S) o por tratamiento alcohico y secado de pulpa (AIR) o
cascara (C). Estas fracciones de fibra aisladas presentaron un interesante
comportamiento en relagi a la retencion de agua y de glucosa hecho que las
caracteriza como muy adecuadas en vista a su aplicagho ingrediente en la
formulacibn de alimentos funcionales.

Por ultimo, se utilizaron estas fracciones ricas en fibra en nezda
harina, en pequas dosis, para estudiar su comportamiento como aditivo de
masas farificcas. Todas ellas aumentaron la tenacidad de las masas al ser
incorporadas al 0,5%, pero sin reducir el trabajo de defofmalei manera
significativa lo que mostraér que no afectan profundamente la matriz gluten-
almidén. En cuanto a la calidad del pan obtenido, se obaervmenor firmeza
de la miga con respecto al control, 24 horas dasgti horneado, cuando la
harina se suplemeanton 10 g/kg de C 6 10 a 15 g/kg de S. Tan#hise observo
gue los panes que conian 5-15 g/kg de S 5-10 g/kg de C mostraron una
miga mis tierna a lo largo de 10 dias de almacenamiento. Este efecto observado
en el pan fue significativanicamente cuando la harina se mézebn 10 g/kg
de fraccon de fibra C. Se puede concluir que la fibra de calabacita aatuar
como mejorador en panificéei ya que mejora la terneza de la miga y la
mantiene por @ tiempo.

El aislamiento de fibra con caradtgicas funcionales es un camino
viable y con potencialidad ecémica para agregar valor a los residuos de la

industrializachn de calabacita.
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APENDICE 1

Calculo de la @:
ConsideramosSy@ozos cocidos= 1, humedad = 90%.
PMagua = 18
Contribucbn de agua por los trozos:
440 cilindros x 4,42 g/cilindro x 0.90 = 1750 g
Contribucbn de agua por el jarabe: 1680 g
Contribucbn de agua por la glucosa monohidratada: 120 g
Agua total: (1750 + 1680 + 120) g = 3550 g que equivalen a 197
moles de agua.

Aplicando la ecuacion de Norrish:

> Cerelosa:
Cerelosa: 1,32 kg representan 6,67 moles de glucosa
Xs = 6,67 /(6,67 + 197) = 0,0327
Xagua= 197 / (6,67 + 197) = 0,9673
anc = 0,9673 x exp (-2,25 x 0,0397
ayc= 0,9650

> Sacarosa:
PMsacarosa = 342. Entonces, 1.32 kg representan 3.86 moles
Xs=3,86/(3,86 + 197) = 0,0192
Xagua= 197 / (3,86 + 197) = 0,9808
aws = 0.9808 x exp (-6,47 x 0,0192
ays = 0,9784

Aplicando la ecuacion de Raoult:

> Sorbato de potasio:
PMsorbato de potasio = 150,22. Entonces, 4,4 g representan
0,0293 moles
Xagua= 197 / (0,0293 + 197) = 0,9999
avsorb = 0,9999
> Acido L-(+)-ascorbico (AA):
PMAA = 176,1. Entonces, 2,2g representan 0,0125 moles

- 209-



Xagua= 197 /(0,0125 + 197) = 0,9999

avaas = 0,9999

> Acido citrico:
PMacido citrico = 192. Entonces 3 g representan = 0,0156
moles

Xagua= 197 /(0,0156 + 197) = 0,9999

avcii = 0,9999

Aplicando la ecuacion de Ross:

Ay final = AwC - Avs BwSorb - AwAAs - Sw Citri
awfina = 0.9650 . 0.9784 . 0,9999 . 0,9999 . 0,9999

ay final = 0,9439
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“Fe de erratas”

> P.12:rengin 11
Donde dice:MC”
Reemplazar pof:PC”

> P.28: Tabla 1, columna: tan primer renghn
Donde dice:0,080”
Reemplazar pof:0,08G:0.001”

> P.35: rengin 24
Donde dice:‘reduccion en la relacion G*°/G’ para el tejido...”
Reemplazar pofiaumento en la relacion G**/G’ para el tejido...”

> P.132: Tabla 2
Donde dice:‘Hidratos de Carbono Totales”
Reemplazar pof:Hidratos de Carbono Totales no celuldsicos”

> P.132: Tabla 3
Donde dice‘Azlcares neutros de la fraccion C”
Reemplazar pof:Azicares neutros de la fraccion C (mol %)”.

> P.137: Tabla5
Donde dice*(WHC)” y*(WRC)”
Reemplazar pot{(WHC)? y “(WRC)?>’

> P.186: Reemplazar Figura 5 por:
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