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ESTABILIZACION TERMICA: ESTABILIZACION DEL SALVADO DE
ARROZ COLOMBIANO MEDIANTE TRATAMIENTO TERMICO PARA
EVALUAR LA CONSERVACION DE ACIDOS GRASOS INSATURADOS
Y ANTIOXIDANTES (TOCOFEROLES Y TOCOTRIENOLES)

Para evitar la pérdida de acidos grasos insaturados y antioxidantes se propone aplicar
el tratamiento de calor humedo evaluado a tres temperaturas (80, 100y 120 °C) y a
tres diferentes tiempos de exposicion (3, 5 y 10 minutos), esto con el fin de inactivar
las enzimas que promueven el rapido deterioro, como las lipasas (hidrolisis) y las pe-
roxidasas (oxidacion). Se evaluo la estabilizacion y los antioxidantes de acuerdo a la
liberacion de acidos grasos libres insaturados (AGLI) (suma de omegas: w-3: Linolé-
nico, w-6: Linoléico, w-9: Oléico), y la concentracion de los tocoferoles (suma de «a-T,
B-T, y-T y 8-T) y tocotrienoles (suma de «-T3, B-T3, y-T3 y §-T3) en el transcurso del
tiempo (0, 15 y 30 dias).

MATERIALES Y METODOS

Para evitar la pérdida de acidos grasos insaturados y antioxidantes se propone aplicar
el tratamiento de calor humedo evaluado en tres temperaturas (80, 100 y 120 °C) y en
tres tiempos de exposicion (3, 5 y 10 minutos), con el fin de inactivar las enzimas que
promueven el rapido deterioro, como las lipasas (hidrdlisis) y las peroxidasas (oxida-
cion).

Se consideré como estable las muestras que no presentaron liberacién de &cidos grasos
libres insaturados (AGLI) (suma de omegas: w-3: linolénico, w-6: linoléico, w-9: oleico), y
la conservacién de antioxidantes tocoferoles (suma de a-T, B-T, y-T y 8-T) y tocotrienoles
(suma de suma de a-T3, B-T3, y-T3 y 8-T3) en el transcurso del tiempo (0, 15 y 30 dias).

Caracteristicas del salvado de arroz

El SA utilizado fue identificado como mezcla de los pulidos de planta (pulido 1+ pulido
2 + pulido 3) con un tamano de particula de 450 ym, donado por el molino Arroz del
Llano, proveniente de Villavicencio, Colombia.

Una vez recolectadas en los molinos, las muestras de salvado fueron conservadas
en empaque individual a baja temperatura (-20 °C) y selladas al vacio (ElectroluxR, H
420).

Estabilizacion del salvado
Estabilizacion a 120 °C

Se precalentd la autoclave eléctrica (All-americanR) hasta generar vapor saturado.
Después, se introdujo en esta una bandeja circular de aluminio que contenia 150 g de
SA con una humedad del 10 al 11%, verificando que tuviera un espesor de 3 cm. Se
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cerrd el autoclave y se dejo calentar por 27 minutos. Pasado este tiempo, y observan-
do que la temperatura de la autoclave alcanzara los 120 °C, se sometio la muestra a
los tiempos de estabilizacion deseados: 3, 5 y 10 minutos. La temperatura del sistema
fue controlada manualmente en 120 °C, utilizado la valvula de alivio como elemento
de control (grafica 27).

Se retird la bandeja con el salvado (humedad 17-18%), se transfiric a papel aluminio y
se llevo a un secador de conveccion forzada (MLWR) a 40 °C. Se dejo por 18 minutos
para obtener el salvado final con una humedad de entre 8 y 10%.

Figura 27. Montaje experimental para estabilizacion de 120 °C

Estabilizacion a 100 °C

El desarrollo de la experimentacion es el mismo que el de 120 °C, el cambio es el
tiempo de calentamiento de la muestra, que fue hasta el momento de la ebullicion del
agua de la autoclave. En este caso, la valvula de alivio de la autoclave permanecio to-
talmente abierta para asegurar los 100 °C. El tiempo de secado fue de 12 minutos (de
10 a 11% de humedad), ya que el salvado salié de la estabilizacion con una humedad
de 14-15%, que es menor que para la anterior condicion.

Estabilizacion a 80 °C

En la estufa de gas (Josearraga®), se dispusieron dos recipientes metalicos, de forma
que permitiera el flujo de vapor del agua en ebullicion a la matriz vegetal (grafica 28).
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Grafica 28. Montaje experimental para estabilizacion de 80 °C

Se introdujo la bandeja de aluminio con el salvado, con un espesor de 3 cm y humedad del
10 al 11%. Una bandeja de icopor se posiciono en la parte superior de la olla permitiendo el
ingreso de aire y la liberacion de presion para mantener los 80 °C. El control de la tempera-
tura se llevé a cabo mediante tres termocuplas situadas asi: una en el fondo de la bandeja
de salvado, otra en el medio de la bandeja y otra en el ambiente dentro de la olla. Posterior-
mente se retird la bandeja con el salvado con una humedad de 14-15%, se transfirio a papel
aluminio y se llevo a un secador de conveccion forzada (MLW®) a 40 °C. Se seco por 12
minutos para obtener el salvado con una humedad final entre el rango del 8 al 10 %.

Analisis de muestras
Extraccion de aceite del salvado de arroz estabilizado

La extraccion de aceite crudo de SA se llevd a cabo como se describe en el capitulo
1, gréfica 2.

Separacién y cuantificacion de acidos grasos insaturados libres del aceite
extraido del salvado de arroz estabilizado

La metodologia para la separacion de acidos grasos insaturados libres se explica en
la metodologia expuesta en el capitulo 1, gréafica 5.

La cuantificacion de los de acidos grasos insaturados libres (oléico, linoléico y lino-
lénico) por HPLC se realiz6 bajo las condiciones descritas en el capitulo 1 expuestas
en “Condiciones cromatograficas Il para cuantificacién de acidos grasos insaturados
(oléico, linoléico y linolénico) libres y totales”.
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Separacion y cuantificacion de tocoferoles y tocotrienoles del aceite extraido del
salvado de arroz estabilizado

La metodologia para la separacion de tocoferoles y tocotrienoles se explica en la me-
todologia expuesta en el capitulo 1, gréafica 3.

La cuantificacion de los de tocoferoles y tocotrienoles por HPLC se realizaron bajo las
condiciones descritas en el capitulo 1 expuestas en “Condiciones cromatograficas |
para cuantificacion de tocoferoles, tocotrienoles y y-orizanol™.

Calculo de las concentraciones de los componentes funcionales

Para la cuantificacion de los componentes funcionales se utilizo una curva de calibra-
cion especificada por area (mV min) vs Concentracion (ug/ml), ésta arrojo una ecua-
cion de la curva que permitié el calculo de la concentracion del compuesto de interes
por interpolacién del area arrojada por el cromatograma.

Posteriormente se empleod la Ecuacion (5) para hallar la concentracién del componen-
te de interés en 100 gramos de SA (bs):

X ug * 1 ml * g aceite salvado * 10-6 * 100 = g componente

ml gaceite (13 g-9%H) Tug 100 g de SA (bs)

(5)

Siendo,

X = dato obtenido mediante la interpolacion por la ecuacion de la curva (ug/ml).
= gramos de aceite de SA tomados para la prueba (g).

J.coite salvago = CONteNido de aceite extraido del SA (g).

%H = humedad del SA (%).

gaceite

Nota. Los resultados para el Gamma Oryzanol no se tuvieron en cuenta, puesto que
las cantidades obtenidas a través del tiempo para todas las muestras no mostraron
una tendencia logica con la cual se pudiera dar un analisis acertado.

Analisis estadistico

Los factores utilizados en esta experimentacion fueron temperatura, tiempo de expo-
sicion al calor humedo (tiempo de estabilizacion) y tiempo de muestreo. Los niveles
que se usaron fueron la temperaturas de 80, 100 y 120 °C; tiempo de exposicion de 3,
5, 10 minutos; el tiempo de muestreo fue en los dias 0, 15 y 30.

Los datos obtenidos se sometieron a la prueba de normalidad, y después se ejecu-
todun analisis de varianza (ANOVA MULTIFACTOR), la comparacion se efectud con la
prueba de rangos multiples de Duncan, para una probabilidad de P<0.05, empleando
el paquete estadistico Statgraphics ® Plus 4.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis de acidos grasos insaturados libres (AGIL)

El aceite del SA sufre diferentes transformaciones, debido a que el enlace éster de los

acilgliceroles es susceptible a la hidrdlisis quimica y enzimatica; a su vez, los acidos
grasos insaturados se degradan por reacciones oxidativas, y producen compuestos
volatiles que generan olores y sabores desagradables (Pérez, 2008).

Por lo tanto, una manera indirecta de medir la estabilidad en el SA fue la cuantificacion de
acidos grasos libres insaturados (suma de omegas: w-3: oleico, w-6: linoléico, w-9: linoléni-
o), que proporcionan una calidad funcional a este subproducto de la industria arrocera. El
muestreo de los &cidos grasos insaturados libres se llevo a cabo durante los dias 0, 15 y 30.

Analisis del tratamiento térmico a 120 °C

La grafica 29 (a, b y ¢) muestra los resultados del estudio para las variables de tratamiento
(tiempo de exposicion al calor humedo y temperatura del tratamiento) y los tiempos de
muestreo, con respecto a las concentraciones de acidos grasos insaturados libres. Se
puede notar que la concentracion de AGIL en el SA tratado a 120 °C en el tiempo inicial,
es aproximadamente veinte veces mayor que la del blanco. Este fenémeno puede atri-
buirse a la temperatura, a la acidez formada (AGIL) y a las condiciones de humedad pro-
pias del tratamiento térmico evaluado, ya que estas condiciones favorecen las reacciones
de hidrolisis quimica (Barber et al., 1987; Perez, 2008). Estos factores generan una ruptura
del enlace éster de los triglicéridos, y liberan glicerol y acidos grasos insaturados, debido
al aumento en la humedad de la matriz de SA, de 6 a 7 puntos de humedad mas que para
los otros tratamientos (humedad inicial: 11%, humedad final: de 17 a 18%).
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Grafica 29. Comportamiento de las muestras expuestas a diferentes temperaturas y a diferentes
tiempos de exposicion para los AGIL. a) SA expuesto a 3 minutos de estabilizacién; b) SA expuesto a
5 minutos de estabilizacion; ¢) SA expuesto a 10 minutos de estabilizacion.
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El analisis de varianza arrojo diferencias significativas para las temperaturas de los
tratamientos, mientras que los tiempos de exposicion y de muestreo no presentaron
diferencias tan radicales. Mediante la prueba de Duncan para la temperatura de trata-
miento, se encontrd que el experimento realizado a 120 °C presento diferencias con
respecto a los de 80 y 100 °C (tabla 39).

Es importante apreciar que para todos los blancos (sin tratamiento de estabilizacion)
los AGIL aumenta continuamente con el tiempo de muestreo (pendiente creciente),
lo que no ocurre para la mayoria de las muestras tratadas con calor (proceso de
estabilizacion).

Tabla 39. Tabla del analisis de varianza para los acidos grasos insaturados libres y
diferencias significativas entre las temperaturas.

ANALISI;DE VARIANZA DUNCAN |

Factores .\_lﬂ?r deP Temperatura (°C) : mfere,','_c?ii', 5 :
Temperatura (°C) *0,0000 80-100 0,0317803
ii;ﬁ;;d;x;osicién (minutos) | 0,1414 80-120 | £.0,148888
‘x— - Tiempo de muestreo (dias) B 70;4969 100-120 1 ";-0,180668

* Indica diferencias significativas a nivel de p<0.05; & denota diferencia significativa entre niveles.

A diferencia de los otros, en este tratamiento se observé una disminucion en la con-
centracion de AGIL a los treinta dias de muestreo. Es posible que dicho efecto se
deba a la oxidacién de los enlaces insaturados presentes en los AGIL; mientras que
la auto-oxidacion se explique por la presencia de luz y por el O, presente en el aire,
debido a que la adicién de este componente al enlace doble de la cadena del acido
graso insaturado forma peroxidos o hidroperéxidos, compuestos inestables que se
descomponen en hidrocarburos, como aldehidos y cetonas (Alton, 1984).

Otros factores que afectan la concentracion de los AGIL con respecto al tiempo son
las enzimas presentes en el SA como la peroxidasa, ya que al ser termorresistente,
tiende a recuperar su actividad catalitica después de inactivarse por el calor a 120 °C.
Esta regeneracion se evidencia cuando el medio ofrece factores favorables como la
humedad, pues cuanto menor es la cantidad de agua, mayor estabilidad al calor pre-
senta, por lo tanto es posible que la humedad de 11 a 17% no fuera suficiente para
la desnaturalizacion de este biocatalizador. Para humedades entre 20 y 35% vy a la
misma temperatura se ha comprobado la desnaturalizacién de esta enzima (Barber et
al., 1987).
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Analisis del tratamiento térmico a 100 °C

Con respecto al tiempo inicial para el tratamiento a 100 °C, la concentracion de los
AGIL fue, aproximadamente, cuatro veces mayor, comparada con el blanco. Este fe-
nomeno fue mas leve que el del ensayo a 120 °C, y puede ser atribuido a la menor
temperatura y humedad de la muestra evaluada.

En el tiempo de muestreo 15 y 30 dias, los AGIL permanecieron casi constantes (acer-
candose a una pendiente de cero). Esto se confirmé mediante el analisis estadistico
ANOVA para los diferentes tiempos de muestreo, que reveld que no existen diferen-
cias significativas con respecto a la liberacion de AGIL (p=0,4969; a=0,05).

Para el tiempo de exposicion al calor himedo, se evidencio un p=0,1414 («=0,05), lo
que permite asegurar que el efecto del tiempo de exposicion (3, 5 y 10 min) no fue
estadisticamente significativo (p>0.05); por lo tanto, se recomienda la estabilizacion a
tres minutos de exposicion con tratamiento térmico, ya que requiere menos tiempo y
vapor, y esto se traduce en beneficios econémicos.

El grado de estabilidad del SA generado a la condicion de 100°C puede ser atribuido
a la desnaturalizacién de las enzimas (lipasas | y Il, lipoxigenasas), ya que a tempera-
turas mayores a 80°C las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria sufren efectos
de ruptura de enlaces generados por los puentes de hidrégeno, interacciones hidrofo-
bicas y puentes salinos (Barber et al., 1987).

Analisis del Tratamiento Térmico a 80 °C

El comportamiento del SA tratado a 80 °C fue inestable desde el punto de vista de
AGIL. La concentracion de AGIL a través del tiempo de muestreo se incremento (au-
mento de la pendiente), pero en menor proporcién que el blanco, por lo tanto, no se
efectud una estabilizacion eficiente bajo estas condiciones.

Esta inestabilidad puede atribuirse a la regeneracion o recuperacion de las enzimas
lipasas (I y Il) y lipoxigenasas después del tratamiento, ya que su desnaturalizacion se
da a temperaturas mayores de 80 °C, lo que permite el reacomodamiento de la estruc-
tura proteica del biocatalizador, por lo tanto, con el tiempo, puede recuperar parte de
su estructura activa (Barber et al., 1987).

Analisis de tocoferoles y tocotrienoles

En la grafica 30 (a, b y c) se muestran los resultados para las variables de tratamiento
(tiempo de exposicion al calor humedo y temperatura del tratamiento) y los tiempos
de muestreo con respecto a las concentraciones de tocoferoles.
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Grafica 30. Comportamiento de las muestras expuestas a diferentes temperaturas y a diferentes
tiempos de exposicion para los tocoferoles. a) SA expuesto a 3 minutos de estabilizacion; b) SA ex-
puesto a 5 minutos de estabilizacion; c) SA expuesto a 10 minutos de estabilizacion.

Los aceites y grasas naturales contienen substancias antioxidantes capaces de cap-
turar los radicales para evitar la oxidacion de los acidos grasos insaturados libres, la
preservacion de dichos compuestos determina un efecto de estabilidad en las mues-
tras, ademas de conservar la funcionalidad en el SA

Al observar la grafica 30 (a, b y c) se observan pérdidas en la concentracion inicial
de tocoferoles en los tratamientos con respecto al blanco, estas oscilan entre el 60 y
el 80%, para todos los tiempos de exposicion evaluados. Esto puede deberse a que
los tocoferoles presentes en el SA posiblemente son sensibles a altas temperaturas,
segun Eitenmiller & Lee (2004) estos compuestos sufren degradacion de un 28 a un
60% cuando son expuestos por encima de 60 °C. La luz y el oxigeno son factores que
afectan también este fendmeno (Navarro et al., 2004), lo que ocasiona una pérdida de
la capacidad antioxidante debido a la apertura del heterociclo convirtiéndose posible-
mente en tocoquinonas (Alton, 1984).

El analisis ANOVA arrojo diferencias estadisticamente significativas en la relacion concen-
tracion de tocoferoles, temperatura de los tratamientos y tiempo de muestreo (dias). Esto
se evidencia en la degradacion de los tocoferoles presentes en el SA en el tempo de Oy
30 dias, en el intervalo de muestreo de 0 y 15 dias no se observaron diferencias estadisti-
camente significativas en la concentracion de dichos compuestos, por lo tanto se infiere
que la muestra es estable en tiempos (tabla 40). Tampoco se observaron diferencias esta-
disticamente significativas (p>0.05) con respecto a los tiempos de exposicion.
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Tabla 40. Tabla del analisis de varianza para los tocoferoles y diferencias significativas
entre la temperatura y el tiempo de muestreo.

ANALISIS DE VARIANZA DUNCAN DUNCAN :
Factores Valor de P | Temperatura (°C) | Diferencia Tlempo‘:g;uestm  Diferencia
Temperatura (°C) | *0,0252 80-100 0.000152 0-15 0,0007259
Tie’"p{"m“iﬁlﬁ’g‘;‘;‘“c‘é“ 00625 80-120 5.0.001107 0-30 £.0,001790
Tiempo (‘é?a’;;“es“e" *0,0004 100120 *0.000955 15-30 "0,001066

T N T

a  TOCOTRIENOLES 3 MIN DE EXPOSICION
"8 0.0200
2
3 00150 - 80"C
ﬁ ——100°C
3 00100 —120°C
G4 ——
S 0.0050 Blanco
E 0.0000
= 0 5 10 15 20 25 0 35
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* Indica diferencias significativas a nivel de p<0.05.; & denota diferencias sig-;nificativas entre niveles.
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Grafica 31. Comportamiento de las muestras expuestas a diferentes temperaturas y a diferentes
tiempos de exposicion para tocotrienoles. a) SA expuesto a 3 minutos de estabilizacion; b) SA ex-
puesto a 5 minutos de estabilizacion; c) SA expuesto a 10 minutos de estabilizacion.

En la grafica 31 (a, b y c) se observan pérdidas en la concentracion inicial de tocotrie-
noles en las muestras con relacién al blanco, estas oscilan entre el 30 y el 60% para
todos los tiempos de exposicion evaluados. Una explicacion para esto puede ser que,
como en el caso de los tocoferoles, los tocotrienoles son sensibles a las temperatu-
ras mayores a 60 °C (Eitenmiller & Lee, 2004), luz y el oxigeno (Navarro et al., 2004),
de modo que se convierten en tocotrienolquinonas por apertura del heterociclo, y asi
pierden su capacidad antioxidante (Baldenius et al., 2004).
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Los factores que presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) so-
bre la conservacién de los tocotrienoles fueron el tiempo de exposicion (minutos) y el
tiempo de muestreo (dias), como se observa en la tabla 36. La temperatura del tra-
tamiento del SA no mostré diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre
estos. Con respecto al tiempo de muestreo, los tocotrienoles disminuyen su concen-
tracion en el transcurso de los 30 dias, aunque en el lapso de 0 a 15 dias se evidencio
una conservacion de este componente.

En la tabla 41 se muestra el analisis de varianza para los para los tocotrienoles y di-
ferencias significativas entre el tiempo de exposicion y el tiempo de muestreo.

Tabla 41. Tabla del analisis de varianza para los tocotrienoles y diferencias significati-
vas entre el tiempo de exposicion y el tiempo de muestreo.

! ANALISIS DE VARIANZA DUNCAN DUNCAN
' } Valor Tiempo de Tiempo de 1‘
Factores l de P exposicion Diferencia muestreo | Diferencia
A o (minutos) | (dias)
Temperatura (°C) 0.0695 3-5 £0.001821 0-15 0.000678
Tiempo de 1 R
exposicion | *0,0082 3-10 40.002508 0-30 8.0.002894
lrpinutos} L | ) .
Tiempo de '

*0.0016 5-10 0.000687 | 15-30 £.0.002215

_ 5 | |
* Indica diferencias significativas a nivel de p<0.05.; & denota diferencias significativas entre niveles

muestreo (dias)

Los tocoferoles y tocotrienoles se estabilizaron entre el dia 0 y 15, por lo tanto, la con-
servacion de los componentes antioxidantes es factible para dicho intervalo.

CONCLUSIONES

La concentracion de tocoferoles fue casi constante para los tiempos de muestreo de 0
a 15 dias, e independientes de los tiempos de exposicion evaluados (3, 5 y 10 minutos).
En la mayoria de los casos, la concentracion de tocotrienoles fue casi constante para
estos tiempos, e independiente de la temperatura del tratamiento (80, 100 y 120 °C).

El SA evaluado a 120°C y a las condiciones experimentales de este estudio no fue efec-
tivo debido a la alta liberacion de AGIL tras el proceso de estabilizacion (tiempo inicial).
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