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Resumen

Se analizaron bebidas de arroz sometidas a diferentes tratamientos térmicos y a UAPH. Se midi6 su tamaiio de particula y se
correlacion6 con medidas de estabilidad; se observo que las muestras procesadas por UAPH tienen una estabilidad significativa-
mente mayor. Se estudié la interaccion entre micronutrientes (Ca*") y las proteinas de la bebida y se hallé que al aumentar la con-
centracion de Ca*" la estabilidad de la bebida disminuye hasta alcanzar 80 ppm de Ca**, a partir de la cual se mantiene constante.
Los recuentos de mesoéfilos aerobios totales, esporas, Bacillus Cereus y Enterobacteriaceaes para muestras tratadas por UAPH
(temperatura de entrada 85 °C, 300 MPa temperatura en valvula 135 °C) y UAT (142 °C 6 seg) muestran una supervivencia me-
nor a 1 UFC/mL en ambos tratamientos para todos los recuentos. Se incubaron las muestras UAPH y UAT a 30 °C durante dos
semanas sin desarrollo microbiano o alteraciéon alguna. El proceso de ultra alta presion de homogeneizacion (UAPH) demostro
ser una tecnologia valida para estabilizar y preservar la leche de arroz al reducir el tamaiio de las particulas por debajo del
micrémetro, favoreciendo la estabilidad fisicoquimica de la bebida y generando, concomitantemente, una reduccion de la flora
alterante.

Palabras clave: Bebida vegetal, UAPH, arroz, estabilidad.

Abstract

Designed rice milk formulations were submitted to different thermal treatments and UHPH treatments. Particle size profiles
were measured and related to physicochemical stability. The samples processed by UHPH showed higher stability than milk
processed thermally only. From the study of the interaction between micronutrients (Ca*") and rice proteins it was found that
increasing Ca™ concentration up to 80 ppm decreases the stability of the beverage to a minimum. For UHPH treated samples
(inlet temperature 85 °C, 300 MPa valve temperature 135 °C) and UHT (142 °C 6 s), total counts, spores, Bacillus Cereus and
Enterobacteriaceaes remained all below the detection limit of 1 UFC/mL. UHPH and UHT samples were incubated at 30 °C for
two weeks without microbial growth or alteration. UHPH proved to be a valid technology to stabilize and preserve rice milk by
reducing particle size below 1 pm and reducing spoiling bacteria.

Keywords: Vegetable drink, UHPH, rice, stability.

Intro dUCCién niacina, inositol y colina las vitaminas predominantes. El arroz blanco
se compone basicamente del endosperma con un alto contenido de
almidon (aproximadamente 78 % en base humeda o 90 % en base
seca).

El salvado de arroz es una muy buena fuente energética (12-15 %
grasa), cuenta con un alto contenido de fibras (20 %) y un 13 %
de proteina de buena calidad bioldgica, la mayor parte albumina y
globulina, consideradas como hipoalergénicas (Helm y Burks, 1996).
La fraccion lipidica contiene un perfil de acidos grasos balanceado
y rico en antioxidantes como vitaminas (por ejemplo, complejo B y
alfa-tocoferol; Carroll, 1990). La fraccion serosa del salvado contiene
policosanol, eficiente para disminuir los niveles de LDL-colesterol
(lipoproteinas de baja densidad transportadoras de colesterol) e
incrementar los de HDL-colesterol (lipoproteinas de alta densidad

El arroz (Oriza sativa L.) es uno de los cultivos mas extendidos
en el mundo y el principal alimento de mas de la mitad de la
poblacion mundial (Alvarez et al., 2008). Uruguay se muestra como
pais netamente exportador de arroz y productos derivados y ha
realizado estudios que permitieron obtener granos de gran calidad,
mayormente enfocados hacia la mejora de los cultivos, las variedades
y los rendimientos de produccion. En el arroz blanco, la glutelina es
la fraccion proteica predominante y contiene un alto contenido de
lisina, a diferencia del resto de los cereales (exceptuando la avena),
que presentan a la prolamina como mayoritaria. Los valores de fibra
cruda y de lipidos son bajos: P y K son los minerales mayoritarios y
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transportadoras de colesterol; Zardoya et al., 1996).

Existe un porcentaje de arroz partido que es vendido a bajo precio
o destinado a la alimentacion de animales. Por otra parte, el salvado
de arroz desgrasado se infravalora cuando es destinado para racion
animal o como combustible y fuente de silice. Debido a su bajo costo
y composicion, resulta pertinente considerar estas fracciones para su
utilizacién como ingredientes principales de formulaciones de leche
de arroz y bebidas funcionales de arroz. En consecuencia, las bebidas
a base de arroz estan compuestas por almidon de arroz, proteinas
del grano y lipidos agregados (aceite de girasol con alto contenido
de oleico). Comparada con la leche bovina, contienen menor tenor
en proteinas y mayor en carbohidratos y pueden considerarse como
una alternativa hipoalergénica. Presentan, ademas, deficiencias en su
contenido de minerales como el calcio y vitaminas.

El proceso de ultra alta presion de homogeneizacion (u
homogeneizacion a altas presiones) acapara actualmente la atencion
por su capacidad para reducir el tamafio de las particulas por debajo
del micrometro, generar nanoemulsiones y la posibilidad que ofrece
de encapsular compuestos bioactivos con el fin de introducirlos
posteriormente en matrices alimentarias (Gracia et al., 2008).

Los homogeneizadores utilizados tradicionalmente operan en el
rango de 20 a 60 MPa (200-600 bar). Se utilizan para disminuir el
tamafio de particulas, gotas de emulsiones o globulos grasos de la
leche con el propdsito de mejorar su estabilidad y evitar los fenomenos
de coalescencia y cremado durante su preparacion y almacenamiento
(Walstra, 2003). La UAPH consiste en forzar el pasaje de un fluido
llevado a 200-400 MPa (2000-4000 bar) a través de un orificio de
escasos um (Floury et al., 2002; Thiebaud et al., 2003; Floury et al.,
2004; Diels et al., 2005; Gracia-Julia et al., 2008). La brusca bajada
de presion en la valvula se acompaifia de la generacion de fuerzas
mecanicas importantes (fuerzas de cizalla elongacionales, turbulencias,
cavitacion, impactos). Todas estas fuerzas, asi como la rapidez
elevada del fluido, contribuyen al fraccionamiento de las particulas
presentes en el liquido tratado. Este fraccionamiento permite aumentar
considerablemente el area interfasial de las particulas en suspension
en el liquido tratado. De esta manera se pueden obtener emulsiones
muy finas y estables, con una textura particular. El calentamiento del
fluido que acompatfia su pasaje por la valvula HP puede ser moderado
y controlado gracias a un sistema de refrigeracion eficaz colocado a
la salida de la valvula (Picart et al., 2006; Gracia-Julia et al., 2008).
Resulta particularmente interesante remarcar que la reduccion del
tamafio de particula se acompafia de una higienizacion del fluido
tratado (Brifez et al., 2006). El proceso de UAPH permite también
inactivar las enzimas o microorganismos presentes en los fluidos
alimentarios (Moroni et al., 2002; Vachon et al., 2002; Thiebaud et al.,
2003; Vannini et al., 2004; Datta et al., 2005; Diels et al., 2005; Hayes
et al., 2005; Picart et al., 2006; Brifiez et al., 2006).

Los efectos de la UAPH (200-300 MPa) fueron estudiados sobre
una formulacién base tradicional de leche de soja y comparados
con un tratamiento de ultra alta temperatura (UAT) por Cruz et al.
(2007), quienes muestran resultados prometedores en relacion a la
aplicacion de UAPH para estabilizar bebidas vegetales. El analisis de
perfil de tamafio de particula evidencié una intensa reduccion de las
particulas, aunque también se observaron fenomenos de agregacion.
Las muestras procesadas por UAPH resultaron mas estables respecto a
la sedimentacion, estabilidad que se mantuvo por 60 dias. Los analisis
de calorimetria diferencial de barrido indicaron que las proteinas
de soja se encontraban parcialmente desnaturalizadas a 200 MPa,
mientras que los tratamientos de 300 MPa mostraron el mismo grado
de desnaturalizacion que el tratamiento UAT.

El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos de la aplicacion
de UAPH en leche de arroz en comparacion con tratamientos térmicos
tradicionales e investigar la influencia de la [Ca™] en la estabilidad de
la leche de arroz.

Materiales y Métodos

Estudio de diferentes procesos de preparacion
de la bebida

La bebida de arroz se prepar6 a partir de arroz integral (arroz El
Paso 144, Saman, Uruguay), aceite de girasol con alto contenido de
oleico y agua destilada. Para cada produccion se obtuvieron cuatro
tipos de bebidas en funcioén del procesamiento recibido: cruda (sin
procesamiento posterior a la elaboracion), pasteurizada, UAT y tratada
a UAPH.

Estudio de la interaccion entre el Ca™ y las
proteinas de la bebida de arroz

Se prepard bebida de arroz como se describi¢ anteriormente,
utilizando agua destilada, y se tomaron cinco pares de alicuotas. A
una de las alicuotas se le agregd CaCl, y se le midi6 el pH, a la otra
alicuota solo se le corrigi6 el pH con HCI 0,05 M para que fuera
igual al de la alicuota que contenia el CaCl, (esto se realiz6 para las
concentraciones de Ca™* de 0, 31, 63, 105 y 144 ppm).

Luego se centrifugaron las muestras a 10000 g a 4 °C durante 20
min y se midi6 la concentracion de proteinas en el sobrenadante por el
método de Lowry (Lowry et al., 1951). En todos los casos fue utilizada
comoblancolabebidade arrozadicionadade dcido tricloroacético 20 %.

Tratamientos

Leche cruda: se calent6 la mezcla de agua, aceite de girasol con
alto contenido de oleico y arroz hasta 80 °C bajo agitacion, se mantuvo
la temperatura durante 10 min y luego se deja enfriar.

Las fracciones de leche de arroz cruda fueron procesadas por
triplicado segun:

Pasteurizacion (76 °C 90 segundos, pasteurizador ATI Granollers
Espafia tipo intercambiador tubos concéntricos) previo homogeneizado
180 bar (en homogeneizador de simple etapa Rannie mod lab 22.51,
Dinamarca); ultra alta temperatura (142 °C 6 segundos, equipo de
UAT intercambiador tubular indirecto multitubo GEA Finnan mod
6500, Alemania) previa homogenizaciéon primera etapa 180 bar y
segunda etapa 40 bar (homogeneizador doble etapa NIRO SOAVI
mod X68IE Italia); ultra alta presion de homogeneizacion, presion
de homogenizacion de 300 MPa, temperatura de entrada 85 °C, que
alcanza una temperatura de 135 °C durante 0,6 segundos y temperatura
de salida de 15 °C (Benchtop Homogenizer FPG 12500 Stansted Fluid
Power LTD., UK) sistema patentado (Guamis, 2010).

o o7

Medicion del tamafio de particula

Para todas las preparaciones se determind el perfil de tamafio
de particula (Mastersizer 2000 Malvern instruments LTD, United
Kingdom). El tamafio de particula se caracteriz6 analizando los
diametros de particula equivalentes D, , (didmetro medio de las esferas
de area superficial equivalente) y D, ; (didmetro medio de las esferas
de masa equivalente), utilizando el valor del indice de refraccion
1,330.

Estabilidad

Se centrifugaron las muestras a 1046 g durante 20 min a 4 °C, se
midi6 el peso del precipitado (ppto) y se expresaron los resultados en
relacion al ppto mas estable del tratamiento UAPH.
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Microbiologia

Se realiz6 para todas las preparaciones: recuento microbioldgico
de mesofilos aerobios totales (Plate Count Agar, PCA), esporas (PCA),
Bacillus cereus (Bacillus brillante) y coliformes totales (Violet Red
Bile Agar, VRBG). Inmediatamente después de su tratamiento, las
muestras recogidas de forma aséptica de los procesos UAT y UAPH
fueron incubadas a 30 °C durante dos semanas.

Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de datos se realizd en todos los casos
con el programa XLSTAT 2009, con el que se hizo un analisis de
varianza (ANOVA) y comparaciones por pares de Tukey (HSD) con
nivel de significancia de 0,05.

Resultados y Discusion

Interaccion del Ca™ con las proteinas de arroz

100 %
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Figura 1. Valores medios de porcentaje de proteina soluble en fun-
cion de la concentraciéon de Ca*+ (ppm)O(expresados en relacién
de porcentaje respecto a la concentracion de proteina soluble de
la bebida sin calcio adicionado). Las bandas horizontales indican
intervalo de confianza con un nivel de significacion de 0,05.

El efecto ejercido por el incremento del Ca™ sobre las proteinas del
arroz se traduce en una desestabilizacion de la bebida (precipitacion
de las proteinas), que aumenta con la concentracion de Ca™ hasta que
alcanza 80 ppm, a partir de la cual se mantiene constante (Figura 1).
Este efecto se atribuye a que la concentracion de proteina presente
en la leche de arroz es capaz de interactuar con una concentracion
de hasta 80 ppm de Ca™, y llega al maximo de desestabilizacion
ante la presencia de calcio en esas condiciones. Como explicacion
del efecto se propone la teoria de que el Ca™ interactia con las
proteinas de manera tal que modifica su conformaciéon exponiendo
grupos carbonilos, lo que promueve una leve disminucion de pH vy,
concomitantemente, la precipitacion de las proteinas. En las Figuras 2
y 3 es posible discriminar el efecto provocado sobre las proteinas por
el cambio de pH del efecto netamente provocado por el Ca™.

Otros autores reportan para la leche de soya interacciones similares
que provocan desestabilizacion en mayor o menor medida segun el
tipo de sal de calcio agregada y la concentracion. Segln Pattavara et
al. (2010), la adicion de 25mM de cloruro de calcio a la leche de soya
reduce el pH, aumenta la fuerza idnica y provoca coagulacion de las
proteinas.
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Figura 2. Valores medios de porcentaje de proteina soluble en fun-
cion de la concentracion de Ca** (ppm,4) y porcentaje de proteina
soluble en funcién del pH generado luego de la adicién de Ca**
(ajustado para cada concentracion de calcio,®). Se tom6 en ambos
casos como 100 % la concentracién de proteina soluble en la leche
de arroz sin la adicién de Ca**. Las bandas horizontales indican
intervalo de confianza con un nivel de significacion de 0,05.
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Figura 3. Valores medios de porcentaje de proteina soluble en
funcion del pH para la bebida sin Ca** € y porcentaje de proteina
soluble en funcién del pH para la bebida con Ca** M. Se tom6 en
ambos casos como 100 % la concentracion de proteina soluble en
la leche de arroz sin la adicion de Ca**. Las bandas horizontales
indican intervalo de confianza con un nivel de significacion de 0,05.

Estabilidad frente a la centrifugacion

La influencia de la disminucién en el tamafio de particula
puede observarse en los estudios de estabilidad forzados mediante
centrifugacion a 1046 g (Tabla 1). Esto explica la menor separacion
de fases y estabilidad observada en las leches de arroz procesadas
mediante UAPH.

Leche de arroz Relacion de ppto en bae a la UAPH

Cruda 5.38+0.16
Pasteurizada 2.49+0.11
UAT 1.54£0.11
UAPH 1.00 £ 0.05

Tabla 1. Relacion de ppto en base a la bebida tratada por UAPH.

La distribucion del tamafio de particula de los tratamientos se
muestra en la Figura 4 y los didmetros medios ponderados de superficie
y volumen de las esferas equivalentes se presentan en la Tabla 2.
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Figura 4a. Distribucion de tamano de particula en relacion al porcentaje de volumen para los diferentes tratamientos.
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Figura 4b. Distribucion de tamafno de particula en relacién al porcentaje de particulas totales para los diferentes tratamientos.

Leche de arroz D[3,2] pm D[4,3] pm
Cruda 5.829 95.541
Pasteurizada 0.934 7.754
UAT 0.997 15.098
UAPH 0.0651 7.889

Tabla 2. Diametros medios de particulas en las distintas muestras de leche
de arroz expresado como diametro de esfera de superficie y volumen
equivalente D[3,2] y D[4,3], respectivamente.

Leche PCA recuento PCA esporas Bacillus brillante VRBG coliformes
de arroz total UFC/ml UFC/ml Bacillus cereus UFC/ml UFC/ml
Cruda (2.62 +0.6) E+05 (8.67 + 1.6) E+01 (1.17 +0.7) E+03 (2.50 + 0.4) E+03
Pasteurizada (1.00 £ 0.3) E+02 (6.02 + 1.2) E+01 (5.17+0.3) E+01 <1

UAT <1 <1 <1 <1

UAPH <1 <1 <1 <1

Tabla 3. Recuento microbiolégico de las cuatro preparaciones, realizados inmediatamente después de cada tratamiento.
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Si bien para todos los tratamientos el tamailo de particula maximo
(Figura 4a) se reduce a 100 pum, para el proceso UAPH la reduccion
del tamafio medio de particula es significativo con respecto a la leche
cruda y a los tratamientos térmicos. El D4,3 también expresa que la
formacion/presencia de particulas/agregados de tamafio superior a
la media es menor (Tabla 2). E1 90 % de las particulas de la bebida
procesada por UAPH tiene un didmetro de particula menor a 0,262 pm;
esto condice con lo reportado por Poliseli-Scopel (2011) para bebidas
de soya donde el 80-95% del volumen total de particulas esta en el
rango de 0 - 0,6 um.

Microbiologia
Recuentos microbiolégicos de los distintos tratamientos

Luego de una y dos semanas de incubacion, los recuentos para
todos los microorganismos de las leches UAT y UAPH fueron inferiores
a 1 UFC/mL, por debajo del limite de deteccion de la técnica. Los
resultados microbioldgicos indican que es posible comparar el proceso
UAPH con la aplicacion de tratamientos térmicos tradicionales;
resultados similares se reportan para bebidas de soya tratadas por UAT
(142°C, 6 segundos) y UAPH (300 MPa, temperatura de entrada 75 °C)
en la que una incubacion por 20 dias a 30 °C no mostr6é desarrollo
microbiano (Poliseli-Scopel et al., 2011).

Conclusiones

La interaccion del Ca™ con las proteinas de arroz provoca posos
en las bebidas de arroz. Para la formulacion estudiada la desestabiliza-
cion de la bebida aumenta con la concentracion de Ca'™ hasta que al-
canza 80 ppm, concentracion a partir de la cual se mantiene constante.

Los resultados microbioldgicos indican que es posible comparar
el proceso UAPH con la aplicacion de tratamientos térmicos tradicio-
nales, con el beneficio agregado de un aumento en la estabilidad de la
bebida frente a la formacion de sedimento y el cremado. Asi, resulta
evidente el gran potencial que presenta la UAPH para ser aplicada en
leche de arroz, cuya materia prima es una de las de mayor produccion
en Uruguay.
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