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RESUMEN

El desarrollo de alimentos que incluyan a la poblacién celiaca y que contengan
compuestos activos provenientes de fuentes naturales es una tendencia desde el
punto de vista nutricional. Estos compuestos (antioxidantes, proteinas, fibras,
vitaminas y minerales) estan presentes también en subproductos de la industria de
alimentos que pueden ser utilizados para generar alimentos con beneficios para la
salud. Por ello, en este trabajo de tesis se desarrollé6 un snack a base de maiz con
harina de lino y extracto de yerba mate y un alimento gelificado a partir del liquido de
coccion del maiz con concentrado proteico de suero de leche, miel y harina de lino.

Para obtener el snack se agrego el extracto de yerba mate (1y 3% p/p) en el agua
para la coccion del maiz y una vez obtenida la pasta de maiz se agregé la harina de
lino (1, 3y 5% p/p en base al maiz seco). Se determinaron las condiciones éptimas de
procesamiento (tiempo y temperatura de horneado, espesor, forma de agregado de
ingredientes) y el producto se caracterizé a través de su color superficial (L*, a* y b*),
contenido de humedad y actividad acuosa. Se evaluaron las modificaciones en la
textura (estrés de fractura, tension de fractura y modulo de Young) de los shacks a
diferentes tiempos de almacenamiento y la microestructura se observd por
microscopias electronica de barrido y confocal laser de barrido. Se cuantificaron
polifenoles, flavonoides y actividad antioxidante, se determind la composicién final del
snack (humedad, proteinas, lipidos, cenizas, carbohidratos totales) y se realizé la
evaluacién sensorial con panelistas no entrenados.

Los resultados mostraron que un aumento en la concentracion de harina de lino
condujo a un mayor contenido de humedad de los snacks debido al aporte de
proteinas y fibras de la harina con alta capacidad de retencion de agua. Por otro lado,
el efecto favorable del extracto de yerba mate al disminuir la humedad de las muestras
se atribuiria a la interaccidén de los flavonoides del extracto con las proteinas de la
harina que disminuiria los grupos hidroxilos disponibles. Ademas, se hall6 que el
agregado de harina de lino aumentd la actividad acuosa de los snacks,
seleccionandose el sistema con 3% de harina de lino para los siguientes ensayos por
presentar menor riesgo microbioldgico. La incorporacion de la harina y el extracto
disminuyd la luminosidad (L*) de las muestras, con una tonalidad mas intensa, aunque
conservando el matiz amarillo de los snacks con s6lo maiz como ingrediente. Al
analizar el comportamiento de textura se observd que el agregado de harina de lino a
los snacks disminuyd el estrés de fractura y el modulo elastico hasta aproximadamente
la mitad del tiempo de almacenamiento para luego volver a aumentar hacia el final del

almacenamiento. En cambio, el extracto de yerba mate tuvo el efecto opuesto



aumentando el moédulo elastico hasta el dia 14 de almacenamiento para luego
disminuir hasta valores similares a los iniciales. Los efectos combinados de la
retrogradacién del almidon, la migracién de agua y la interaccién flavonoides-proteinas
serian responsables de los cambios en la textura de los snacks durante el
almacenamiento. En el analisis sensorial se observd que, si bien los snacks fueron
aceptados por su color y crocancia, la harina de lino y la yerba mate disminuyeron la
aceptabilidad global del producto por aportar sabor amargo y astringencia. Los snacks
presentaron actividad antioxidante, si bien se hall6 un contenido de polifenoles y
flavonoides menor que en el extracto de yerba mate ya que estos compuestos
permanecieron en el liquido de coccién. Finalmente, los snacks pueden considerarse
aptos para celiacos ya que se detecté que no contienen prolaminas.

Con el objetivo de elaborar un postre a partir del liquido remanente de la coccion
del maiz, que contiene almidoén lixiviado del granulo y los antioxidantes de la yerba
mate, se agrego harina de lino (2% p/p), miel (8% p/p) y concentrado proteico de suero
lacteo en diferentes concentraciones (5, 7 y 9% p/p) a fin de determinar el nivel
necesario para lograr una textura adecuada. Las dispersiones obtenidas se gelificaron
por calentamiento. Sobre los geles obtenidos se realizaron ensayos de textura y
reologia, asi como determinaciones de color, capacidad de retencion de agua,
contenido de polifenoles totales, composicién nutricional y evaluacién sensorial.

Al analizar el comportamiento reolégico y de textura se hallé que el agregado de
harina de lino aumentd la viscosidad aparente y rigidez de los geles, al igual que lo
hizo el precalentamiento inicial de la dispersion. El aporte de almidén y de fibras de la
harina de lino, como asi también la interaccion de éstos con los demas componentes
de la muestra, contribuyeron a la formacion de geles mas fuertes. Ademas, la afinidad
de los polifenoles del extracto de yerba mate por las proteinas del lactosuero influiria
sobre el comportamiento viscoelastico de los geles. Por su parte, la miel tuvo un efecto
opuesto a la harina al disminuir los parametros reologicos y de textura en los geles
ensayados. La capacidad de retencion de agua de los geles tuvo una leve tendencia
de aumento con el agregado de miel debido a su capacidad de formar puentes de
hidrogeno. Se hallé que el contenido de polifenoles totales disminuyé en el producto
final como consecuencia de los tratamientos térmicos durante la elaboracion. En
cuanto a la composicién final del postre formulado, su contenido de proteinas fue
mayor que en un postre comercial mientras que los contenidos de lipidos y glucidos
fueron menores, denotando un perfil nutricional saludable en el producto desarrollado.
Al igual que en el snack, el analisis sensorial mostré que debe optimizarse el sabor del
postre incrementando el nivel de miel, teniendo en cuenta que esta modificacién puede

alterar la textura del producto final.
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Capitulo 1

Introduccion



1.1. Tendencias en nutricion

En los ultimos afios, la promocion del estilo de vida saludable condujo a los
consumidores a elegir los alimentos que se asocian con su salud y bienestar. La
variedad en texturas, sabores, como asi también el mayor aporte nutricional, tamano y
tipo de envase, etc., son tenidos en cuenta al momento de la compra del alimento,
como asi también el ahorro de tiempo que brindan los productos pre-elaborados
(Mintel Report, 2018).

Por otro lado, en las ultimas décadas se produjo la revalorizacién de los cereales
en los alimentos listos para consumir, como es el caso de snacks y cereales para
desayuno, con el consiguiente desarrollo de procesos para su elaboracién (Waojtowicz
y col., 2015). Este tipo de alimentos pueden ser formulados a partir de ingredientes o
aditivos con funciones especificas, segun se desee enriquecer el producto en un
nutriente esencial o se encuentre dirigido a cierto rango etario (Potter y col., 2013) o
con algun tipo de patologia (Reis y Abu-Ghannam, 2014, Mir y col., 2019). Ademas,
existe una tendencia creciente a la utilizacion de residuos vegetales o de subproductos
de diversas industrias para formular alimentos enriquecidos con antioxidantes,
minerales, vitaminas y otros compuestos biolégicamente activos que aporten un
beneficio adicional a la salud (Sun-Waterhouse y col., 2010, Makila y col., 2014,
Yuksel y col., 2014, Cueto y col., 2017).

1.2. Alimentos a base de maiz

En la alimentacion humana el maiz (Zea mays sp.) se destina en su mayor parte a
la produccién de almidon (molienda humeda) y mas del 70% de éste es convertido en
jarabes de glucosa y de fructosa. La otra forma de utilizacién del maiz es a través de la
molienda seca, siendo ésta muy variada y dependiente de varios factores, entre ellos
los culturales. Por ejemplo, en México los productos denominados “tortillas” se
elaboran con el grano entero molido (incluyendo el germen) (Fig. 1.1), previamente
cocido en agua de cal. Este proceso llamado “nixtamalizacion” utiliza molinos de
muelas o discos, transformando al grano hidratado en una masa Guzman, (2009). La
coccion en alcali provoca la degradacion del pericarpio, la pérdida de proteinas
solubles (albumina y globulina de bajo peso molecular contenidas en el germen) y la
gelatinizacién parcial del almidén. Debido a la estructura compacta del grano de maiz
(Fig. 1.1), la extension del tratamiento con alcali estd dominada fuertemente por la
difusién de iones calcio en la estructura compleja del grano. A temperaturas comunes
de ebullicion (90-100°C), el grano de maiz sufre gelatinizacion parcial, facilitando el

transporte y la unién de los iones calcio.
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Figura 1.1. Estructura del grano de maiz. Fuente: delmaiz.info

En el caso de productos como la “polenta” y la “arepa” (producto panificado tipico
de Colombia), su elaboracién parte del grano de maiz molido, previamente
desgerminado y descascarado, donde se utiliza la fraccion del endospermo rica en
almidon y con alto contenido de proteinas (Tabla 1.1). En el presente trabajo se
pretende obtener un snack tomando como base el proceso de elaboracion tradicional
de las arepas, donde se obtiene una pasta a partir del calentamiento de los granos de
maiz pisado colorado con agua potable (Marin y col., 2011). Ya que el producto final
planteado no es un panificado, las etapas de laminado, moldeado y horneado seran

diferentes al de las arepas.

Tabla 1.1. Composicién quimica del grano de maiz

Comppnente Pericarpio Endospermo Germen
quimico

Proteinas 3,7 8,0 18,4
Extracto etéreo 1,0 0,8 33,2
Fibra cruda 86,7 2,7 8,8
Cenizas 0,8 0,3 10,5
Almidén 7,3 87,6 8,3
Azucar 0,3 0,6 10,8

Fuente: Watson (1998).



La coccion de los granos de maiz en agua involucra la gelatinizacion del almidon
del endospermo, sin embargo, la estructura del grano de maiz hace que este proceso
ocurra en forma diferente de lo que sucede en matrices con almidones o harinas puros
0, como se menciond anteriormente, en los granos sometidos a nixtamalizacion. El
proceso de gelatinizacion involucra la pérdida de la estructura ordenada del almidon
luego del calentamiento en presencia de suficiente agua, generalmente mayor a un
30% dependiendo de la fuente botanica del almidén. Durante este proceso los
granulos de almidén absorben agua, aumentando varias veces su tamafo y liberando
al medio las cadenas de amilosa y amilopectina lo que provoca la pérdida de
cristalinidad del granulo y un aumento de la viscosidad del medio. Al avanzar el
calentamiento, se produce ruptura de los granulos y pérdida de la integridad
(Ratnayake y Jackson, 2006).

En cambio, al utilizar granos de maiz, la coccion con agua en ebullicion puede
demandar un tiempo aproximado de 2,5 a 3 horas, como en la preparacion de las
arepas. Parte del almidon contenido originalmente en el grano de maiz no se libera,
pero si absorbe agua, lo que hace que el grano aumente su volumen formando la
pasta de maiz hidratada. La cantidad de almidén liberada durante la coccién, con
potencial aplicacion, es de aproximadamente el 40% del almidén original del grano de
maiz crudo. De esta forma, las cadenas de amilosa y amilopectina liberadas del
interior del grano de maiz quedan en disolucién en el liquido de coccidn denominado
“claro de maiz” (Garcia y col., 2006).

Un factor importante para tener en cuenta son las caracteristicas reolégicas de la
pasta obtenida ya que se observa pegajosidad, que hace que se adhiera fuertemente
a la cinta de amasado, y no cohesividad, que conduce a una inadecuada formacioén del
producto. Por lo tanto, es importante incorporar ingredientes que ayuden a la
formacion de una pasta cohesiva y laminable del snack y de ser posible que sean
naturales y de bajo costo. Por ello, en este trabajo se utilizara harina de lino,
subproducto de la industria aceitera, con alto contenido proteico y de fibra en forma de

mucilago que contribuyen al mejoramiento de las caracteristicas del sistema.

1.3. Incorporacién de semillas y harina de lino en alimentos

Las semillas de lino (Linum usitatissimum L.) (Fig. 1.2a) son fuentes ricas en
acidos grasos Q-3 (acido a-linolénico y sus derivados de cadena larga), como asi
también de fibra dietaria, proteinas y antioxidantes. Los acidos grasos Q-3 junto a los
0-6, cuyo precursor es el acido linoleico, forman parte de los denominados acidos

grasos esenciales. Estos acidos grasos poli-insaturados son muy importantes para la



nutricibn humana pero el organismo no puede sintetizarlos y deben ser incorporados a

partir de la dieta.

Figura 1.2. a) Semillas de lino, b) Mucilago obtenido por extracciéon de las semillas en medio
acuoso.

Ademas de gran cantidad de acidos grasos Q-3 (alrededor de 50% de a-
linolénico), las semillas de lino contienen lignanos, proteinas de alta calidad, fibra
soluble y compuestos fendlicos (Oomah., 2001). La goma denominada mucilago
constituye alrededor del 8% de la semilla (Fig. 1.2b), dando L-galactosa, D-xylosa, L-
arabinosa, L-rhamnosa y acido D-galacturdnico por hidrélisis acida (Mazza y Biliaderis,
1989). El mucilago de lino posee buena capacidad de retencion de agua y tanto sus
propiedades reolégicas como su capacidad de ligar agua son similares a las de la
goma guar. Ademas, forma un gel débil en medio acuoso por lo que este mucilago
puede utilizarse como reemplazo de otras gomas (Chen y col., 2006). Estos efectos,
junto con su alto contenido de proteinas, hacen de las semillas de lino un ingrediente
alimentario muy atractivo que lo posiciona como uno de los alimentos funcionales mas
destacados de los ultimos afios.

Si bien la semilla de lino entera proporciona una textura crocante a productos de
reposteria, cereales de desayuno, barras de cereales, etc., se recomienda su uso
como semilla molida o harina, como se aplica en esta tesis. En la Tabla 1.2 se observa
la composicion aproximada de la semilla de lino representada a través de medidas de
uso comun para los consumidores. En la harina de lino la digestibilidad y
biodisponibilidad de sus componentes son mayores, ya que las semillas enteras
tienden a pasar por el tracto gastrointestinal sin ser digeridas debido a que la cubierta
de la semilla es resistente a la accion de las enzimas digestivas.

Mentes y col. (2008) hallaron que el uso de 10% de semilla de lino molida produjo
un incremento marcado en el volumen de miga y retardé el envejecimiento de panes
formulados con harina de trigo. Por su parte, Lipilina y Ganiji (2009) prepararon panes
con 30% de harina de lino y observaron un incremento en 15 veces el contenido de
acido linolénico, un 100 % en acido linoleico y un 70% en fibra dietaria, comparado con
panes control. También en snacks preparados por extrusidon de una mezcla de maiz y

harina de lino se observé un incremento en 7 veces en el contenido de fibra dietaria y



casi 100% en el contenido de proteinas respecto al control sin harina, con un buen

nivel de aceptabilidad sensorial (Trevisan y Gomes Aréas, 2012).

Tabla 1.2. Composicién aproximada de la semilla de lino basada en medidas comunes?

Tipo de Peso Medida Energia Grasa AALP Proteina Cchd _Fll?r_a
linaza (g9 comun (Kcal.) total(g) (g) (9) Total®®  dietetica
' (9) total (g)
Analisis 44 i 450 410 230 200 29,0 28,0
aproximado

Semilla 180 1 taza 810 74,0 41,0 36,0 52,0 50,0
entera

11 1 cda. 50 4,5 2,5 2,2 3,0 3,0

4 1 cdta. 18 1,6 0,9 0,8 1,2 1,1
Semilla 130 1 taza 585 53,0 30,0 26,0 38,0 36,0
molida

8 1 cda. 36 3,3 1,8 1,6 2,3 2,2

2,7 1 cdta. 12 1,1 0,6 0,5 0,8 0,8

aBasado en un analisis aproximado llevado a cabo por la Comision de Granos de Canada. El contenido de
grasa se determino utilizando el Método Oficial Am 2-93 de la American Oil Chemists Society AOCS
(AOCS).

El contenido de humedad fue de 7.7%.

bAAL= Acido alfa-linolénico, el acido graso esencial Omega-3.

CCHO= Carbohidrato.

9dEl carbohidrato total incluye carbohidratos como azucares y almidones (1 g) y fibra dietética total (28 g)
por cada 100g de semilla de lino.

Las mezclas con harina de semillas de lino como ingrediente funcional para la
elaboracion de estos productos permiten ofrecer al consumidor, mas alla de un snack,
un alimento con un mejor perfil nutricional que los encontrados comercialmente en
este tipo de productos. Debido a las caracteristicas sensoriales de sabor y color, el
nivel de harina de lino que se puede incorporar en la elaboracion de alimentos esta
determinado por los cambios organolépticos y tecnoldogicos que ocurran en el
procesamiento y en el almacenamiento. Si bien en Argentina su uso aun no ha sido
legislado en el Cdédigo Alimentario, organismos como el Flax Council of Canada han
obtenido en 2009 su aprobacion como GRAS (generalmente reconocido como seguro)
(Koztowski, 2012).

1.4. Aprovechamiento de subproductos de elaboracion de pastas de maiz
Como ya se menciond, tanto el proceso de nixtamalizacién para las tortillas de
maiz como el de elaboracion de las arepas, son métodos de hidrococciéon que generan

la masa de maiz que luego es laminada y cocida en horno para obtener el producto



final. Sin embargo, durante el procesamiento de estas pastas de maiz se obtiene un
liquido residual denominado "claro de maiz" que puede ser aprovechado para generar
nuevos productos. Rosentrater (2006) comenta el potencial que presentan estos
desechos para su reutilizacion con valor agregado, por ejemplo, pueden entrar en una
etapa de reprocesamiento dando lugar a productos nuevos para aplicaciones en
alimentos y otras industrias. De esta forma, se mejoraria la eficiencia de los procesos
de produccion al reducir la cantidad de residuos como parte del plan de mejora
continua del proceso.

En el caso de la elaboracion del snack, el liquido de coccién que no es absorbido
completamente por el grano y que contiene almidon, liberado y solubilizado en agua
caliente, puede emplearse para la produccion de alimentos funcionales aptos para el
segmento de la poblacidon celiaca, como postres y bebidas. Ademas, los grandes
volumenes del claro de maiz generados en el proceso del snack tienen una
implicancia ambiental que debe resolverse. Por lo tanto, es de interés el
aprovechamiento de este desecho del proceso para generar nuevos productos, por
ello en este trabajo de Tesis se propone el desarrollo de un postre saludable a partir
del claro de maiz, agregando proteinas de suero lacteo y extractos antioxidantes de
yerba mate. Para potenciar el sabor del postre, se propone el agregado de miel como

endulzante natural.

1.5. Ingredientes naturales para la obtencién de un postre saludable

1.5.1. Concentrado proteico de suero lacteo (CPL)

En la busqueda de nuevos productos en los cuales se puedan aprovechar las
propiedades funcionales de residuos de procesos, las proteinas de lactosuero
constituyen una buena alternativa. El suero lacteo se genera como subproducto de la
elaboracion de quesos y debe tratarse previamente a ser desechado como efluente
por los problemas de contaminacion ambiental que puede provocar (Meza, 2009).

Segun el tipo de coagulacion de la caseina empleada en la fabricacion quesera,
se genera lactosuero dulce o lactosuero acido. De la coagulacion enzimatica se
obtiene el lactosuero dulce, con un pH préximo al de la leche fresca, que por la
estabilidad en su composicién es el mas empleado en la industria, a diferencia del
lactosuero acido, que resulta de una coagulacion acida o lactica. El suero lacteo
presenta importantes efectos benéficos sobre la salud debido a su composicion rica en
proteinas, azucares como lactosa y minerales como calcio, fosforo y potasio (Tabla
1.3). Las proteinas séricas poseen todos los aminoacidos esenciales, son

especialmente ricas en aminoacidos azufrados, que mejoran la funcién inmune a
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través de su conversion a glutation, y en aminoacidos de cadena ramificada,
isoleucina, leucina y valina, importantes en el area de suplementos para deportistas.
Poseen actividad antimicrobiana y antioxidante y previenen la enfermedad
cardiovascular, el cancer y la osteoporosis (Keri Marshall, 2004).

Tabla 1.3. Composicién de los sueros de leche dulce y acido.

Componente Lactosuero (g/L)

Dulce Acido
Solidos totales 63,0-70,0 63,0-70,0
Lactosa 46,0-52,0 44,0-46,0

Grasa 0-5 0-5
Proteina 6,0-10,0 6,0 -8,0
Calcio 0,4-0,6 1,2-1,6
Fésforo 0,4-0,7 0,5-0,8

Potasio 1,4-1,6 1,4-1,6

Cloruro 2,0-2,2 2,0-2,2

Fuente: Hernandez y col. (2014).

A través de los procesos de concentracién por ultrafiltracion y secado por
aspersion, el suero lacteo es convertido en un polvo con elevada concentracion de
proteinas. Desde el punto de vista econdmico, el lactosuero en polvo (Fig. 1.3) puede
sustituir el agregado de leche en polvo aportando proteinas de alta calidad a casi la

mitad del costo y reducir el agregado de endulzantes que son reemplazados por la
lactosa.

Figura 1.3. Concentrado de proteinas de lactosuero en polvo.

Entre las propiedades funcionales del lactosuero se destacan su alta solubilidad,
poder emulsificante, capacidad de retenciébn de agua, espumado, viscosidad,

adhesividad y gelificacion (Yamul, 2008). Una caracteristica del concentrado de



proteinas lacteas es la capacidad de formar geles por calentamiento de sus
dispersiones acuosas. Durante el calentamiento se exponen residuos de aminoacidos
hidréfobos ocultos dentro de la estructura de la proteina nativa resultando en un
aumento de la reactividad de tales grupos. Entre ellos, los grupos sulthidrilo de los
residuos de cisteina pueden sufrir oxidacion a disulfuros (S-S) o acido cisteico (-S03H)
o reacciones de intercambio de disulfuro-sulfhidrilo (de Wit y Hontelez-Backx, 1984;
Donovan y Mulvihill, 1987b; Kella y Kinsella, 1988). A través del intercambio sulfhidrilo-
disulfuro e interacciones hidrofébicas, las moléculas de proteinas no plegadas pueden
asociarse entre si para formar agregados. Dependiendo de las condiciones
ambientales, por ejemplo, pH, concentracion de sal y concentracion de proteinas, esta
agregacion puede ser seguida por una precipitacion, coagulacion y/o gelificacion (de
Wit y Fox, 1989; Donovan y Mulvihill, 1987a, 1987b), modificando asi las propiedades
funcionales, estructurales y sensoriales del gel.

Debido al elevado contenido de proteinas de buena calidad presente en el suero
lacteo, es cada vez mayor su utilizacion como ingrediente en la elaboracion de
alimentos (Rodriguez, 2016). Ademas, se puede utilizar estas proteinas de suero
lacteo en la formulacién de alimentos reducidos en calorias debido a su capacidad de

imitar la textura que aporta la grasa (Chung y col., 2013).

Tabla 1.4. Aplicacién de proteinas lactosuero en alimentos

Aplicacién en lacteos Helados, yogur, untables
Productos carnicos Carnes procesadas, embutidos
Panificados Bases para tortas, galletitas, barras nutritivas

Productos de confiteria  Chocolates, coberturas, caramelos
Bebidas Mezclas con cacao, cremas para café,

bebidas para deportistas
Fuentes: Meza (2009), Sarabhai y Prabhasankar (2015), Rodriguez y col. (2017).

Respecto a la aplicacién de los concentrados proteicos en postres, Hideko y col.
(2004) emplearon concentraciones de 1-3% en la elaboracién de un postre lacteo
cremoso de chocolate. Estos autores hallaron que es posible sustituir la leche en polvo
por el concentrado de lactosuero, resultando un producto con menos grasa y sélidos
totales y mayor contenido de proteinas. La evaluacion sensorial mostré que el
producto elaborado con 1% del concentrado proteico fue el preferido, con aceptacion

por encima del valor de 4 (bueno).



1.5.2. Extractos vegetales con poder antioxidante: Yerba mate
En los nuevos alimentos formulados se busca incorporar componentes como los

antioxidantes, sustancias que disminuyen significativamente los efectos adversos de
las especies reactivas de oxigeno o nitrégeno en funciones fisiolégicas normales
(Cueto y col., 2015). Existen fuertes indicaciones a partir de estudios epidemioldgicos
y clinicos de que el consumo diario de frutas y vegetales ricos en polifenoles esta
relacionado con una menor incidencia de las enfermedades. Asi, los polifenoles son
considerados cada vez mas como esenciales para la salud humana debido a que
suprimen los efectos nocivos de los radicales libres sobre la fisiologia normal (Cémert
y Gokmen, 2018). En la Fig. 1.4 se muestran las reacciones quimicas que intervienen

en el mecanismo de accion de los compuestos fendlicos.

OH o* 0
Donacion de Loo®
— e
un Hidrogeno Atrapamiento
HsC "OOL
CHs HsC
Compuesto fendlico Radical libre

Figura 1.4. Mecanismo de accién antioxidante de compuestos fendlicos.

Fuente: Pokorny y col. (2001).

La planta de yerba mate (llex paraguariensis) es considerada una fuente rica de
antioxidantes y de una gran variedad de compuestos que aportan beneficios para la
salud. Es una planta nativa de la regiéon subtropical de América del Sur, consumida y
producida principalmente en Argentina, el sur de Brasil, Uruguay y Paraguay. En estos
paises se ingiere como bebida en proporciones de mas de un litro por dia por millones
de personas, como mate, mate cocido o tereré. La yerba mate contiene compuestos
quimicos como derivados cafeicos, aminoacidos, flavonoides, minerales (K, Ca, Mg, P,
Na y Fe) y vitaminas (C, B1 y B2). La mayoria de estos compuestos son de caracter
hidrofilico lo que facilita su extraccion en medio acuoso (Tabla 1.5). Los niveles de
polifenoles en los extractos de yerba mate son mayores a los del té verde y
comparables a los de los vinos rojos. Ademas, son particularmente ricos en acidos
clorogénicos, principales compuestos fendlicos presentes también en alimentos como

café, frutilla, anana, manzana, girasol y arandano (Bracesco y col., 2011).



Tabla 1.5. Contenido nutricional de la yerba mate.

Vitaminas Minerales Otros componentes
(mg) (mg) (9)

C 5,11 Calcio 80,94 Glucosa 0,59
B1 1,48 Fosforo 45,89 Sacarosa 2,77
Niacinamida 1,27 Hierro 2,22 Proteinas 2,14
Piridoxina 0,94 Magnesio 58,58 Cafeina 0,85
Potasio 100,59 Cenizas 3,23

Sodio 14,04

*Valores medios de 5 muestras comerciales diferentes. Los valores estan referidos
a 100 gramos de solido seco (yerba mate). Fuente: Ramallo y col. (1998).

La elaboracion de la yerba mate involucra diferentes etapas de procesamiento
luego de la cosecha (Fig. 1.5). La primera de ellas, el sapecado, consiste en exponer
las hojas a la accion directa del fuego vivo, durante 20 a 30 segundos. El paso
siguiente es el secado de la yerba mate en cintas utilizando una corriente de aire
indirecto, dentro de las 24 horas posteriores al sapecado. El objetivo es inactivar
enzimas oxidativas y reducir la humedad de las hojas previniendo de este modo la
oxidacién y el deterioro del color, el sabor y el aroma de las hojas.

Una vez que la yerba esta seca se la somete al canchado, proceso de trituracién
gruesa que permite facilitar su embolsado y transporte. Luego, la yerba canchada es
depositada en camaras de estacionamiento acelerado durante 30 6 60 dias o bien en
descanso natural durante 9-12 meses. En el estacionamiento adquiere cuerpo,
“bouquet” y se convierte en el alma del mate. Una vez canchada y estacionada, en el
molino la yerba mate es triturada, zarandeada y mezclada segun el uso y preferencias
de cada region. Por ultimo, la combinacién o “blend” obtenido es estampillado y

envasado.
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Cosecha

sapecado (30 seg. exposicion material verde
directamente a las llamas)

Aire caliente, reduccion humedad
hasta 4-6% del peso verde

Secado

Canchado Molienda gruesa, 1Cm?

Estacionamiento Almacenamiento entre 6-9-24 meses.
Desarrollo de color, sabor, aroma

Molienda definitiva

Envasado

A

Figura 1.5. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de yerba mate. Fuente: INYM

Durante el proceso de elaboracién de yerba mate (Fig. 1.5) se generan, como
subproducto, cantidades importantes de polvo, el cual en parte es agregado a la yerba
comercial pero el excedente representa un problema para la industria yerbatera. Este
polvo posee las mismas propiedades nutricionales de la yerba mate (Viera y col.,
2010) lo cual lo convierte en un material ideal para la extraccion de compuestos
activos y su posterior aplicacion como ingrediente funcional (Deladino y col., 2013,
Lépez Cordoba y col., 2015). Otros autores (Viera y col., 2008) han utilizado el polvo
de yerba mate en la formulaciéon de caramelos, incrementando asi su contenido en
polifenoles y minerales. La creciente demanda de los consumidores por productos con
sabores nuevos o exoticos (Mintel Report, 2018) permite la aplicacion de los extractos
de yerba en la formulacion de alimentos como snacks o postres, como los que se
plantean desarrollar en este trabajo.
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1.5.3. Miel

Este producto es conocido mundialmente por su sabor dulce, delicado aroma y
color atractivo. La industria de la miel presenta un potencial muy grande de explotacion
debido a las condiciones agroclimaticas favorables que Argentina posee en la mayor
parte de su territorio. Nuestro pais es el cuarto productor y segundo exportador de miel
en el mundo (Sanchez y col., 2018). La mayor parte de esta miel es exportada a granel
sin ningun tipo de valor agregado.

La miel posee propiedades nutricionales interesantes como la de aportar
compuestos con actividad antioxidante, como resultado de la presencia de
compuestos fendlicos, péptidos, acidos organicos, enzimas y productos de la reaccion
de Maillard (Socha y col., 2011). La miel tiene un pH entre 3,4 y 6,1 y desde el punto
de vista quimico estd compuesta por azucares (80-85%), agua (15-20%) y otros
constituyentes minoritarios como minerales, proteinas, compuestos fendlicos, acidos
organicos y aminoacidos libres. La composicion de la miel esta influenciada
principalmente por la flora dominante alrededor de los apiarios (Silvano y col., 2014) y
la regidn geogréfica (Patrignani y col., 2015), clima y tipo de suelo (Oroian y col.,

2013). En la Tabla 1.6 se presentan valores de composicién tipica de la miel.

Tabla 1.6. Composicion tipica de la miel

Componente % base humeda *
Glucosa 22-41
Fructosa 27-44
Sacarosa 0,25-8
Maltosa 3-16
Otros azucares 0,13-8,5
Humedad 13-23
Acidos totales 0,2-1,2
Cenizas 0,02-1,0

*(Kg/Kg de muestra) x 100. Fuente: Bhandari y col. (1999).

El agregado de miel a sistemas gelificados, como el que se pretende en este
trabajo, permite obtener productos con caracteristicas nutricionales y sensoriales
diferentes sugiriendo, de este modo, nuevas aplicaciones para este producto con el

consecuente aumento de su valor agregado.
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1.6. Alimentos especiales para fines especificos: Celiaquia

Existe una parte de la poblacidon que presenta una patologia relacionada a la
ingesta de gluten y requiere alimentos especiales libres de éste en su dieta. Esta
patologia, denominada enfermedad celiaca, enteropatia sensible al gluten o esprue no
tropical, es un desorden autoinmune que tiene componentes genéticos, ambientales e
inmunoldgicos y que afecta el intestino delgado de las personas con predisposicion a
esta enfermedad (Fig. 1.6). La ingesta de gluten presente en el trigo y de proteinas
relacionadas en otros cereales como cebada y centeno, produce una atrofia de las
vellosidades del intestino delgado que disminuye la absorcion de los nutrientes de los

alimentos (Alaedini y Green, 2005).

Factores genéticos
HLA DQ2/DA8 Autoanticuerpos
Otros genes identificados (TG-1)

! /
Mucosa intestinal
Respuesta inmunitaria innata LIE aumentados

Gluten |—| Péptidos toxicos |—{ Limina propia — o+

Respuesta inmunitaria atrofia vellositaria
adquirida

! N\
Factores ambientales Manifestaciones clinicas,
Lactancia materna digestivas y sistémicas
Comienzo de la ingesta

del gluten

Infecciones

Figura 1.6. Mecanismos patogénicos de la enfermedad celiaca. HLA: sistema de antigenos de
histocompatibilidad; LIE: linfocitos intraepiteliales; TG-t: anticuerpos contra la transglutaminasa
tisular. Fuente: Rodrigo y col. (2008).

Actualmente, la enfermedad celiaca afecta en promedio al 1% de la poblacion
mundial y particularmente a individuos de origen europeo. También se presenta en
forma comun en Africa del Norte, Oriente Medio e India (Lionetti y col., 2015). En
Argentina, Gomez y col. (2001) hallaron una prevalencia de 1 en 167 sobre 2000
adultos relevados. La presentacion clinica de la enfermedad celiaca varia en un gran
rango que va desde un cuadro asintomatico hasta una malnutricion severa provocada
por diarrea cronica, pérdida de peso y distension abdominal (Alaedini y Green, 2005).
En la infancia, la enfermedad se caracteriza por manifestaciones intestinales que
comienzan entre los 6 y los 24 meses de edad, después de la introduccion de gluten
en la dieta. Las consecuencias de la enfermedad pueden observarse en el retraso en

el desarrollo, baja estatura, diarrea cronica, esteatorrea, distension abdominal y
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anemia (Fasano, 2005). En pacientes adultos, en cambio, pueden o0 no aparecer
sintomas gastrointestinales, manifestandose la enfermedad a través de diversas
patologias como dermatitis herpetiforme, anemia, osteoporosis, infertilidad y
problemas neuroldgicos, entre otros (Alaedini y Green, 2005).

A través de la dieta es posible controlar la enfermedad celiaca eliminando en
forma completa el gluten y las proteinas relacionadas de los productos alimenticios
que contienen trigo, avena, cebada y centeno (rotulados como “sin T.A.C.C”, por las
siglas de estos cereales). Por ello, el maiz es el cereal mas utilizado en la elaboracion
de alimentos para personas celiacas debido a que no contiene proteinas del gluten.
Sin embargo, el aporte de proteinas en el maiz es nutricionalmente menor que en
otros cereales por lo que se han ensayado mezclas con otras fuentes vegetales (Wu y
col., 2010, Cueto y col., 2015). Por lo tanto, el desarrollo de nuevos productos a base
de maiz que a su vez contengan los nutrientes necesarios de la dieta y que sean aptos
para celiacos es un desafio tecnolégico, sumado a la tendencia de consumo de
alimentos bajos en calorias. Ademas, la utilizacion de subproductos de industrias de
alimentos como ingredientes de las formulaciones contribuiria a disminuir, al menos en

parte, los desechos industriales.
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1.7.

1.8.

Objetivos generales

Optimizar la produccion de alimentos a base de maiz a través del desarrollo de un
snack y un postre, utilizando miel y subproductos provenientes de las industrias
aceitera, lactea y de la yerba mate, para generar productos saludables que

incluyan al segmento de la poblacién celiaca.

Objetivos especificos

Seleccionar y caracterizar ingredientes con alto contenido de compuestos activos,
como la miel (antioxidantes) y los subproductos de industrias alimentarias, como
la harina de lino (fibras, proteinas y antioxidantes), el polvo de la yerba mate
(antioxidantes y minerales) y el concentrado proteico de lactosuero (proteinas).
Formular y elaborar un producto tipo snack a base de maiz, harina de lino y
extracto de yerba mate, que sea saludable y apto para celiacos, optimizando
condiciones de proceso y concentracion de ingredientes.

Disefiar y formular un alimento tipo postre a partir del liquido de cocciéon del maiz
(claro de maiz), a fin de utilizar este subproducto del procesamiento del snack.
Incorporar proteinas de lactosuero y miel para enriquecer el valor nutricional de la
formulacion.

Evaluar el efecto de los ingredientes y las variables de proceso sobre las
propiedades fisicoquimicas, reologicas y de textura del snack y del postre, como
asi también sobre su composicion y contenido de polifenoles.

Determinar los cambios fisicoquimicos y de textura producidos en los alimentos
formulados durante el almacenamiento en condiciones controladas.

Evaluar la aceptabilidad general del snack y del postre a través de un panel

sensorial evaluadores no entrenado.
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Capitulo 2

Materiales y Métodos



2.1. Materiales

Maiz
Maiz amarillo (Zea mays sp.), pisado y desgerminado proveniente de molienda seca,

adquirido en una dietética local.

Harina de lino
Harina de lino, con certificacion “sin TACC” libre de gluten, marca Sturla (Argentina) y

harina de lino desgrasada, ambas adquiridas en dietética local.

Concentrado de proteinas de suero lacteo
Concentracién minima de proteinas 77% p/p, segun especificacién del proveedor.
Donado gentiimente por Arla Foods Ingredients S.A. (Martinez, Buenos Aires,

Argentina).

Yerba mate
Marca La Merced (Establecimiento Las Marias, Corrientes, Argentina), adquirida en un

comercio local.

Miel

Miel proveniente de apiarios de la provincia de Buenos Aires, adquirida en un comercio
local y conservada en envases de plastico herméticos a 20°C. Sus caracteristicas
fisicoquimicas son las siguientes: pH 4,16+£0,02, acidez 29,60+1,35 meqg/kg, HMF
25,53+2,53 mg/Kg, humedad 16,06+0,54 %, cenizas 0,18+0,02 %, color ambar extra

claro (46mm escala Pfund), polifenoles totales 768,5+ 66,8 mg ac. galico/Kg miel.

2.2. Formulacién y elaboracion de los snhacks

2.2.1. Obtencion de la pasta de maiz

El proceso base para la elaboracion del snack y del postre (Fig. 2.1) comienza con
la mezcla del maiz y del agua para obtener, por un lado, la pasta de maiz que sera la
materia prima para elaborar el snack y, por otro lado, el liquido de coccién que servira

como base para lograr el postre.
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| Proceso base A elaboracion

PASTA del snack
DE - >
tiempo i
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Figura 2.1. Diagrama de flujo del proceso base para obtener la pasta de maiz y el liquido de
coccion.

Desde el punto de vista del proceso del snack es importante la obtencién de una
pasta de maiz uniforme, que no se resquebraje y sea facil de laminar. Por ello, se
debe determinar la relacibn maiz:agua y el tiempo y velocidad de calentamiento
optimos para lograr dicha pasta. Se ensayaron 2 tiempos de coccién, 60 y 80 min
desde que inicia el ciclo, empleando diferentes relaciones maiz:agua (1:8 y 1:10).

Se pesaron en balanza granataria (Ohaus, CS2000, EE.UU.) lotes de 150 g de
maiz a los que se les agregé la cantidad de agua respectiva. Las mezclas maiz-agua
se colocaron en un recipiente metalico y se calentaron en hornalla a ebullicién para
permitir la cocciéon completa del maiz, ensayando velocidades de calentamiento bajas
(10-20°C/min). La velocidad de calentamiento se midié utilizando un multimetro digital
(Tobax Instruments, modelo DT-890-G, China) con termocupla colocada en el centro
del recipiente utilizado para la coccion. Respecto a la temperatura del agua, se verifico
que el sistema llegara a ebullicion, tomando el tiempo de coccion desde el momento
del inicio del ciclo de calentamiento. Luego de transcurridos los tiempos ensayados, se
separé en un colador la fraccion de maiz cocido y el agua de coccién y ambos

productos se dejaron enfriar a temperatura ambiente hasta su utilizacién.

2.2.2. Elaboracién de los snacks control

La Fig. 2.2 muestra el diagrama de flujo de obtencion de los snacks control. La
fracciéon del maiz cocido se proceso en picadora (Moulinex, Argentina) en ciclos de 10
segundos en 10 repeticiones. La pasta obtenida se amasé manualmente durante 2 min
y luego se paso por una laminadora de pastas hogarena (Pastalinda, Argentina) hasta
lograr un espesor de 1 mm. Posteriormente, se procedié al moldeado utilizando un
cortapasta para 25 snacks por batch con una geometria circular tipo papa frita de 3,5
cm diametro. Luego se procedié al horneado en un horno con conveccion forzada

(Hitachi, Argentina) a 160°C durante 25 min obteniendo asi el snack base. Una vez
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horneadas, las muestras se conservaron en bolsas de aluminio selladas y se

almacenaron a temperatura ambiente.

“Elaboracién del
~..snack control

PASTA
DE 4+ | AMASADO | 4 | MOLDEADG | 4- COCCION
MAIZ Manual, 2 min Laminadora de 25 min a 160°C

pastas

Figura 2.2. Diagrama de flujo del proceso para elaborar los snacks control.

2.2.3. Elaboracién de los snacks con agregado de harina de lino

Una vez obtenidas las condiciones oOptimas de procesamiento de la mezcla
maiz:agua, se continudé con las formulaciones con agregado de harina de lino (Fig.
2.3).

Elaboracion del snack

con lino
Manual, 2 min

HARINA PASTA
|MAIZ| + AGUA | 4 | DE Tt DE | « |AMASADD | g | COCCION
LINO 7| MAizZ | ———— R i B
con lino ‘ MOLDEADO ‘ 25mina 160°C
1,3y5% 5 Laminadora de
p/p maiz seco = pastas
LIQUIDO
DE
COCCION
con lino
A elaboracion del
postre
Manual, 2 min
PASTA HARINA

‘MAI’Z‘+ | AGUA ‘ M, b |+| DE |4 ‘M‘+ COCCION |

il b MOLDEADO 25min a 160°C

+

. 1,3y5% Lniiaadeiad

LIQUIDO p/p maiz seco am;]aast:;a )
DE

COCCION

A elaboracion de
postre

Figura 2.3. Diagrama de flujo del proceso para elaborar los snacks con agregado de harina de
lino, A) en el agua previo al calentamiento, B) en la pasta de maiz cocida.
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La incorporacion de lino al sistema base seleccionado se realizé como harina, por
su mejor asimilacién, en 3 niveles de concentracion 1% (L1), 3% (L3) y 5% (Ls), en
base al peso del maiz seco. Se partié de referencias de trabajos realizados en
panificados en los cuales se lograron productos con buena aceptabilidad de color,
textura y sabor (Ramcharitar y col., 2005; Hall y col., 2006; Figuerola, y col., 2008;
Marpalle y col., 2014; Yuksel y col., 2014; Plencovich y col., 2017).

Ademas, se ensayo el agregado de la harina de lino en diferentes etapas del
proceso (antes y después del calentamiento del maiz) (Fig. 2.3), a fin de evaluar los
cambios en las propiedades de los snacks que ocurren segun el procesamiento
empleado. En el caso del agregado de la harina a la fraccion de maiz cocida (proceso
B, Fig. 2.3), se incorpor6 la misma en forma de lluvia durante el procesamiento en la
picadora.

En ambos procesos, una vez obtenida la pasta, se procedid6 al amasado,
moldeado y horneado segun lo descripto en la seccién anterior. Las muestras
horneadas se dejaron enfriar y se conservaron en bolsas de aluminio selladas a

temperatura ambiente.

2.2.4. Elaboracion de los snacks con agregado de harina de lino y extracto de

yerba mate

2.2.4.1. Preparacion de los extractos de yerba mate

A fin de incluir los antioxidantes contenidos en la yerba mate se preparé un
extracto al 6% p/v a partir del cual se prepararon soluciones de diferente concentracion
para ser utilizadas en la formulacién del snack y del postre.

Se tamizaron 36 gramos de yerba mate en malla de 1 mm para eliminar los palos
y asi maximizar la cantidad de antioxidantes. Luego, al polvo de yerba obtenido se
agreg6 600 mL de agua destilada y se calenté a 90°C durante 20 min en un bafio
termostatico (Haake, Alemania). De esta forma se obtuvo un extracto de yerba mate,
el cual se filtré primero con colador y luego con papel de filtro Whatman N°1 para

obtener un liquido sin turbidez.

2.2.4.2. Preparacion de los snacks con harina de lino y extractos de yerba mate
Para determinar la concentracion 6ptima del extracto de yerba mate a los snacks

se llevaron a cabo ensayos al 1% y 3% en peso de extracto respecto al volumen total

del agua determinado para la coccion del maiz. A partir de ensayos de aceptabilidad

sensorial preliminares se determiné que concentraciones mayores a 3% resultaban en
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shacks con caracteristicas de astringencia marcadas, no siendo aceptables para su
consumo.

El snack se prepard en las mismas condiciones descriptas en el punto anterior,
reemplazando parte del agua de coccion por un volumen determinado de extracto de
yerba mate, segun la concentracion final de extracto a ensayar (1% 6 3%). En cada
caso se empled una concentracion de 3% de harina de lino y se procedié al moldeado
y horneado de los snacks como se describié anteriormente (seccién 2.2.2). La Figura

2.4 muestra el diagrama de flujo del proceso descripto:

Proceso base
con extracto A elaboracion

“_de Y@rba fﬂate_,»’ PASTA del snack
- 1ha100°C MAIZ
vialz| + EXTRACTODE | 1hal00°C 5
YERBA MATE A elaboracion
LiQUIDO del postre
DE - >
COCCION

" Conaportede
. antioxidantes naturales;

Figura 2.4. Diagrama de flujo del proceso para elaborar los snacks con agregado del extracto
de yerba mate.

A modo de resumen, la Tabla 2.1 muestra las formulaciones de snacks y su respectiva

codificacion:

Tabla 2.1. Codificacion utilizada en las muestras de snack, de acuerdo con las concentraciones
de harina de lino y extracto de yerba mate incorporados.

Muestra codificada Harin(ai/od)e lino Extracto d((i/gl)erba mate
Mo, (control) 0 0
L+ 1 0
Ls 3 0
Ls 5 0
LsY+ 3 1
LsYs 3 3
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2.3. Formulacién y elaboracién del postre

2.3.1. Ensayos de gelificacion del concentrado proteico de lactosuero (CPL)

La concentracion de proteinas es uno de los factores mas importantes
involucrados en la gelificacion. Si la concentracion de éstas es muy baja la gelificacion
no ocurrira, pero una vez alcanzada la concentracion minima de proteinas requerida,
la fuerza del gel aumenta y el tiempo de gelificacion disminuye a medida que la
concentracién proteica aumenta (Taylor y col.,, 1994). Se ensayaron diferentes
concentraciones de CPL (5, 7 y 9% p/p) en el claro de maiz, a fin de encontrar la
concentraciéon minima del concentrado proteico que permite lograr un gel de firmeza
similar a los postres comerciales. Se seleccionaron estos niveles de CPL a partir de
datos de bibliografia (Schmidt y col., 1978).

Se prepararon las dispersiones (CPL + agua de coccion del maiz), se
homogeneizaron con agitacion magnética y luego se transfirieron a recipientes de
aluminio de forma cilindrica, los cuales se calentaron a 90°C por 30 min en un bano de

agua para permitir la gelificacién.

2.3.2. Preparacion del postre

Al sistema claro de maiz-CPL seleccionado en la etapa anterior, se le incorporé la
harina de lino al 2% p/p (respecto al volumen del agua de coccién del maiz). Se evalu6
el efecto del agregado de la harina de lino en diferentes etapas del proceso (Fig. 2.5):

a) Se agregd primero la harina de lino hasta disolucion completa mediante
agitacion magnética, luego se agregé el CPL hasta que se disolvié completamente y
se trasvaso6 a los moldes para ser llevados a bafio de maria a 90°C por 30 min (Fig.
2.5a).

b) Se realiz6 de la misma manera que en el punto anterior, pero afadiendo la
harina de lino con un precalentamiento y agitacion por 15 minutos con temperatura
(45°C) (Fig. 2.5b).

Se ensay6 para ambos tratamientos el agregado de miel a una concentracién final del

8%p/p respecto al total de la formulacion.
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15 min agitacidn
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Figura 2.5. Diagramas de flujo del proceso para elaborar los geles con agregado de harina de
lino sin (a) y con (b) precalentamiento, CPL y miel, a partir del liquido de coccién con
antioxidantes de yerba mate.

Los geles obtenidos fueron tapados con film y almacenados en camara a 0°C
hasta los analisis respectivos. Se realizaron mediciones para los tiempos 0, 7, y 14
dias previendo una vida util del producto en este rango. En las pruebas de
almacenamiento se observé que los geles no presentaron deterioro microbiolégico a la

vista hasta el dia 25.

2.4. Caracterizacion fisicoquimica de los productos elaborados

2.4.1. Color superficial

La apariencia de un alimento juega un rol importante al momento de la aceptacion
por parte del consumidor, siendo el color un atributo sensorial relevante a través del
cual se valora al alimento antes de su compra. La percepcion del color depende de la
iluminacién, de la estructura y composicion quimica del objeto y de los distintos tipos
de receptores de la percepcion humana (Saenz y col., 1993).

Para la medicion del color superficial de las muestras se utilizé un colorimetro de
superficie Chromameter CR 300 Konica-Minolta (Konica-Minolta, Japon). Este equipo
realiza la evaluacion del color basandose en todo el espectro visible, permitiendo
obtener el perfil cromatico real del producto. El color se describe a través de los

parametros CIELab (Commission International de I'Eclairage, 1976): la luminosidad L*
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y la cromaticidad por los parametros a* y b*, como se describe en la Figura 2.6. El
parametro L* varia desde 100 para un blanco perfecto y O para el negro. El parametro
a* representa el color rojo cuando es positivo, y verde cuando es negativo y b* define
el color amarillo cuando es positivo, y azul cuando es negativo. Las coordenadas a* y
b* pueden ser transformadas en coordenadas polares para calcular el matiz h* (angulo

Hue) y la saturacion o croma C*. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

BLAMCO

VERDE L*
AMARILLE

AZLIL

GaMA -

CROMATICA

MEGRO

Figura 2.6. Esquema del espacio de color CIELab.

2.4.2. Humedad

El secado es el método mas usado para la determinacién de humedad de los
alimentos, en el cual se calcula la pérdida en peso de agua luego del calentamiento
bajo condiciones normalizadas. El contenido de humedad de las muestras se
determiné de acuerdo con la norma AOAC (AOAC, 1997), para lo cual se peso en
balanza analitica (Mettler Toledo, EE.UU.) 1 g (+0,001g) de muestra y se colocé en
estufa (SanJor, Argentina) a 105°C+1°C, hasta peso constante. Todas las medidas se
realizaron al menos por duplicado. El contenido de humedad se calculé de acuerdo

con la siguiente ecuacién, expresando los resultados en porcentaje:

Contenido de humedad %= ((m1 —m2)/m1) x 100 Ec. 21

Siendo m1: masa de la muestra himeda y m2: masa de la muestra seca

2.4.3. Determinacion de actividad acuosa (aw)
Dentro de las caracteristicas fisicoquimicas de los alimentos, la a, es un factor
critico que determina la vida util de los productos. Se ha demostrado que alimentos

con el mismo contenido de agua se alteran de forma distinta, por lo que se deduce que
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la cantidad de agua no es por si sola una herramienta indicativa del deterioro. De este
hecho surge el concepto de actividad acuosa (aw), que indica la fraccion del contenido
de humedad total de un producto que esta libre y, en consecuencia, disponible para el
crecimiento de microorganismos y para que se puedan llevar a cabo diversas
reacciones quimicas que afectan su estabilidad (Fennema, 2000).

La aw se define como la relacion que existe entre la presion parcial de vapor de
agua de una sustancia y la presion de vapor de agua del agua pura a la misma
temperatura; siendo por esta razén un valor adimensional que varia entre 0 y 1. En el
equilibrio, la actividad de agua es igual a la presién de vapor ejercida por la sustancia
en el ambiente cerrado que la rodea, donde se da una equivalencia entre la humedad
relativa del aire en ese ambiente cerrado y la actividad del agua en la sustancia
ensayada (Sun-Waterhouse y col., 2010).

Para la determinacion se utilizé un instrumento que mide la a, de las muestras
siguiendo la metodologia de los sensores de punto de rocio. En este tipo de equipo
(Fig. 2.7), la muestra se equilibra dentro de una camara sellada que contiene un
espejo que permite detectar la condensacion en él. En el punto de equilibrio, la
humedad relativa del aire en la camara es el mismo que la a, de la muestra. Basado
en el efecto Peltier, una célula fotoeléctrica y un termistor detectan el punto exacto en

el que se produce la condensacion y la temperatura, respectivamente.

Figura 2.7. Medidor de actividad acuosa.

La determinacién de la aw de los snacks se realizé en un equipo (Aqualab Series
4TE, EE.UU.), el cual, previo a la determinacién, se calibr6 con una solucién
sobresaturada de Mg (NOs). (aw = 0,529 + 0,002) y luego con agua destilada (aw = 1) a
25°C. De cada muestra se tomaron dos porciones para realizar la determinacion por
duplicado. Los resultados fueron expresados como los valores medios de la aw.

2.4.4. Capacidad de retencion de agua de los geles
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La capacidad de retencion de agua (CRA) es la habilidad de un producto de ligar
moléculas de agua y retenerlas luego de la aplicacion de una fuerza suave como la
centrifugacién a baja velocidad. Para la medicion, se corté un disco de gel y se coloco
sobre un filtro de papel, el cual estaba soportado sobre una membrana plana de nylon
(poros de 5,0 um, Micronsep, EE.UU.) mantenida en la posicion media de un tubo de
centrifuga de 50 mL. La pérdida de agua se determind pesando la muestra antes y
después de centrifugarla a 120xg durante 5 min (Quéguiner y col., 1989). La CRA se
expres6 como el porcentaje del agua inicial remanente en el gel luego de la

centrifugacion.

2.4.5. Estudio de la textura de los snacks

Las muestras (al menos por quintuplicado) se fracturaron con el ensayo de
fractura de tres puntos. El mismo se llevo a cabo en un texturémetro TA. XT2i (Stable
Micro Systems Ltd, Godalming, Surrey, Reino Unido) tal como se observa en la Fig.
2.8. Se utilizé6 un soporte que consta de dos placas metalicas paralelas, que se
ajustaron a una distancia fija (L) de 2,5 cm. La sonda utilizada posee una seccién
rectangular que desciende de modo de penetrar entre las dos placas paralelas del
soporte. Los snacks se colocaron sobre el soporte de manera paralela a la sonda con
el fin de que atraviese la mitad de éste. La fractura del material comienza cuando al
descender la sonda a velocidad constante ejerce una fuerza y genera un estrés local

en el material.

Figura 2.8. Medida de textura del snack a través del ensayo de fractura de 3 puntos en
texturémetro.

Las condiciones utilizadas en el ensayo de medida de fuerza en compresién
fueron velocidad de pre-ensayo: 5 mm/s, velocidad de ensayo: 1 mm/s, velocidad de
pos-ensayo: 5 mm/s, distancia: 3 mm. Se determiné la fuerza (F) necesaria para la
ruptura de los snacks, y la deformacién (Y) o distancia recorrida por la sonda antes de

romperlo (Baltsavias y col., 1997). Se midi6 el ancho (d) y el espesor (b) de los snacks
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utilizando un calibre Vernier. Con estos valores se calcul6 el estrés o esfuerzo de
compresion y la tension de deformacion. También se determind la tangente de la
porcion lineal del grafico fuerza vs deformacion, y se calculd el médulo de elasticidad

en flexién o médulo de Young (Piazza y Masi, 1997).

Estrés de fractura o compresion (Pa),
o = 3FL / 2bd? Ec. 2.2

Tension de deformacion o de fractura (adim.)
€ = 6bY /L2 Ec. 2.3

Modulo de elasticidad en flexion (mdodulo de Young) (Pa),
E = L3m/ 4db? Ec. 2.4

Doénde: F, m, Y, se extraen de la curva F vs. Distancia

F es la fuerza maxima (N), relacionada con la dureza del producto.
L es la distancia entre soportes (mm).

Y es la deformacion (mm).

m: tangente de la porcion lineal (N/mm).

d y b: ancho y espesor de los snacks, respectivamente (mm).

2.4.6. Determinacién de las caracteristicas texturales de los geles

Uno de los ensayos multivariable mas utilizados en el estudio de la textura de un
gel es el de resistencia a la penetracién (ensayo de ruptura). En él se penetra una
muestra, preferentemente de dimensiones prefijadas, hasta su ruptura o hasta una
distancia predeterminada. Este método imita las grandes deformaciones que tienen
lugar durante la masticacién del alimento, hasta que se produce la ruptura de éste. A
modo de ejemplo, en la Fig. 2.9 se muestra una curva tipica de esfuerzo de corte vs.

deformacion de un gel por efecto de su compresién hasta ruptura.
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Punto de ruptura
-
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é‘ 1

Figura 2.9. Curva tipica de esfuerzo (o) vs. deformacion (D) obtenida por compresion de un gel.

Se observa la forma grafica de obtencion de los parametros: omax Y Druptura que
corresponden al esfuerzo maximo y a la deformacién en el punto de ruptura de la
muestra, respectivamente, y E que corresponde al médulo de Young. Este mddulo se
calculé como la pendiente de la curva o vs. D, en la zona recta inicial antes del punto
de ruptura. El esfuerzo y la deformacion en el punto de ruptura indican la fuerza del gel
y la elasticidad, respectivamente y el modulo de Young se relaciona con la rigidez
estructural de la muestra.

El ensayo se llevé a cabo en el texturbmetro (Texture Analyser T2i TA. XT2i-
Stable Micro Systems, Reino Unido) donde una muestra de los geles de dimensiones
prefijadas (altura 20mm, diametro 17,5mm) se penetré hasta su ruptura. El equipo se
utilizé con una celda de carga de 25 Kg. Se empled una sonda P/0,5 R de 1,2 cm de
diametro (Fig 2.10) la cual penetraba la muestra por el centro hasta un 20% de su
altura con fuerza y velocidad de pre-ensayo, ensayo y post-ensayo constantes (0,98N;

5,0mm/s; 1,0mm/s y 5,0 mm/s, respectivamente).

Figura 2.10. Sonda para ensayo de penetracion en texturometro.

27



Las determinaciones se realizaron al menos por triplicado. Las curvas de fuerza
en funcién del tiempo o de la deformacién se registraron automaticamente mediante el

software Texture Expert Exceed instalado en una computadora conectada al equipo.

2.4.7. Analisis reologico de los geles

La reologia es la ciencia que estudia la deformacion y el flujo de materia, es decir,
la relacion entre el esfuerzo que se aplica a un material y la deformacion que sufre el
mismo. En el area de alimentos, la informacién que brindan los datos reoldgicos es
indispensable en el disefio de procesos y en la evaluacion de calidad del producto. Por
ejemplo, es de utilidad en calculos de requerimientos de bombeo (dimensiones de
tuberias y valvulas, mezcladoras), control instrumental de materia prima, elaboracién
del producto y seguimiento durante el almacenamiento. Ademas, a través de la
reologia se puede evaluar la calidad preferida por el consumidor a través de
correlaciones entre las medidas reoldgicas y las pruebas sensoriales (Steffe, 1996).

Por otro lado, la reologia permite elucidar la estructura o la composicién de
alimentos y analizar los cambios estructurales que ocurren durante el procesamiento.
En el caso de geles de proteinas de lactosuero es importante determinar su
comportamiento viscoelastico, analizando las componentes viscosa (mddulo viscoso o
de pérdida G”) y solida (mdédulo elastico o de almacenamiento G’) por separado a
través de medidas oscilatorias en un redmetro. En este tipo de ensayos se aplica una
deformacion oscilatoria de amplitud constante y se mide como sefial el esfuerzo de
corte de respuesta. G’ es el cociente entre el esfuerzo que estd en fase con la
deformacion y la deformacion, mientras que G” es el cociente entre el esfuerzo que
esta desfasado 11/2 con la deformacion y la deformacion. También es posible obtener
la viscosidad compleja (n*), la cual es una medida de la resistencia de la muestra a ser
deformada. Este analisis permite conocer el efecto de ingredientes o de variables de
proceso como temperatura, presién, pH del medio, tiempo de almacenamiento, entre
otras, sobre el comportamiento de los geles (van Vliet y col., 2004).

Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado en un redmetro Haake RS 600
(Thermo Scientific, Karlsruhe, Alemania), utilizando un sensor de platos paralelos (Fig.
2.11) con una separacién de 1 mm entre ambos platos. Las muestras (discos de 1mm
de espesor) se colocaron sobre el plato inferior termostatizado a 20°Cz+0,1°C
controlado por un bafio de agua circulante Haake (Karlsruhe, Alemania). Luego de
cargar la muestra se esperé 5 min para que la misma relaje y alcance la temperatura
experimental. El equipo se control6 con el software Rheowin 4.0 Job Manager y los

datos experimentales fueron analizados con el software Rheowin 4.0 Data Manager.
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Figura 2.11. Redmetro oscilatorio.

El rango de viscoelasticidad lineal, es decir, el rango donde la relacién entre el
esfuerzo y la deformacién sélo es funcién del tiempo o de la frecuencia (no depende
de la magnitud del esfuerzo aplicado), se determiné midiendo el mdédulo complejo o
dinamico G* (moédulo del vector obtenido como suma de las contribuciones de los
modulos G’ y G”) en funcién de la deformacion (barrido de deformacion). En base a
estos resultados, los barridos de frecuencia de las muestras se realizaron a la misma
deformacion, dentro de los limites de la linealidad. Para la caracterizacion viscoelastica
de las muestras se realizé un barrido de frecuencias (0,05-100hz) donde se analizé la

variacion de G’, G” y n* en funcion de la frecuencia de oscilacion (f).

2.4.8. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM en inglés, scanning electron
microscopy) permite conocer la morfologia de la superficie de las muestras a estudiar,
ademas de detectar la posible agregacion de las particulas y determinar el tamafo de
éstas. Esta técnica ha sido empleada para examinar las propiedades de superficie y la
estructura de un gran numero de materiales en el campo de alimentos. Emplea un haz
de electrones en lugar de un haz de luz visible, obteniéndose una resolucién mucho
mayor que la alcanzada con microscopia Optica. En un microscopio electrénico de
barrido los electrones son emitidos desde un filamento de tungsteno (catodo) y
acelerados en un campo eléctrico. Los electrones son enfocados por un condensador
y una lente objetivo electromagnética sobre la muestra cubierta por un metal pesado
(oro u osmio). Las muestras deben encontrarse libres de humedad y sometidas a alto
vacio.

Previo a las mediciones, las muestras de los snacks fueron liofilizadas para

eliminarles completamente la humedad. Porciones pequefias de dichas muestras se
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recubrieron con oro y se observaron en un microscopio de barrido electronico FEI

Quanta 200 (Oregon, EE.UU), empleando un voltaje de aceleracion de 15kV.

2.4.9. Microscopia confocal laser de barrido

La microscopia confocal laser de barrido (CSLM en inglés, confocal scanning laser
microscopy) permite obtener imagenes de mayor nitidez y contraste, mayor resolucion
vertical y horizontal y ademas permite obtener secciones 6pticas de la muestra a partir
de las cuales se logra obtener una reconstruccién tridimensional de la misma. El
principio del funcionamiento del microscopio confocal se basa en la existencia de dos
diafragmas, uno entre la fuente de luz y el objetivo y el otro entre el objetivo y el
detector. Ambos diafragmas deben estar perfectamente alineados de forma que el
segundo de ellos unicamente deje llegar al detector la luz procedente del plano focal.
La utilizacién de un laser como fuente de luz permite focalizar la iluminaciéon en una
region muy pequefia de la muestra y con una gran intensidad (Martinez, 2013).

Para la preparacion de las muestras, una porcion de las pastas de los snacks se
lamind sobre un portaobjeto e inmediatamente se cubrié con la soluciéon que contenia
el fluoréforo Rodamina B (0,001%) en agua destilada para el marcado no covalente.
La Rodamina B se une preferentemente a proteinas, pero también puede unirse al
almidén (en menor grado) (Silva y col., 2013). Luego, la muestra se colocé en un
horno durante 5 min a 160°C, se dejo enfriar y se reservé en oscuridad hasta su
analisis. Las muestras se prepararon por duplicado.

La medida se realizé en un microscopio confocal de barrido laser LEICA TCS SP5
(Leica Microsystems, Baden-Wirttemberg, Alemania). Se utilizé el laser de luz visible
He/Ne a una potencia del 30% vy el lente objetivo Leica 63 x 1,4 de apertura numérica
con un zoom de 1,7. Las longitudes de onda de excitaciéon y emisién fueron de 568nm

y 625nm respectivamente.

2.4.10. Analisis de composicion quimica

Se determiné el contenido de proteinas totales y de lipidos de las diferentes
muestras, como se describe en los siguientes apartados. El contenido de humedad de
las mismas se determind como se describié en la seccion 2.4.2. Los carbohidratos
totales se calcularon por diferencia gravimétrica respecto a los otros analisis

realizados.
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2.4.10.1. Proteinas totales

Se utilizé el método de Kjeldahl-Arnold-Gunning (AOAC 960.52, 1997), el cual se
basa en la destruccion de la materia organica de la muestra por accion de acido
sulfarico concentrado.

Se colocéd la cantidad adecuada de muestra (de acuerdo con el contenido
estimado de nitrégeno) en tubo de digestion, se agregd 10 g de K:SOs 0 NaxSO4
anhidro, 1 g de CuS04.5 H>O (o dos cucharaditas de té de la mezcla catalizadora ya
preparada), plato poroso y 20 mL de H>SO. conc. Se calentdé la mezcla suavemente
hasta que ceso el desprendimiento de espuma; luego se calenté enérgicamente hasta
completar la digestion de la materia organica (no se observan particulas carbonosas
sin oxidar y el liquido queda translucido y de color débilmente verdoso o azul-verdoso).

Luego de la digestion (aproximadamente entre 1 y 2 h), se dejdé enfriar y se
conecto el tubo a un refrigerante del equipo destilador (Unidad de destilacion K-350,
Bichi, Alemania), se agrego la cantidad de NaOH 32%p/v necesaria para neutralizar la
cantidad de acido de la muestra (el volumen de hidréxido debe neutralizar los 20 mL
de H>SO4 conc. y ademas se adicionan 5 mL en exceso para alcalinizar la muestra).
Luego se colocdé un Erlenmeyer con 50 mL de H3:BOs 4%p/v (sobre el cual se va a
recoger el NH3 destilado) y gotas del indicador Mortimer (16 mg de rojo de metilo y 83
mg de verde de bromocresol en 100 mL de etanol), cuidando que el extremo del
refrigerante quede sumergido en la solucion. Se destild hasta llegar a
aproximadamente 150 mL en el Erlenmeyer colector (los primeros 120 mL de destilado
contienen generalmente la totalidad del NHs). El destilado recogido se titul6 con
solucion de H>.SO4 0,0858 N valorada hasta viraje del indicador a su color original. El

contenido de proteinas totales se calculé6 como gramos de nitrégeno total.

Proteina (%) = (Vmuestra — Vblanco) xNH2S04 x 14 x f x 100 / masa muestra Ec. 2.5

Donde Vmuestra y Vblanco son los volumenes (L) de la muestra y el blanco,
respectivamente, NH:SO. es la Normalidad (Equivalentes/L) de la solucién de acido
sulfurico y f es el factor de conversion (g proteina/g nitrdgeno) utilizado para obtener el

contenido proteico, cuyo valor fue de 5,7.

2.4.10.2. Lipidos
Se utilizé el método de Soxhlet (AOAC 945.16, 1997) que se basa en el proceso
de transferir los componentes parcialmente solubles de un sélido a la fase liquida

utilizando un extractor Soxhlet. El sélido se coloca en un cartucho de papel de filtro
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que luego se coloca en la camara principal del extractor Soxhlet. El solvente
(calentado a reflujo) viaja a la camara principal y los componentes parcialmente
solubles se transfieren lentamente al solvente. Esta determinacion suele denominarse
extracto etéreo, pues ademas de los lipidos se extraen otros compuestos solubles en
el solvente.

En un cartucho de papel de filtro se colocé la muestra seca y pesada (proveniente
de la determinacion de humedad), y el cartucho se introdujo en el tubo extractor. Se
taré el balén del equipo y se conecté al mismo. Por la parte superior del tubo extractor
se agrego el solvente adecuado (éter de petréleo, rango 30-65°C) hasta que descarga
el sifén, adicionando ademas alrededor de la mitad del contenido del tubo extractor. Se
calent6 durante 2 h aproximadamente, ya que deben producirse al menos 7 ciclos de
llenado y sifonado del tubo extractor. Luego se desconectd el baldn, teniendo la
precaucién de apagar la fuente calorifica un instante antes que accione el sifén, se
eliminé el resto del solvente sacando el cartucho y recogiendo el éter en el tubo
extractor para luego recuperarlo, luego se secé totalmente en estufa a 35°C y se pesé

en balanza analitica. El contenido de lipidos se calculé como:

G (%) = mz-m1/M x100 Ec. 26

Donde my: masa balén con grasa, ms: masa balén, M: masa muestra.

2.4.10.3. Cenizas

Se peso la muestra en balanza analitica a la décima de mg dentro de una capsula
de porcelana (previamente calcinada en mufla a 500-550°C (rojo sombra), enfriada en
desecador y pesada a temperatura ambiente). En el caso de las muestras sélidas, se
carbonizo la capsula con la muestra sobre triangulo de pipas o tela metalica hasta
residuo carbonoso. Luego se calciné en mufla a 500-550°C hasta cenizas blancas o de
color gris claro y peso constante. Se enfrié en desecador y se pesé al alcanzar la
temperatura ambiente. En el caso de las muestras liquidas, se evaporé hasta
sequedad a bafo Maria y luego se procedié como se describié para muestras sdlidas.

Esta determinacion se realizé por duplicado. El contenido de cenizas se calculé como:

Cenizas totales (%) = (m2-mo) / (M4-mo) x 100 Ec. 2.7

Donde m: masa capsula con cenizas, m1: masa capsula con muestra, moy: masa

capsula vacia.
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2.4.11. Determinacién de pH

Se utilizé un pH-metro (Altronix TPA-V PY41, EE.UU.) y soluciones reguladoras de
pH 4 y pH 7 para realizar la calibracion del electrodo. Para proceder a la medicién se
sumergio el pH-metro en la solucién a medir y se ley6 el valor del pH en la pantalla del
equipo. Las medidas se realizaron por duplicado en el liquido de coccién del maiz sin 'y

con los sucesivos agregados de extracto de yerba mate, CPL, harina de lino y miel.

2.4.12. Determinacion del contenido de polifenoles y flavonoides totales y
actividad antioxidante (DPPH y ABTS)

Las determinaciones se realizaron en el extracto de yerba mate, el liquido de
coccion (claro de maiz), los snacks y los geles, a fin de determinar el aporte a la
actividad antioxidante de cada uno de los componentes utilizados en la formulacién.

Con el objetivo de obtener una solucion limpida y clara para el andlisis, el liquido
de coccion del maiz se centrifugd primero a 3905g durante 5 min y se separé el
sobrenadante, luego se volvid a centrifugar a 7810g durante otros 5 min. Se reunieron
los sobrenadantes y se utilizaron en los respectivos analisis.

En el caso de los snacks y de los geles fue necesario un procedimiento previo de

extraccion de los compuestos antioxidantes, el cual se describe a continuacion:

2.4.12.1. Método de extraccion de polifenoles y flavonoides de las matrices de
snacks y geles

Se sigui6 la técnica descripta por Boateng y col. (2008) con pequefias
modificaciones. Una muestra de 5 g se extrajo con 50 mL de etanol acuoso (etanol:
agua; 80:20 v/v), durante 2 h a temperatura ambiente y con agitacion constante. La
muestra se centrifugd a 7810g durante 20 min y se removié el sobrenadante,
reservandolo. La extraccion descripta se repiti6 dos veces y los sobrenadantes se
reunieron en un frasco de vidrio color ambar, para evitar la exposicion prolongada de
las muestras al efecto de la luz. Luego se almacenaron en camara a 0°C, hasta el

momento de su analisis.

2.4.12.2. Polifenoles totales

Para la determinacion del contenido de polifenoles totales se utilizé el método de
Folin-Ciocalteu el cual se basa en la oxidacién de los grupos fendlicos de la muestra
con los acidos fosfotungstico y fosfomolibdico del reactivo (Singleton y col., 1999).
Como resultado de la reaccién se forma un complejo verde azulado, el cual tiene un

maximo de absorbancia entre 725 y 750nm.
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En el analisis se tomaron 0,2 mL de muestra y se colocaron en un tubo de ensayo
conteniendo 2 mL de Na>COs al 2%p/v (Anedra, Argentina), se dejé reposar durante 2
min y a continuacion se agregaron 0,2 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1:1)
(Anedra, Argentina). Se agitdé mediante vértex y, luego de un tiempo de reaccion de 30
min, se procedid a la medida de absorbancia a 725nm en un espectrofotémetro
(Shimadzu Double Bean Spectrophotometer UV-150-02, Seisakusho Ltd., Kyoto,
Japoén). Se realizaron las determinaciones en muestras por triplicado. Para calcular la
concentracion se utilizé la ley de Lambert-Beer:

A=¢b.C Ec. 2.8

Donde A es la absorbancia medida, € es el coeficiente de extincion determinado a
partir de la pendiente de la curva de calibracion (mL.cm™'.mg™), b es el camino dptico
(1 cm) y C es la concentracion de la muestra. Se realizé la curva de calibracion con el
patrén de acido clorogénico (0,025-0,20 mg/mL, A=3,97xC) ya que es el compuesto
mayoritario en la yerba mate de acuerdo con estudios cuantitativos de HPLC (Chandra
y col., 2004). Los resultados del contenido de polifenoles totales se expresaron como

mg de acido clorogénico equivalente por g de muestra (mg AC /g).

2.4.12.3. Flavonoides totales

Esta determinacioén se llevé a cabo a través de la técnica del tricloruro de aluminio
(Socha y col.,, 2009). ElI AICI; anhidro forma quelatos con flavonoides orto-
dihidroxilados, 3-hidroxilados y 5-hidroxilados en medio basico. Estos quelatos
presentan una coloracién rosada con un maximo de absorcién a 510nm indicando la
presencia de flavonoides.

Para el analisis se tomaron 1,5 mL de muestra y se colocaron en un tubo de
ensayo, se agregaron 0,1 mL NO2Na (15%p/v), 0,15 mL AICIz (10%p/v), 1,0 mL de
NaOH (4% p/v). Se homogeneizd con un vortex se dejo reposar 2 min y se midio la
absorbancia a 510 nm en el espectrofotometro. Luego se calculé la concentracion a
partir de la curva de calibracion como se indico en la seccién anterior, utilizando
catequina como patrén (1/10 mg/L, A=3,34xC+0,04). Los valores de flavonoides

totales se expresaron en mg de catequina equivalente por g de muestra (mg Cat/g).

2.4.12.4. Actividad antioxidante por método DPPH
La actividad antioxidante fue determinada usando el radical 2,2-difenil-1-picril
hidracilo (DPPH+) como radical libre. En su forma estable el radical absorbe a 515nm,
pero luego de ser reducido por un antioxidante (AH) u otra especie radical (Re), la
absorcion desaparece segun la siguiente reaccion:
DPPH« + AH — DPPH-H + A
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DPPH« + R* — DPPH-R

La disminucion de la concentracion del DPPHe representa la capacidad
antioxidante total del compuesto ensayado.

El analisis se realizé de acuerdo con la técnica descripta por Socha y col. (2009)
con leves modificaciones. Se colocaron en un tubo de ensayo 0,75 mL de muestra con
2,25 mL de solucion de DPPH, la concentracion de DPPH fue de 0,1mM de
absorbancia alrededor de 0,9. Como muestra control se utilizdé la misma mezcla de
reaccion, pero reemplazando la muestra por agua destilada. Se dejé 20 min en
oscuridad y luego se midié la absorbancia a 515nm en el espectrofotémetro. Los
resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion del radical DPPH, realizando
el calculo a partir de las absorbancias de la muestra y del control, de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

IoPPH (OA)) = (Acontrol - Amuestra)/Acontrol x 100 Ec. 2.9

2.4.12.5. Actividad antioxidante por método ABTS

El radical catidnico ABTS+ (acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico))
generado por la reaccién entre el ABTS y el persulfato de potasio es de un color
azulado intenso con un maximo de absorcion a 734nm. La medicion se basa en una
disminucion del color por parte de los compuestos de prueba al reaccionar
directamente con el ABTS+. El grado de decoloracion se determina en funcion de la
concentracion y del tiempo y se calcula relativo a un estandar.

Para el analisis se realizd la técnica descripta por Re y col. (1999) con leves
modificaciones. Se colocaron 0,05 mL de muestra en un tubo de ensayo y se agregd
1,0 mL de solucion de ABTS+ de absorbancia alrededor de 0,7 (Aagts). Se realizdé un
registro de la absorbancia cada 1 min hasta que se estabilizé la medida, tomando este
ultimo valor como final (Am). Luego se calculé la concentracion a partir de la curva de
calibracion (Aasts-Am=0,1059%C+0,0173), utilizando Trolox como patréon y los

resultados se expresaron como pumol Trolox/g muestra.

2.4.13. Analisis sensorial de los snhacks elaborados

El andlisis sensorial evalua las propiedades organolépticas de los productos, es
decir, todo lo que se puede percibir por los sentidos y determinar su aceptacion por el
consumidor (Barda, 2011). Dentro de los ensayos afectivos o de aceptabilidad se
encuentran entre otros, los siguientes métodos: comparacibn de a pares,
ordenamiento de preferencia, escala hedoénica. En el primero se busca comparar un

producto con otro, ya sea para el mejoramiento de un producto o buscando paridad
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con la competencia. Este método fuerza una eleccion de un producto sobre el otro sin
indicar si fueron aceptables o no. En el ordenamiento de preferencia, el objetivo es
comparar la preferencia de mas de dos muestras. También se utiliza cuando se quiere
ordenar una serie de muestras segun un mismo atributo. Por su parte, el método de
escala hedénica permite saber cual es el grado de aceptabilidad sensorial de un
producto. La persona le asigna un puntaje dentro de la escala que se le presenta a un
atributo en especial del alimento o a la preferencia global del mismo (Hough y col.,
2006).

La evaluacién sensorial de los snacks y de los postres se realizé con un panel no
entrenado de 50 personas. Se evaluaron caracteristicas de sabor y textura empleando
escalas heddnicas no estructuradas ancladas en los extremos y en el medio. Para la
evaluacion, las muestras se ordenaron al azar y se asigné un cédigo de tres digitos a
cada una (Fig. 2.12). Como neutralizante, se utilizé agua a temperatura ambiente para

que los evaluadores se enjuagaran la boca entre cada prueba de muestra.

Figura 2.12. Fotografias mostrando la presentacién de las muestras a los panelistas.

2.5. Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron al menos por duplicado y los datos obtenidos se
evaluaron estadisticamente a través del programa InfoStat (version 2014, Universidad
Nacional de Cérdoba, Argentina). Se realizé analisis de varianza (ANOVA) y se aplico
el test de Fisher (LSD) con un nivel de confianza del 95% (a=0,05) para la

comparacion de medias.
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Capitulo 3

Formulacion vy caracterizacion

de los snacks




3.1. Formulacion del snack base y determinacion de las condiciones 6ptimas de
procesamiento

El desarrollo del producto tipo snack comenzé con el analisis de la formulacion y
de las condiciones de proceso, a fin de establecer la relacion maiz:agua, el tiempo y la
velocidad de calentamiento del maiz 6ptimos para obtener una pasta laminable. Las
proporciones de maiz y agua ensayadas, 1:8 y 1:10, se determinaron teniendo en
cuenta el exceso de agua necesario para la gelatinizacién del almidén contenido en el
maiz. La cantidad de agua afecta el proceso de gelatinizacién, pero su influencia se ve
menos marcada cuando la velocidad de calentamiento es menor, pues se permite la
aproximacion hacia el equilibrio termodinamico (Coral, 2010). Por ello, se ensayaron
velocidades de calentamiento bajas (10-20°C/min), buscando la mejor relacién entre
rendimiento y manejo de la pasta en su laminado. En la Fig. 3.1a se observa el
rendimiento obtenido luego de 60 min de coccién a 10°C/min para las diferentes

relaciones maiz:agua empleadas.
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Figura 3.1. a) Rendimiento de la pasta obtenida a un tiempo de coccién de 60 min a 10°C/min
utilizando diferentes relaciones maiz: agua. b) Rendimiento de la pasta obtenida con una
relacién maiz: agua 1:8 a 60 y 80 min de coccion.

Barras con una letra comun en un mismo grafico no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Se observé una tendencia hacia un mayor rendimiento de la pasta utilizando

mayores proporciones de agua respecto al maiz (Fig. 3.1a). Sin embargo, dichas
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diferencias no fueron significativas y luego de 60 min de calentamiento los granos de
maiz duplicaron su peso absorbiendo aproximadamente un 55% de agua,
independientemente de la relacion maiz:agua utilizada. Respecto al tiempo de
calentamiento, las pastas de maiz obtenidas luego de 60 min de coccion presentaron
una textura adecuada que permitié un buen laminado y moldeado de los snacks. A fin
de incrementar el rendimiento de la pasta se procedio a la coccién del maiz durante 80
min, observandose que al cabo de ese tiempo los granos de maiz habian absorbido
todo el contenido de agua, obteniendo asi un mayor rendimiento (Fig. 3.1b).

En el presente trabajo se desea aprovechar el agua de coccion para elaborar otro
alimento, por lo que podria utilizarse una relacién alta entre maiz y agua. Sin embargo,
en ese caso y teniendo en cuenta que parte del almidén contenido en el grano de maiz
es lixiviado al agua de coccion (Fig. 3.2), éste quedaria diluido en una mayor cantidad
de agua que luego habria que evaporar para lograr una concentracion de almidon
adecuada que pueda gelificar. Por ello, se seleccion6 como base para los siguientes
ensayos la relacion maiz:agua 1:8 en la cual existe un compromiso entre la cantidad

de liquido generado en la coccién y la concentracién de almidén en dicho liquido.

Figura 3.2. Fotografias de a) pasta de maiz, b) liquido de coccion.

En algunos procesos, como en la elaboraciéon de arepas, luego de la coccién de
los granos de maiz se realiza una operacion de lavado de los granos hidratados. De
esta forma se pretende arrastrar la amilosa que pueda quedar adherida a los granos,
ya que, de no ser retirada, puede aumentar la rigidez de la arepa como producto
terminado y hacerlo menos resistente a los esfuerzos a los que se somete durante el
transporte y el manejo por parte del consumidor (Garcia y col., 2006). En el presente
caso, no es conveniente dicha operacion de lavado de los granos hidratados ya que se
pretende dar rigidez a la pasta para obtener el snack.

Si bien con un tiempo de calentamiento de 80 min se obtuvo mayor rendimiento,
las pastas resultantes fueron dificiles de laminar debido a su alta adhesividad

(0,86£0,07 N.s), comparada con la obtenida con 60 min de calentamiento (0,12+0,01
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N.s). Estos comportamientos quedaron evidenciados en los perfiles de textura de las

pastas (Fig. 3.3).

52
a 24 b

Fuerza (N)
RN
Fuerza (N)

D T = T 1 || T T e T 1
= 10 3 20
g 10 15 5

Distancia (mm) Distancia (mm)

Figura 3.3. Perfiles de textura de pastas de maiz y agua (1:8) sometidas a

calentamiento durante a) 60 min y b) 80 min.

En cuanto a la velocidad de calentamiento, un incremento a 20°C/min no condujo
a mejoras en la textura de las pastas ni en su rendimiento. Por lo tanto, se seleccion6
una relacion maiz: agua de 1:8 y un tiempo de coccion de 60 min a una velocidad de
10°C/min como las condiciones 6ptimas para obtener una pasta con textura adecuada
para el laminado y moldeado de los snacks.

A fin de optimizar la formulacion desde el punto de vista nutricional, se ensayaron
3 niveles de concentracion de harina de lino, al 1, 3 y 5% p/p respecto al peso de maiz
y se evaluo su incorporacion en dos etapas del proceso, por un lado, junto al agua de
coccion del maiz y por otro en la pasta cocida (Fig. 2.3a y Fig. 2.3b, seccién Materiales
y métodos, respectivamente). Cuando se agreg6é al agua de coccion se hallé que la
actividad acuosa de los snacks resultantes (0,7-0,8) fue significativamente mayor (p <
0,05) que en aquellos donde se habia mezclado con la pasta cocida (0,4-0,6). Este
incremento en la aw puede deberse a la capacidad de los mucilagos presentes en la
fibra de la harina de lino para absorber agua, lo cual condujo al desarrollo de hongos
luego de 7 dias de almacenamiento a 20°C. Ademas, otro inconveniente que se
observd en la incorporacién en el momento de la coccion fue la separacion de la
cascarilla de la harina de lino en el agua remanente del proceso. Debido a estos
motivos se descartd la incorporacion de la harina de lino en el agua de coccion y se
opté por mezclarla en la pasta ya cocida.

Al analizar el efecto del contenido de la harina de lino sobre las caracteristicas de
textura de las pastas se hallé que a la maxima concentracién (5% p/p) se dificultaba el
laminado y moldeado de los snacks. Al aumentar la concentracion de harina se estaria
incorporando una mayor cantidad de fibra presente en la harina como mucilago, que

generaria una mayor capacidad de retencion de agua en la pasta. Marpalle y col.
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(2014) suplementaron masas de harina de trigo con harina de lino molida cruda y
tostada obteniendo un aumento en la absorcién de agua y en la adhesividad de la
masa respecto de las muestras sin harina de lino. Este efecto fue atribuido a la
disminuciéon de la capacidad de retencion de agua del gluten con el consecuente
aumento de la pegajosidad.

Respecto al tiempo y temperatura de horneado de las pastas, se encontré que al
agregar la harina de lino fue necesario aumentar el tiempo de horneado inicial en 5
min para poder obtener valores de humedad y aw que permitieran una mejor
conservacion del snack. Para la industria de alimentos debe existir un compromiso
entre la energia a entregar durante el horneado del producto y el tiempo que demande
dicho proceso, por lo cual se seleccioné un tiempo de 25 min y temperatura de 160°C
para lograr un producto snack con caracteristicas de humedad y actividad acuosa

adecuadas.

3.2. Efecto del agregado de harina de lino sobre las caracteristicas

fisicoquimicas y de textura de los snacks

3.2.1. Apariencia visual y color de los shacks

La apariencia de un alimento influye en la aceptaciéon por parte del consumidor
aun antes de que éste sea introducido en la boca. Por ello, el moldeado en forma
circular del snack, similar al de una papa frita, puede otorgarle un atractivo visual para
inducir su consumo. En la Figura 3.4 se muestran fotografias de los snacks obtenidos
con las diferentes concentraciones de harina de lino 1, 3 y 5% p/p (L1, L3 y Ls,
respectivamente) y el control (Mo). Se observa en todos los casos ensayados que la
superficie del producto es rugosa y no uniforme, caracteristica de este tipo de
productos preparados a base de maiz. Sin embargo, el agregado de harina de lino
incrementd aun mas la no uniformidad del producto, debido a la granulometria propia

de esta harina, ademas de impartirles una tonalidad mas oscura.

MO L1 L3 L5

Figura 3.4. Apariencia de los snacks obtenidos a partir de maiz y harina de lino. Mo: control de
maiz; L1, Lsy Ls: con 1, 3 y 5% p/p de harina de lino, respectivamente.
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La Tabla 3.1 muestra los parametros de color superficial de los materiales
utilizados en la elaboracion junto a los valores determinados en el snack control y en el
de menor concentracion de harina de lino (1% p/p), a fin de analizar el efecto de cada
ingrediente sobre el color del producto final. Se observa que ambos snacks, control y
con harina de lino, presentaron valores altos del parametro b*, debido principalmente
al color amarillo del maiz, mientras que la luminosidad L* tomé un valor intermedio
entre los correspondientes al maiz y a la harina de lino. Otros factores que influyeron
en los parametros L*, a* y b* obtenidos en los snacks son el color marron de la
variedad de la semilla de lino usada para la obtencion de la harina y la reaccion de

pardeamiento ocurrida durante el horneado del producto.

Tabla 3.1. Parametros de color superficial de materias primas y productos snack.

Parametro Maiz Har!na de Snack Snack con Harina
lino control (M) de lino (L4)
a* 5,68+1,02 5,60+0,57 8,4910,25 6,06+1,44
b* 31,99+2,59 13,52+0,32 45,13+0,15 42,12+3,27
L* 74,38+2,28 56,17+0,63  64,74+1,11 63,45+1,79

Al analizar el efecto de la concentracién de harina de lino sobre el color de los
snacks (Fig. 3.5) se observa que un mayor contenido condujo a la disminucién de los
parametros a*, b* y C*, indicando un corrimiento de la zona de colores rojo y amarillo.
Esta tendencia se correspondié también con el aspecto visual de los snacks (Fig. 3.4).
Por otro lado, sélo a la maxima concentracion de harina de lino (Ls) se observa una
disminucion significativa (p < 0,05) de la luminosidad (L*) denotando que estos snacks
son mas oscuros. Este mismo comportamiento fue hallado por otros autores al
incrementar el contenido de harina de lino, en reemplazo de la harina de trigo, en sus
formulaciones de galletas (Khouryieh y Aramouni, 2012) y de panes (Marpalle y col.,
2014). No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en el parametro h* de los
snacks cuando se agregoé harina de lino, por lo que se mantuvo en la zona de matices

amarillos.
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Figura 3.5. Parametros de color de los snacks con diferentes concentraciones de harina de lino.
Barras con una letra comun en un mismo grafico no son significativamente diferentes (p >0,05).

3.2.2. Humedad y actividad acuosa (aw)

Los snacks son, en general, alimentos con bajo contenido de humedad y un
aumento de este parametro afecta directamente la textura del producto. En particular,
la crocancia es el parametro de textura que mas se ve afectado con el aumento de la
humedad siendo esto una causa de rechazo del producto. En la Figura 3.6a se
observa que el contenido de agua de los snacks estuvo en el rango 4-10%,
obteniéndose el menor valor para las muestras control My. Los valores de humedad
hallados son tipicos de productos tipo snack como barras de cereal o bocaditos (Sun-
Waterhouse y col., 2010, Trevisan y Areas, 2012). El agregado de la harina de lino,
cuyo contenido de humedad fue de 7,38+0,12%, incrementd significativamente (p <
0,05) la humedad de las muestras, en orden creciente segun la concentracion de la
harina. Este mismo comportamiento fue hallado en estudios realizados en panificados
con harina de trigo y adicion parcial de harina de lino a la formulacion (Figuerola y col.,
2008). Garda y col. (2012) encontraron resultados similares en panes formulados sin

harina de trigo y con adicién de semillas de lino y chia.
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Figura 3.6. Efecto del agregado de harina de lino sobre a) contenido de humedad y b) actividad
acuosa (aw) de snacks a base de maiz

En la figura “a” barras con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05). En la figura “b”
Valores en cada punto con una letra mayusculas en comun no son significativamente diferentes (p >
0,05).

Respecto a la actividad acuosa de los snacks (Fig. 3.6b), se observd una
tendencia similar a la hallada para la humedad. Se hallaron diferencias significativas
entre todos los valores de aw de las muestras con diferente concentracion de harina de
lino. EI mayor contenido de fibra de la muestra Ls seria responsable del valor elevado
de ay hallado (0,609). De acuerdo con Labuza (1980), los alimentos con aw mayor a
0,6 presentan un mayor riesgo microbiolégico. Por lo tanto, para elaborar los snacks
con extracto de yerba mate se decidié continuar con la formulacién Ls que presenté

valores de humedad y aw adecuados para la mejor conservacion de los snacks.

3.2.3. Propiedades de textura de los snacks

Como ya se menciond, las caracteristicas de textura de los snacks dependen de
la humedad y actividad acuosa resultantes en el producto luego del horneado, como
asi también de los ingredientes y su concentracion. En la Figura 3.7 se presentan los
perfiles de textura obtenidos en el texturémetro y en la Tabla 3.2 los parametros
calculados a partir de dichas curvas: estrés de fractura, modulo elastico y tensién de

deformacion en la fractura para los snacks con 1, 3 y 5% p/p de harina de lino.
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Figura 3.7. Perfiles de textura de los snacks con harina de lino al 1% (L+), 3% (L3) y 5% (Ls).

Tabla 3.2. Estrés de fractura g, modulo elastico E y tension de fractura € de los shacks control
(Mo) y con harina de lino al 1% (L1), 3% (L3) y 5% (Ls).

Parametro Mo L, L3 L5

c (MPa) 6,480,01° 6,22+0,35° 4,93+0,78% 4,57+0,902
E (MPa) 328,43+23,523 292 25+22 99° 280,47+31,36%° 224,63+19,882

¢ x10% (adim) 15,8+3,82 19,9+2,43 22,442,223 22,8+3,2°

El estrés de fractura se relaciona con la dureza de un material y consiste en la
separacion en dos 0 mas piezas bajo la accidon de una tension aplicada. En el caso de
un producto como los snacks, este parametro cobra relevancia ya que es la primera
caracteristica sensorial que apreciara el consumidor al probarlo. En la Tabla 3.2 se
observa que el agregado de la harina de lino disminuye el estrés de fractura de las
muestras y este efecto es mas pronunciado al aumentar su concentracion en la
formulacién. La harina de lino hace menos rigida la estructura al retener mas agua en
ella por su contenido en fibra. Similares resultados hallaron Sun-Waterhouse y col.
(2010) al agregar inulina a barras de cereal, obteniendo barras con menor dureza.

La disponibilidad de agua presente en la matriz del alimento determinara
parametros de textura importantes en la aceptabilidad de un producto como la
crocancia, la cual se asocia con contrastes texturales agradables y con la frescura y
calidad del producto, siendo su pérdida la principal causa del rechazo por parte de los
consumidores (Roudaut y col., 1998; Marzec y col.,, 2006). La crocancia de los

cereales ha sido relacionada con su contenido de agua o su actividad acuosa por
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Martinez y col. (2004) y Heidenreich y col. (2004). En el caso del snack de maiz, su
bajo contenido de humedad (4%) y de aw (0,27) condujeron a un producto que, si bien
es apto desde el punto de vista microbioldgico, presentd alta dureza al consumirlo. Por
ello, el agregado de harina de lino resultdé en caracteristicas favorables al disminuir su
dureza sin alterar la crocancia.

En la Tabla 3.2 también se muestra la variacion del médulo de elasticidad o de
Young (E) de los snacks sin y con diferentes concentraciones de lino. Esta propiedad
relaciona la deformacion elastica con la tension, cuanto menor es el E, mayor sera la
deformacion del material y cuanto mayor, mas rigida es la muestra. En concordancia
con el estrés de fractura, la incorporacion de harina de lino en los snacks de maiz
condujo a menores valores del médulo elastico. Este comportamiento resultdé una
caracteristica favorable para los snacks formulados con lino ya que facilité la mordida
al ser mas deformable. Esto podria explicarse considerando que las muestras con
mayor cantidad de harina de lino (L3 y Ls) aportarian una cantidad extra de proteinas
por sobre las que ya tiene la muestra control (Mg), ademas de una mayor retencién de
agua por parte de sus mucilagos que plastificaria las muestras.

Por su parte, la tensién de fractura € es una caracteristica que se correlaciona con
la friabilidad, es decir con la capacidad de un producto para ser reducido a particulas
pequenas por la acciéon de una minima presién o friccion, a menor tension de fractura
mas friable es el producto. Se puede observar en la Tabla 3.2 que este parametro no
presento diferencias significativas con el agregado de la harina de lino comparado con
la muestra control (Mo) ni entre las diferentes concentraciones de harina de lino
ensayadas.

Segun los resultados obtenidos, si bien los snacks con harina de lino al 5%
presentaron buena textura, mostraron caracteristicas menos favorables desde el punto
de vista del procesamiento de la pasta por su adhesividad y dificultad para su
laminado (seccién 3.1), como asi también desde su conservacion debido al alto
contenido de humedad y actividad acuosa de los snacks. Por lo tanto, se decidio
continuar con la formulacién con 3% de harina de lino para incorporar el extracto de

yerba mate a los snacks de maiz.
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3.3. Efecto del agregado de extracto de yerba mate sobre las propiedades

fisicoquimicas y de textura de los snacks con harina de lino

3.3.1. Apariencia visual y color de los snacks con yerba mate

En la Figura 3.8 se muestran fotografias de los snacks con harina de lino al 3%
p/p y extracto de yerba mate al 1y al 3% p/p, comparados con su control sin yerba. Se
observa que el agregado de extracto hizo que los snacks (LsY1 y L3Y3) adquirieran una
tonalidad mas intensa y se volvieran mas oscuros que el control Ls. Respecto a la
concentracién de extracto agregado, a simple vista no se distingue la diferencia de

color entre las dos concentraciones de yerba mate (1% y 3%).

L3 13Y1 13y3

3,5cm

Figura 3.8. Apariencia de los snacks obtenidos a partir de maiz, harina de lino al 3% y extracto
de yerba mate. Ls: control sin extracto, LsY1y L3Y3: con 1% y 3% de extracto, respectivamente.

Al determinar el color superficial de las muestras, se observo que el agregado de
extracto de yerba mate disminuyo significativamente (p < 0,05) el parametro b* y la
luminosidad L* (para la muestra con mayor concentracion de yerba), mientras que a*

no vario significativamente, respecto al control sin harina de lino (Fig. 3.9).
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Figura 3.9. Parametros de color de snacks con 3% p/p de harina de lino y 1% y 3% p/p de
extracto de yerba mate.

Barras con una letra comun en un mismo grafico no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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El efecto del extracto de yerba mate sobre el color de los snacks puede deberse
principalmente al propio color del extracto (L* 55,68+1,12, b* 15,96+142 y a*
0,26%0,18). El color de snacks con agregado de extractos vegetales puede estar
influenciado por reacciones de pardeamiento no enzimatico de los polifenoles,
incluyendo la oxidacién de polifenoles no enzimatica y el pardeamiento polifenélico
autooxidativo (Sun-Waterhouse y col., 2010).

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en los
parametros L*, a* y b* a las dos concentraciones de yerba mate ensayadas respecto al
control Ls. Por su parte, el parametro h* no presenté diferencias significativas en las
distintas muestras, lo cual es favorable ya que en los snacks con yerba mate se

conservo el matiz amarillo de los snacks con s6lo maiz como ingrediente.

3.3.2. Humedad y actividad acuosa

En los snacks con agregado de extracto de yerba mate se observé una
disminucion significativa (p < 0,05) en el contenido de humedad respecto al control,
como lo muestra la Tabla 3.3. Por otro lado, no se encontraron diferencias
significativas (p > 0,05) en los valores de humedad a los dos niveles de concentracion
de extracto ensayados. En cambio, el efecto de la yerba mate sobre la actividad
acuosa de los snacks vario segun la concentracion del extracto agregado (Tabla 3.3).
Al comparar con el control, no se observaron diferencias significativas en la ay de los
snacks con 1% de extracto (LsY1), sin embargo, un mayor contenido de extracto

condujo a una disminucion significativa (p < 0,05) de aw en los snacks.

Tabla 3.3. Efecto del agregado de extracto de yerba mate sobre el contenido de humedad y la
actividad acuosa (aw) de los snacks a base de maiz y harina de lino.

Snack Ls LY+ LsY3
Humedad (%) 10,33+0,21° 4 .45+1 272 6,57+0,30°
aw (adim) 0,53+ 0,01° 0,54+0,00° 0,47+0,022

Valores en la misma fila con una letra mindscula en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
para las distintas muestras.

El efecto de los polifenoles de extractos vegetales depende de la composicion de
la matriz donde se incorporan, por ejemplo, Sun-Waterhouse y col. (2010) hallaron un
aumento en la humedad y la ay cuando adicionaron un extracto de polifenoles de
manzana en barras de cereal a base de avena y fibra de manzana. En el caso del
extracto de yerba mate, su efecto sobre las caracteristicas de humedad y actividad

acuosa de los snacks podria atribuirse a la unién de las proteinas de la harina con los
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flavonoides de la yerba mate que produce la reduccion del numero de grupos hidroxilo

libres (Arts y col., 2001, 2002), disminuyendo asi la capacidad de captar agua.

3.3.3. Propiedades de textura

La Figura 3.10 muestra los perfiles de textura de los snacks a base de maiz,
harina y extracto de yerba mate y la Tabla 3.4 presenta los parametros
correspondientes de estrés de fractura, médulo elastico y tension de fractura obtenidos

a partir de dichos perfiles.

—— 13
25— ———L3Y1
——13Y3

204 ‘

Fuerza (N)

0 T T T
0,0 0,2 04 0,6

Distancia (mm)

Figura 3.10. Perfiles de textura de los snacks con harina de lino al 3% (L3) y 1% (L3Y1) y 3%
(LsY3) de extracto de yerba mate.

Tabla 3.4. Estrés de fractura o, mdédulo elastico E y tensién de fractura ¢ de los snacks con
harina de lino al 3% (L3) y 1% (LsY1) y 3% (LsY3) de extracto de yerba mate.

Parametro Ls LsY L3Y3

o (MPa) 4,93+0,782 5,47+0,962 5,010,392
E (MPa) 280,47+21,362 332,76+16,20° 342,00+11,50°

& x103 (adim) 22,4122 16,6+0,52 14,4+2,52

Respecto al estrés de fractura se hallé que no existen diferencias significativas (p
> 0,05) en los valores de este parametro para los snacks sin y con 1y 3% de extracto
de yerba mate. Sin embargo, el mddulo elastico aumenté y la tensién de fractura de
los snacks con extracto de yerba mate disminuyd significativamente (p < 0,05)

comparados con el control sin extracto. Estos comportamientos indicarian que la yerba
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mate vuelve mas rigida la estructura de los snacks con harina de lino y contribuye a su
friabilidad. Las modificaciones en la textura de los snacks podrian atribuirse a la
formacion de complejos entre los compuestos antioxidantes de la yerba (polifenoles y
flavonoides) y los componentes de |la matriz (almidén y proteinas) (Arts y col., 2001,
2002, Wu y col., 2016).

3.4. Almacenamiento de los snhacks con harina de lino y extracto de yerba mate

3.4.1. Variacion de la actividad acuosa

La evaluacién de los parametros de textura y de actividad acuosa de los snacks
durante el almacenamiento es importante para determinar su seguridad microbiolégica
y la conservacion de sus caracteristicas sensoriales. En la Tabla 3.5 se observa que
durante los 30 dias de ensayo todas las muestras, sin y con harina de lino y/o extracto
de yerba mate, presentaron valores de aw entre 0,27 y 0,59, todos ellos aceptables
desde el punto de vista microbioldgico del alimento. La mayor variacion se observo en
la muestra control My que aumentd significativamente su actividad acuosa en los
primeros 7 dias. En cambio, el agregado de harina de lino condujo a fluctuaciones
menores en la ay de los snacks hasta los 14 dias de almacenamiento, denotando un
efecto de mayor estabilidad sobre las muestras almacenadas. Sin embargo, en el dia
21 de ensayo todas las muestras sin y con harina de lino presentaron una disminucion
significativa de aw, para luego aumentar al final del almacenamiento. Aun asi, no se
alcanzaron los valores medidos al tiempo 0 excepto por la muestra L1 que presento un

valor mayor, pero sin diferencias significativas (p > 0,05).

Tabla 3.5. Actividad acuosa (aw) en funcion del tiempo de almacenamiento y de la composicion
de los snacks sin y con harina de lino y extracto de yerba mate.

T(ijgs)o Mo Ly Ls Ls LsYi LsYs
0 0,272+0,002%2 0,489+0,0028> 0,531+0,011¢c 0,609+0,022P¢ 0,541+0,004C 0,468+0,0168°
7 0,526+0,015P> 0,496+0,004B2 0,592+0,001P¢ 0,547+0,004Cc 0,510+0,003B2 0,574+0,013Pd
14 0,525+0,025P> 0,539+0,006¢> 0,522+0,028°> 0,558+0,001¢> 0,436+0,008% (,399+0,0024=
21 0,328+0,02682 0,411+0,009c 0,361+0,0014°> 0,442+0,000~¢ 0,497+0,0048¢ 0,480+0,0098¢
30 0,411+0,002¢@ 0,508+0,0118c 0,423+0,001B2 0,508+0,007Bc 0,443+0,006~°> 0,518+0,001Cc

Valores en la misma columna con letra mayuscula en comun no son significativamente diferentes (p >
0,05) para los distintos tiempos. Valores en la misma fila con una letra mindscula en comun no son
significativamente diferentes (p > 0,05) para las distintas formulaciones.
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En el caso de las muestras con yerba, el agregado de 3% del extracto (L3Y3)
condujo a mayores variaciones de ay durante los 30 dias de ensayo, comparado con
las muestras con 1% (L3Y1) donde se observaron las menores fluctuaciones durante
todo el periodo de almacenamiento ensayado (Tabla 3.5).

La variaciéon de la actividad acuosa de los snacks durante el almacenamiento
puede relacionarse a la liberacion de agua debida al proceso de retrogradacion del
almidon. Este proceso involucra el reordenamiento de las cadenas de amilosa y
amilopectina que quedaron retenidas en el interior del granulo luego del proceso de
gelatinizacién ocurrido durante el calentamiento del maiz. Durante la retrogradacion,
las cadenas lineales de amilosa y las ramificaciones de la estructura de la amilopectina
se alinean expulsando el agua retenida en las cadenas, la cual esta disponible para
migrar en la matriz del alimento. Esta modificacién en la estructura cristalina del
almidén otorga mayor rigidez a los granulos lo cual se traduce en cambios en la

textura del alimento.

3.4.2. Modificaciones en la textura de los snacks con harina de lino

Respecto al comportamiento de textura durante el almacenamiento de los snacks
con harina de lino, sin yerba mate, en la Figura 3.11 se muestra la variacién de los
parametros de estrés de fractura, modulo elastico y tension de fractura a cada tiempo
ensayado. Se observa que el estrés de fractura para todas las formulaciones, excepto
Ls, disminuyo con el tiempo, para luego recuperar valores comparables con el tiempo 0
en los ultimos dias del almacenamiento (Fig. 3.11a). Al realizar el analisis para las
distintas formulaciones a un tiempo dado, se observa que, en lineas generales, el
agregado de harina de lino disminuye el estrés de fractura en las formulaciones con
mayor concentracion (3% y 5%). La harina de lino haria menos rigida la estructura en
los primeros 14 dias, al retener mas agua debido a su contenido de fibra. Durante este
tiempo, para cada una de las formulaciones, se observé una disminucion del estrés de
fractura, a excepcion de Ls; la cual aumenté durante este tiempo, retomando los
valores iniciales para el fin del almacenamiento. Por otro lado, la estructura
heterogénea y compleja del grano de maiz sufre modificaciones en el almacenamiento

que conducirian a una mayor variacion en los parametros de textura.
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Figura 3.11. Estrés de fractura (a), médulo elastico (b) y tension de fractura (c) de los snacks,
sin y con harina de lino, en funcion del tiempo de almacenamiento a 20°C.
Valores con letra mayuscula en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05) para los distintos
tiempos. Valores con letra minascula en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05) para las
distintas formulaciones.

Con respecto a la variacion del médulo elastico (E) de los snacks durante el
almacenamiento (Fig. 3.11b), se observd una tendencia general de disminucién de
este parametro en todas las muestras ensayadas hasta el dia 7. Cuando se analizan
las diferentes formulaciones a los distintos tiempos de almacenamiento se observa
una leve tendencia a disminuir con el incremento de la concentracion de harina de lino,
excepto en el dia 30. Esto indicaria que las muestras con mayor contenido de harina
de lino son mas deformables en los primeros dias del almacenamiento.

Usualmente, en alimentos, el endurecimiento es un fendmeno multifactorial que
depende de la composicién, de los cambios fisicoquimicos de los componentes y sus
interacciones y de las condiciones de almacenamiento. Este fendbmeno puede ser

explicado considerando que durante el almacenamiento hay una migracion del agua
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debido al proceso de retrogradacién, propio de sistemas que contienen almidén. El
agua seria retenida en la matriz del alimento por la harina de lino que ya desde un
inicio absorbié mas agua que el tratamiento que no la contiene, lo cual se evidencia en
los valores mas bajos de E para las mayores concentraciones de la harina de lino
(Fig.3.11b).

Respecto a la tension de fractura (€) de los snacks, en la Figura 3.11c se observa
que la muestra My no presenté diferencias significativas (p > 0,05) en este parametro
durante todo el almacenamiento, excepto en el dia 7 que mostrd un leve descenso.
Por el contrario, las muestras con harina de lino (excepto Ls que disminuyd en el
tiempo) aumentaron la tensién de fractura hasta el dia 7 y luego disminuyeron
alcanzando valores similares o incluso menores que al tiempo 0. En cuanto al analisis
entre tratamientos al mismo tiempo (Fig. 3.11c) se encontré que hasta el dia 7 la
tension de fractura de las muestras conteniendo harina de lino aumento respecto de la
muestra control (Mog). Esto sugeriria que luego de una semana de almacenamiento el
producto se vuelve menos friable con una mayor cohesividad estructural. En cambio,
el dia 14 las muestras con harina de lino disminuyeron la tensién de fractura respecto
del control. Posteriormente, desde el dia 21 y hasta el final del almacenamiento las
muestras con harina de lino mostraron valores similares a Mo, excepto Ls el dia 21y Ls
el dia 30 que mostraron valores significativamente mas altos y mas bajos,

respectivamente.

3.4.3. Comportamiento de textura de los snacks con harina de lino y yerba mate
En la Figura 3.12 se observa el efecto del extracto de yerba mate sobre los
parametros de textura de los snacks almacenados. Las muestras que contienen el
extracto siguieron un comportamiento similar al mencionado anteriormente para el
estrés de fractura, excepto que al dia 30 de almacenamiento no se recuperaron los
valores iniciales (Fig. 3.12a). Wu y col. (2009) hallaron fuerte evidencia de que los
polifenoles del té disminuirian el proceso de retrogradacion del almidéon de arroz
debido a que los radicales hidroxilos altamente reactivos de los polifenoles podrian
reaccionar con el almidén para formar enlaces de hidrogeno, previniendo asi la
reasociacién de cadenas de amilosa y amilopectina. En el caso de los snacks, en los
primeros dias prevaleceria el fendbmeno de retrogradacion que vuelve a las muestras
mas duras y al final del almacenamiento este fendmeno se veria atenuado por los
polifenoles de la yerba mate que reaccionarian en forma similar a los del té. Por lo
tanto, se podria decir que existiria una competencia entre esos dos procesos que

definen la textura de los snacks durante el almacenamiento.
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Figura 3.12. Estrés de fractura (a), médulo elastico (b) y tension de fractura (c) de los snacks
con 3% de harina de lino (L3) y 1% (L3Y1) y 3% (L3Y3) de extracto de yerba mate, en funcién del

tiempo de almacenamiento.
Valores con letra mayuscula en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05) para los distintos

tiempos. Valores con letra minuscula en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05) para las
distintas formulaciones.

Cuando se compara a igual tiempo las distintas concentraciones de extracto de
yerba mate (Fig. 3.12a) se encontré que no existen diferencias significativas (p > 0,05)
hasta el dia 7 del almacenamiento, luego el dia 21 los valores de estrés de fractura
fueron significativamente mayores (p < 0,05) en las muestras conteniendo yerba mate.
Esto indicaria una mayor estabilidad en estas muestras respecto al control sin yerba.
Por el contrario, al dia 30 las muestras con yerba mate mostraron valores de estrés de
fractura significativamente menores (p < 0,05).

En la Figura 3.12b se observa que las muestras con extracto de yerba mate
incrementaron su moédulo elastico con un maximo alrededor del dia 14 del
almacenamiento, para luego disminuir hasta alcanzar valores similares a los del inicio.
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En cuanto al analisis entre tratamientos al mismo tiempo (Fig. 3.12b) se encontrd que
el extracto de yerba mate, en todas las concentraciones ensayadas, aumento
significativamente (p < 0,05) el E hasta el dia 21 del almacenamiento. Luego al dia 30
no hubo diferencias significativas (p = 0,05) entre Ls y LsYs pero si disminuyo
significativamente (p < 0,05) el E de la muestra L3Y3.

El agregado de extracto de yerba mate a ambas concentraciones disminuye, en el
tiempo, la tension de fractura de las muestras (Fig.3.12c) alcanzando su minimo valor
el dia 14 para luego volver a aumentar levemente. Por otro lado, el analisis entre
muestras al mismo tiempo de almacenamiento (Fig. 3.12c) revela que el agregado de
extracto de yerba mate disminuye significativamente (p < 0,05) la tensién de fractura
solo al dia 0 del almacenamiento. Luego, se observd que no existen diferencias
significativas (p = 0,05) con respecto a la muestra L3 (sin extracto) durante el resto del
tiempo de almacenamiento, excepto L3Y3 el dia 21. Esto ultimo se debe principalmente
a una disminucioén de la tensién de fractura de la muestra control (L3).

Como ya se menciong, la tension de fractura se correlaciona inversamente con la
friabilidad de un producto, lo cual hace que pueda ser reducido a particulas pequefas
ante la accién de una pequefa presion. Por ello, la yerba mate tendria entonces un
efecto positivo en los primeros dias al retrasar estos cambios y al aumentar la
friabilidad de los snacks (menor €), con respecto a las muestras que contenian sélo
harina de lino. Esta mayor crocancia es una caracteristica deseable en un producto de
este tipo y, ademas, se incrementa el valor nutricional del snack por contener extractos
con poder antioxidante. Por ello y sumado a sus valores adecuados de humedad y au,
se selecciond la formulacidon Ls3Ys3 como producto a evaluar para determinar sus

caracteristicas quimicas y sensoriales.

3.5. Andlisis de la microestructura de los snacks

3.5.1. Microscopia electrénica de barrido

La microestructura de un material y como se modifica durante su procesamiento
definira las caracteristicas del producto final. Por lo tanto, es esencial comprender a
nivel microscépico cémo cada elemento de un sistema alimentario afecta la
microestructura. La Figura 3.13 muestra la microestructura de los snacks a diferentes

aumentos y composicion.
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Figura 3.13. Microscopia electronica de barrido de los snhacks con distintos contenidos de harina de lino y extracto de yerba mate. Mo: (a,f k), Ls: (b,g,l), Ls:
(c,h,n), LaY1: (d,i,n), LsYs: (e,j,0). Magnificacién: 100x (a,b,c,d,e), 500x% (f,g,h,i,j), 1000% (k,I,m,n,0).
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Se observa una microestructura uniforme y lisa a 500% y 1000x en todas las
muestras. Por el contrario, con el aumento mas bajo (100x) se presenta una estructura
rugosa y no uniforme con areas redondeadas en todas las formulaciones ensayadas,
esto indica que las principales diferencias seran observadas a este aumento. La
ausencia total de granulos de almidon intactos se debe a la coccion previa del maiz y
al horneado de los snacks, procesos que aseguraron la gelatinizacién completa de los
granulos de almidén.

La adicién de harina de lino (Fig. 3.13b y c) hizo que la microestructura fuera mas
cerrada y compacta. Este hecho podria deberse a un aumento en la cohesividad de la
microestructura debido a las proteinas y los mucilagos de la harina de lino. Este
resultado confirma la menor friabilidad observada anteriormente. Cuando se agrego
extracto de yerba mate (Fig. 3.13d, e, i, j, n, 0), se observa una microestructura mas
suave en los aumentos mas altos (500 x y 1000 x). En la Figura 3.13d se puede ver
una estructura laminar que cubre algunas areas y en la Figura 3.13e pareciera que

cubre un area mas grande.

3.5.2. Microscopia confocal laser de barrido

Por otro lado, se analizaron las muestras de los snacks con harina de lino y
extracto de yerba mate LsYs a través de microscopia confocal laser de barrido (Fig.
3.14). Toda el area roja observada en la micrografia indica la fluorescencia de la
Rodamina B la cual se encuentra distribuida uniformemente en toda la estructura en
una sola fase continua. Esto sugiere una distribucion homogénea de los componentes

estructurales de la muestra (almidén y proteinas).

Figura 3.14. Microscopia confocal laser de barrido del snack con 3% de harina de lino y 3% de
extracto de yerba mate (L3Y3).
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3.6. Composicion quimica de los snacks con harina de lino y yerba mate

3.6.1. Analisis composicional

En la Tabla 3.6 se muestran los resultados obtenidos del analisis de composicion
del snack con 3% de harina de lino y 3% de extracto de yerba mate (LsY3) comparado
con el control sin harina ni extracto (Mo). Se observa que el contenido de humedad fue
mayor en el snack que contenia la harina de lino (cuya humedad fue 7,3810,12%),
atribuido a la presencia de fibra dietaria de esta harina que posee una buena
capacidad de retencion de agua. El contenido proteico fue mayor en el snack (L3Y3), lo
cual se explicaria teniendo en cuenta el aporte de proteina de la harina de lino
(32,54+4,98%). Bashir y col. (2006) encontraron valores menores de proteinas (5,95%)
en galletitas elaboradas con harina de trigo y 5% harina de lino partiendo de una
harina de lino con 24,9% de valor proteico, lo cual denota la importancia de la calidad

de la materia prima.

Tabla 3.6. Composicion de los snacks de maiz: control (Mo) y con agregado de 3% de harina de
lino y 3% de extracto de yerba mate (L3Y3).

Componente (%) Snack control (Mo) Snack (L3Y3)
Humedad 9,7410,95 12,0840,41
Proteinas 6,90+0,05 7,70+0,13

Lipidos 0,15+0,04 0,45+0.02

Cenizas 0,32+0,02 0,3040,03

Fibra* 2,7+0,00 2,99+0,00
Hidratos de carbono** 80,2+0,41 76,48+0,23

* Calculado por estimacion a partir de datos bibliograficos (Hussain y col., 2008)
**Calculado por diferencia

Con respecto al contenido de lipidos, se encontraron valores similares con el
shack control ya que la harina de lino empleada para este trabajo es de otro proceso
industrial en el cual se la obtiene parcialmente desgrasada (5,15+0,62%) y la
formulacién no contiene otro tipo de aceites o materias grasas. Por otro lado, no se
hallaron diferencias en el contenido de cenizas entre ambas formulaciones,
obteniéndose valores bajos. En el caso de la fibra se estimé un valor mayor para el
snack con harina de lino, como era esperado por el contenido de fibra de las semillas

de lino (Tabla 1.2). Finalmente, el contenido de hidratos de carbono del snack (L3Y3)
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determinado por diferencia fue menor que Mo, con lo cual el valor del contenido

caldrico de esta muestra seria también menor que el snack control.

3.6.2. Contenido de polifenoles y flavonoides totales y actividad antioxidante
(DPPH y ABTS)

Las propiedades antioxidantes de la yerba mate se han atribuido a su alto
contenido de polifenoles, especialmente acido clorogénico, acido cafeico y flavonoides
como la quercetina, la rutina y el kaempferol (Orjuela-Palacio y col., 2014). Con el
objetivo de determinar si estos compuestos activos estaban presentes en los snacks
formulados, se analizd el contenido total de polifenoles y de flavonoides y la actividad
antioxidante (DPPH y ABTS) del extracto puro de yerba mate y se compararon los
valores obtenidos con los hallados para la muestra de mayor contenido de extracto
LsYs. También se analizaron el agua de coccion del maiz y los snacks control sin
yerba, Mo y Ls a fin de cuantificar el aporte de antioxidantes del maiz y de la harina de

lino y las pérdidas en el agua de coccion (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Contenido total de polifenoles y flavonoides y actividad antioxidante (DPPH y ABTS)
en diferentes muestras.

Polifenoles totales Flavonoides totales DPPH ABTS
Muestra
(mg AC/qg) (mg Cat/g) (%) (MmoIT/g)

Extracto Yerba mate 121,33+0,002 31,34+2,972 80,29+1,392 10,04+1,432
Agua de coccion 106,67+0,00b 5,54+0,45° 47,72+0,82° 9,24+1,032

Snack Mo Nd Nd Nd Nd
Snack L3 0,80+0,08¢ 0,05+0,014 2,54+0,80¢ 1,30+0,18¢
Snack L3Y3 23,60+0,05¢ 1,21+0,18¢ 41,01+0,57¢ 7,21+0,74°

AC: acido clorogénico, Cat: catequina, T: Trolox, Nd: no detectable.
Valores en la misma columna con letra mindscula en comun no son significativamente
diferentes (p > 0,05).

Se observa que en todas las muestras analizadas fue posible cuantificar los
compuestos antioxidantes, excepto en el snack control Mo sin harina ni extracto de
yerba mate. Los valores hallados para el extracto de yerba mate fueron similares a los
reportados por Bastos y col. (2007), Deladino y col. (2010) y Lépez Cdrdoba (2012).
En el snack L3Y3 desarrollado se detectd una actividad antioxidante importante,

cuantificada por DPPH y ABTS, aunque menor que en el extracto puro de yerba mate.
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Por otro lado, este snack presentd valores de polifenoles y flavonoides
significativamente menores a los hallados en el extracto, teniendo en cuenta ademas
que contiene, aunque minimo, el aporte de antioxidantes de la harina de lino como lo
demuestran los valores para Ls. Esto indicaria que la mayor parte de los compuestos
activos antioxidantes queda en el agua de coccion del maiz y que no son absorbidos
por este cereal durante el calentamiento, ni retenidos ya que no se detectaron en el
snack control My. Cabe destacar que el agua de coccién puede contener aportes de
compuestos antioxidantes del propio maiz, aunque en menor magnitud comparados
con los de la yerba mate. Deng y col. (2005) hallaron valores de 16,45+1,76 mg acido
galico/g y 67,57+1,94% DPPH en muestras de maiz colorado, como el utilizado en el
presente estudio.

En cuanto a los efectos de tratamientos térmicos en lineas de produccion de snack,
Carunchia y col. (2015) encontraron diferencias significativas en la actividad
antioxidante y concentracion fitoquimica del producto final, las cuales dependen de las
condiciones de procesamiento y de la naturaleza de los ingredientes. La Tabla 3.7
muestra que se hallaron valores muy bajos de flavonoides en el snack con yerba y en
el agua de coccidn, lo cual podria explicarse considerando que el tratamiento térmico
necesario para cocinar el maiz afectaria estos compuestos. Sin embargo, el agua de
coccion del maiz retuvo un alto porcentaje de polifenoles y de actividad antioxidante,
por lo que el aprovechamiento de este subproducto del proceso de obtencién del

snack para elaborar otro alimento seria favorable desde el punto de vista nutricional.

3.6.3. Contenido de prolaminas

Los snacks desarrollados en este trabajo han sido formulados con ingredientes
que no contienen en su composicidén ni trigo, avena, cebada o centeno, teniendo en
cuenta a la poblacion celiaca que no puede consumir proteinas de estos cereales. En
el mercado existen ingredientes que han sido certificados como “libre de gluten” o “Sin
T.A.C.C.”, sin embargo, tanto el maiz como la harina de lino pueden adquirirse en
dietéticas donde se almacenan y venden junto a otros ingredientes que pueden
contener esas proteinas y existe el riesgo de contaminacion. Por ello, a través del
Servicio de determinacion cuantitativa de prolaminas de la Facultad de Ciencias
Exactas (UNLP) se analizd la muestra del snack LsY3 elaborado con harina de lino
certificada libre de gluten y otra muestra obtenida a partir de harina de lino a granel. En
la Tabla 3.8 se observan los resultados del enzimoinmunoensayo competitivo con
anticuerpos policlonales, de acuerdo con el método desarrollado por Chirdo y col.
(1995).
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Tabla 3.8. Contenido de prolaminas de los snacks de maiz con agregado de 3% de harina de
linoy 3% de extracto de yerba mate (L3Y3), elaborados con harina de lino de diferente origen.

Contenido de prolaminas

Muestra de Snack (mg/100g muestra)

LsY3 con harina de lino certificada “Sin T.A.C.C.” Nd

LsYs con harina de lino sin certificacion 0,3

Nd: no detectable.

Debido a que el producto es subdividido y analizado sobre cada uno de los
componentes a través del método ELISA es posible detectar 1 ppm (0,1mg/100g) de
gliadinas en la muestra. En el caso del snack elaborado con harina de lino sin certificar
se hallaron prolaminas a un nivel que puede provocar reacciones en las personas que
padecen celiaquia, por lo que es importante la verificacion de las materias primas a

utilizar para la declaracion del producto desarrollado como libre de gluten.

3.7. Analisis sensorial de los snacks elaborados

Se ha visto hasta aqui que los snacks desarrollados contienen alto valor proteico y
bajo contenido lipidico, caracteristicas que pueden favorecer su eleccidn por
consumidores preocupados por su salud, mas alla de ser aptos para el segmento de
celiacos. Sin embargo, las propiedades sensoriales de los snacks seran las que
finalmente determinaran su aceptacién y posibilidad de compra. La Figura 3.15
muestra los atributos sensoriales (color, sabor, crocancia y aceptabilidad general)
determinados en los snacks LsY3 comparados con el control Mo.

Se observa que no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) en la
crocancia y el color de las muestras, lo que sugiere que los panelistas no pudieron
encontrar diferencias en la textura y apariencia visual de Mo y LsY3. Por otro lado, se
observaron diferencias significativas (p < 0,05) en el sabor y la aceptabilidad general,
lo que indica que los panelistas prefirieron la muestra control (Mo). Este resultado
sugiere que los ingredientes (harina de lino y extracto de yerba mate) afectan el sabor
y, por lo tanto, la aceptabilidad general del producto. Resultados similares fueron
hallados por Khouryieh y Aramouni (2012) en galletitas con 6% de harina de lino
(como reemplazo parcial de la harina de trigo), las cuales tuvieron una aceptabilidad
general entre “gusta moderadamente” y “gusta ligeramente” en una escala heddnica
de 9 puntos. Dichos autores encontraron que niveles de 18% de harina de lino tuvieron

un efecto negativo en la aceptacién sensorial de las galletitas.
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Figura 3.15. Evaluacion sensorial de los snacks de maiz con agregado de 3% de harina de lino
y 3% de extracto de yerba mate (L3Y3).

Barras con la misma letra no son significativamente diferentes (p >0,05) para cada atributo sensorial. Los
valores dentro de cada barra indican el porcentaje de panelistas que prefirieron cada opcién.

En el presente estudio probablemente la yerba mate contribuye con un ligero
sabor amargo y astringencia, derivados de los polifenoles de su composicion, que
podrian explicar la eleccién de los panelistas. Otros autores senalan que el sabor
amargo y la sensacion de astringencia de las infusiones de yerba mate provocan
reacciones negativas de los consumidores (Jaeger y col., 2009; Lesschaeve y Noble,
2005). Sin embargo, Dinnella y col. (2011) informaron que la intensidad de la
astringencia no conduce necesariamente a la aceptabilidad de los productos. De los
resultados obtenidos se desprende que el sabor es el atributo sensorial mas
importante que impulsaria en gran medida la aceptacién del producto por parte del
consumidor. Por lo tanto, el sabor debe ser optimizado y una de las posibilidades es el
agregado de sal a los snacks, ya que algunos de los panelistas expresaron que un
sabor salado era el esperado. La optimizaciéon de la formulacién implica evaluar,
ademas de las propiedades sensoriales, las modificaciones en las caracteristicas
fisicoquimicas y de textura de la pasta y de los snacks debidas a la incorporacion del

nuevo ingrediente.
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3.8. CONCLUSIONES PARCIALES

Los snacks formulados con harina de maiz poseen propiedades estructurales y
funcionales que dependen, entre otros, de la presencia de otros componentes como la
harina de lino y la yerba mate. El aumento de la concentracion de harina de lino en la
formulacion incrementé el porcentaje de humedad debido a que el contenido de fibra
presente en la harina aumenta la capacidad de retencion de agua. Los incrementos en
la actividad acuosa estarian relacionados con los procesos de retrogradacion del
almidon que ocurren en los primeros 14 dias y la migracion de agua entre los
diferentes componentes de la matriz del alimento, como las proteinas, almidon,
mucilagos y compuestos antioxidantes (polifenoles y flavonoides). En cuanto al color
del producto se observd corrimientos de la zona de los rojos y amarillos cuando se
agrego6 la harina de lino y un mayor desplazamiento cuando se agrego los extractos de
yerba mate. Ademas, la yerba mate torné los snacks mas oscuros, aunque no se
encontraron diferencias significativas entre las distintas concentraciones ensayadas de

este componente.

Con respecto a la textura de los snacks se encontré que el estrés de fractura
disminuyo, para todas las formulaciones (excepto Lsz) a todos los tiempos ensayados,
con el agregado de harina de lino haciendo menos rigida la estructura. Un
comportamiento similar se observd con el agregado del extracto de yerba mate. El
modulo elastico mostré una tendencia general a disminuir en todas las muestras
cuando se agreg6 harina de lino, al igual que cuando se analiz6 en funcién del tiempo.
El agregado de extracto de yerba mate hizo a las muestras mucho mas rigidas,
especialmente hacia la mitad del tiempo de almacenamiento. La tensién de fractura
aumentd con el agregado de harina de lino (excepto Ls que disminuyd) durante la
primera semana de almacenamiento indicando que el producto se volveria menos
friable con una mayor cohesividad estructural. Sin embargo, en la segunda semana la
tensién de fractura disminuyé respecto de la muestra control. El efecto contrario se
observd con el agregado del extracto de yerba mate, el cual disminuyd la tension de
fractura haciéndolas mas friables durante las dos primeras semanas. Estos cambios
de textura que se observan durante los primeros dias de almacenamiento hacen que
se deba prestar mucha atencion respecto a los tiempos que transcurren entre la
fabricacion del producto y su comercializacion, pues podria suceder que el consumidor

los adquiriera con una textura que sea rechazada.
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Por otro lado, se hallé actividad antioxidante en el producto final, si bien una
importante cantidad de polifenoles y flavonoides quedé en el liquido de cocciéon del
maiz permaneciendo retenida una fraccion menor en el snack. El analisis por
microscopia electronica de barrido reveld que los snacks formulados presentan una
microestructura menos uniforme y mas fragmentada con algunos poros visibles, La
microscopia confocal laser de barrido demostrdé una distribucion homogénea de los

componentes estructurales de la muestra (almidén y proteinas).

Con respecto a la composicién, en el snack formulado se encontraron valores
levemente mayores de proteinas y humedad y menores de glucidos y energia
aportada. La suplementacion de estos productos tipo snacks, con harinas de lino y
extracto de yerba mate con fines de enriquecimiento, estara limitada por el porcentaje
en el cual se pueda agregar al sistema. La obtencion de valores deseados en
parametros importantes de conservacion, como lo son contenidos de humedad y
actividad de agua, estara relacionada con la capacidad de retencién de agua de las
materias primas empleadas para la elaboracién de dichos productos. De igual manera
este porcentaje también influye en los parametros sensoriales de aceptabilidad como
color, sabor y textura. Asimismo, es un desafio encontrar las mejores fuentes y formas
de introducir en este tipo de alimentos componentes importantes como los
antioxidantes para que no se pierdan en procesos de elaboracién y lograr

incorporarlos sin que se vea afectado el sabor del producto.
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Capitulo 4

Aprovechamiento del claro de maiz

para la generacion de un postre



4.1. Evaluacion del agregado de concentrado de proteinas de suero lacteo al

claro de maiz

A partir del agua de coccion del maiz (claro de maiz), utilizado para elaborar el
snack y que contiene 3% de extracto de yerba mate, se busc6 formular un alimento
tipo postre gelificado, agregando harina de lino, proteinas de suero lacteo y miel. La
formacion de un gel depende de varios factores tales como la concentracion de
proteinas, pH, fuerza idénica y la presencia de otros componentes del alimento. Como
ya se menciond, una de las propiedades funcionales caracteristica del concentrado de
proteinas lacteas (CPL) es la capacidad de formar geles por calentamiento de sus
dispersiones acuosas. Para determinar la cantidad minima de CPL que gelifique con el
calentamiento a 90°C, se ensayaron tres niveles de concentracion 5, 7 y 9% p/p
respecto al claro de maiz.

Schmidt y col. (1978) hallaron que la minima concentracion de proteina de
lactosuero requerida para formar un gel fuerte es de 7,5% de proteina o mayor, en
medio acuoso. Como en el presente trabajo se parte del claro de maiz que contiene
almidon, se esperaba que a la concentracion de 5% p/p de CPL se pudiera formar el
gel ya que el nivel de sdlidos es mayor en la solucion. Sin embargo, el gel no se formé
completamente a dicha concentraciéon, presentando ademas sinéresis.

La formaciéon de geles de proteina de lactosuero inducidos por calor implica
desplegamiento de la proteina y la agregacion como los procesos primarios. Un gel se
forma cuando la extensién de la agregacion excede un cierto nivel critico formando
una red tridimensional autoportante que atrapa el disolvente del sistema. Cuando el
grado de agregacion es inferior a cierto nivel critico, se forman agregados solubles o
un precipitado. Por lo tanto, la formacion de gel y las propiedades del gel dependen del
tipo y numero de interacciones proteina-proteina que a su vez se ven afectados por
variables tales como el tipo y la concentracién de proteina, temperatura, pH, fuerza
ionica y la presencia de otros componentes del alimento. En el presente caso, el
contenido de almidén del claro de maiz no fue suficiente para formar un gel fuerte a la
concentracién de 5% p/p de CPL. Por otro lado, la presencia del extracto de yerba
mate en el claro de maiz podria interferir en la formacién del gel debido a la formacién
de complejos entre el almidéon y los polifenoles que impiden la alineacién de las
cadenas que forman la red tridimensional del gel (Beta y Corke, 2004, Wu y col.,
2016).

Al nivel de 7% p/p del concentrado proteico se formd un gel débil con poca
sinéresis y pérdida de agua al corte. Finalmente, la concentracion de 9% p/p de CPL

fue la adecuada para obtener un gel firme sin sinéresis. Debido a que la formulacion
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final del postre debia contener ademas harina de lino y miel, los cuales aportan a la
textura del sistema, se elaboraron también geles a base de claro de maiz con 7% p/p
de CPL.

4.2. Andlisis reolégico de los geles obtenidos

4.2 1. Efecto del agregado de harina de lino y de las condiciones del proceso

En la Figura 4.1 se muestran los espectros mecanicos de los geles a base de
claro de maiz, con 7% p/p CPL y con el agregado de la harina de lino (HL) sin y con
precalentamiento (HLp), comparados con aquellos con 9% p/p CPL. También se
muestra el efecto del almacenamiento a 0°C durante 0, 7 y 14 dias. En todos los casos
analizados se observa una dependencia de ambos médulos, viscoso G” y elastico G’,
con la frecuencia de oscilacién. El médulo elastico se mantuvo por encima del médulo
viscoso correspondiente, a todas las frecuencias ensayadas, lo que indicaria un
comportamiento predominantemente de caracter solido para todas las muestras. Wang
y col. (2008), ensayando mezclas de geles de almidon de maiz nativo con goma de
semilla de lino (mucilago), también encontraron que su comportamiento era similar a
un gel y que su modulo elastico G’ era mayor que su modulo viscoso G”. Este mismo
resultado también fue observado para varios tipos de hidrocoloides mezclados con
almidon de maiz (Ptaszek y col., 2007; Holser y col., 2000; Freitas y col., 2003).

Los resultados muestran que los geles con 9% p/p de proteinas presentaron
valores de G’ y G” mayores que aquellos preparados con 7% p/p de proteinas y este
comportamiento se mantuvo durante el almacenamiento a 0°C (Fig. 4.1). Por otro lado,
los antioxidantes de la yerba mate (polifenoles y flavonoides que se encuentran en el
claro de maiz) podrian influir en las caracteristicas reolégicas de estos geles. Esta
hipotesis se sostendria en el hecho de que von Staszewski (2011) reporté que los
polifenoles de un extracto de té verde al 1%p/v poseen una fuerte afinidad por las
proteinas del lactosuero acelerando el proceso de gelificacion y aumentando el valor

del médulo elastico en un 30%.
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Figura 4.1. Espectro mecanico de los geles a base de claro de maiz con: (m) 9%CPL; (e)
7%CPL; (A) 7%CPL+HL, (V) 7%CPL+HLpP almacenados a 0°C durante O (a, d, g), 7 (b, e, h) y
14 (c, f, i) dias.

Los resultados de la Figura 4.1a,d muestran que la incorporacion de harina de lino
incremento los valores de los moédulos G’y G” de los geles, respecto del tratamiento
que no la contenia, siendo aun mayores significativamente cuando se realiza el
precalentamiento de la muestra con la harina de lino (Secciéon 2.3.2., Materiales y
métodos). La viscosidad compleja muestra también un aumento con el agregado de
harina de lino y con el precalentamiento de ésta (Fig.4.1g). Estos comportamientos
pueden ser atribuidos al aporte de almidon y de mucilago y a la interaccién de éstos
con los demas componentes de la muestra ayudando a formar geles mas fuertes. El
almidoén contribuiria al comportamiento sélido de los geles como resultado del proceso
de gelatinizacién durante el precalentamiento de la mezcla con harina (Yamul y
Lupano., 2009). Ademas, diferentes autores (Hesarinejad y col., 2018, Capitani y col.,
2015, Naji-Tabasi y col., 2017, Yu y col., 2017) han reportado que, por la variedad
conformacional de su estructura, los mucilagos de lino son espesantes y gelificantes.
Esta capacidad se deberia a interacciones intramoleculares de sus grupos laterales de
la cadena polimérica mediante enlaces hidrégeno e interacciones hidrofobicas. En

cuanto a la pseudoplasticidad que aportan los mucilagos al sistema, estos mismos

81



autores encontraron que es debido a la capacidad de las cadenas de estos polimeros
para someterse a la alineacion en la direccion del flujo. Por su parte, Shi y BeMiller
(2002), Fedeniuk y col. (1994) y Wang y col. (2008) encontraron, en dispersiones de
almidén-mucilago de lino, que los valores de G’ y G” y la viscosidad compleja de las
mezclas aumentaba con el incremento de la concentracion del mucilago (0,1 - 0,5%).

La interaccion entre almidones, hidrocoloides y mucilagos ha sido demostrada a
través de diferentes estudios. Rivera-Corona y col. (2014), trabajando con almidén de
sorgo y mucilago de cactus, demostraron por difraccion de rayos X las interacciones
puente hidrégeno entre el almidén y el mucilago obteniendo geles mas firmes (mayor
G’). Por otro lado, Tavares y da Silva (2003) reportaron un aumento en la rigidez de
geles de proteinas de lactosuero con la adicion de galactomananos en soluciones
acuosas, relacionandose este hecho, con una disminucién de la movilidad molecular
de la red de proteinas, donde el polisacarido actia como un agente de relleno en la
organizacion estructural del gel.

En la Fig. 4.1 puede observarse que el agregado de harina de lino, en las
concentraciones ensayadas, tampoco fue suficiente para obtener geles de las
caracteristicas reoldgicas del que contenia mayor concentracion de CPL (9% p/p).
Esto indicaria que la concentracion de proteinas tiene mas peso en la fuerza del gel
que la concentracion de harina de lino sobre los valores de ambos mddulos.

Luego de 7 y 14 dias de almacenamiento a 0°C se encontré que los médulos G’ y
G” disminuyen en todos los sistemas ensayados, sin embargo, dicha disminucion es
menor en los sistemas con harina de lino. Ademas de las proteinas de la harina, sus
mucilagos tienen también alta capacidad de retencion de agua, lo que ayudaria a la
estabilidad de los geles. Respecto a la viscosidad compleja, durante el
almacenamiento se observa una leve tendencia de este parametro a incrementarse
(Fig. 4.1g,h,i). Esto podria explicarse teniendo en cuenta que durante el
almacenamiento la estructura del gel exuda agua por sinéresis, lo que incrementaria

las fricciones moleculares, aumentando asi la viscosidad.

4.2.2. Efecto del agregado de miel

En la Fig. 4.2 se muestran los espectros mecanicos de los geles con miel
comparados con el control sin miel. Con el agregado de miel se observé una
disminuciéon de G’, G” y de la viscosidad compleja, mostrando que este ingrediente
genera estructuras gelificadas mas débiles en los sistemas que la contienen. Esto se
explicaria considerando que los azucares de la miel compiten con las proteinas, el

almidon y los mucilagos por el agua disponible para la formacion de puentes
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hidrégeno. Yamul y Lupano. (2003, 2005 y 2009) observaron un comportamiento

similar en geles de proteinas de lactosuero con miel.
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Figura 4.2. Espectro mecanico de los geles a base de claro de maiz con: (m) 7%CPL+HL; (e)
7%CPL+HLp, (A)7%CPL+HL+MIEL, (V)7%CPL+HLp+MIEL, almacenados a 0°C durante 0 (a,
d,g), 7 (b,e,h)y 14 (c, f, i) dias.

Es interesante también destacar que el efecto de disminucion de G’ en el tiempo
se observa a partir del dia 7 en el tratamiento que contenia la miel y el
precalentamiento (Fig. 4.2b), con igual tendencia en el médulo G” (Fig. 4.2e). Estos
geles con miel presentaron sinéresis desde el dia 7 con pérdida de agua luego del
corte. En cuanto a la viscosidad compleja, cuando se comparan los tratamientos con
miel con los que no la contienen, se observa una disminucion de este parametro,
debido a la mayor retencion de agua, que estara distribuida entre los ingredientes que
componen el gel. Durante el almacenamiento la viscosidad aumento para todos los
tratamientos, debido a la liberacién de agua de la red.

Aquellos tratamientos con miel presentaron diferencias significativamente

menores con los tratamientos que no la contenian.
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4.3. Determinacion de las caracteristicas texturales de los geles

4.3.1. Efecto de la harina de lino sin y con precalentamiento
En la Tabla 4.1 se observa que el gel control presentd valores de fuerza maxima
mas bajos respecto a los demas geles con el menor valor para el dia 0, el cual luego

aumenté significativamente (p < 0,05) durante el almacenamiento.

Tabla 4.1. Efecto de la composicion y de las condiciones de proceso sobre los parametros de
textura de geles de claro de maiz, 7% CPL y harina de lino almacenados a 0°C.

Control (7%CPL), HL (7%CPL+harina de lino sin precalentamiento) y HLp (7%CPL+harina de
lino con precalentamiento). F: fuerza maxima, E: médulo de Young.

Tiempo de almacenamiento (dias)

Parametro Gel
0 7 14

F (N) control 0,10 +0,001A2 0,14 +0,001B2 0,14 +0,003B2
HL 0,23+0,003B° 0,19 +0,0024° 0,19+0,005*°
HLp 0,16+0,003*° 0,20+0,0008° 0,26+0,018¢¢

E (kPa) control 15+0,000A2 32+0,00682 34+0,00582

HL 34+0,017AP 51+0,0078° 191+0,129C°
HLp 33+0,008A° 50+0,0008> 81 +0,001¢P

Valores con la misma letra mayuscula en la misma fila y con letra mintscula en la misma columna para
cada parametro no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Por otro lado, al inicio del almacenamiento el valor de fuerza maxima fue menor
para el gel con precalentamiento respecto al no tratado, luego este valor aumenté
significativamente (p < 0,05) durante el almacenamiento. En cambio, la muestra sin
precalentamiento presentd un comportamiento opuesto, con un valor de fuerza
maxima mayor al dia 0, para luego disminuir en el tiempo. Resultados similares
encontraron Chen y col. (2006) al aumentar la temperatura de la preparacién de geles
de lino. Estos autores encontraron un aumento de la fuerza maxima del gel para
valores de pH entre 2 y 6, lo cual explica que el gel HLp presente una fuerza maxima
mayor que los demas tratamientos, ya que se incorpord primero la harina de lino con
precalentamiento al agua proveniente de la coccién la cual tenia un valor de pH= 5,32.
BeMiller (2011) plantea en su revision de trabajos que los mecanismos involucrados
serian la interaccion de moléculas de hidrocoloides (mucilago de lino en el caso del
presente trabajo) con moléculas de amilosa lixiviado, incrementando y reforzando la
formacion de la red de almidon. A este pH, las proteinas del CPL contribuyen a la

fuerza del gel a través de enlaces puente hidrégeno.
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Respecto al modulo de Young, la Tabla 4.1 muestra que para todas las muestras
ensayadas este parametro se incrementd significativamente (p < 0,05) con el tiempo
de almacenamiento y con el agregado de harina de lino, sugiriendo que las muestras
se vuelven mas rigidas. El efecto del precalentamiento de la harina no mostré
diferencias significativas entre las muestras, excepto al dia 14 donde se observé una

disminucion del médulo de Young.

4.3.2. Efecto del agregado de miel a los geles con harina de lino y CPL

En la Tabla 4.2 se observa que para el valor de fuerza maxima el agregado de
miel disminuyé significativamente (p < 0,05) la fuerza de los geles en todas las
condiciones ensayadas indicando que la miel debilita la estructura de estos sistemas.
Este resultado coincide con los ensayos de reologia donde se observo que la miel
disminuye el médulo G’ (seccion 4.2). Ademas, confirma los resultados previos
obtenidos por Yamul y col. (2003, 2005 y 2009) quienes encontraron que la miel
modifica el comportamiento reoldgico de los geles preparados con CPL a través de su
capacidad de formar puentes de hidrégeno y genera estructuras mas débiles. Estos
autores encontraron también que la miel ejerce un efecto de proteccién sobre la

desnaturalizacion térmica de las proteinas.

Tabla 4.2. Efecto del agregado de miel a geles de claro de maiz con 7%CPL y harina de lino
con precalentamiento sobre los parametros de textura durante el almacenamiento a 0°C.

HLp (7%CPL+harina de lino con precalentamiento), HLpM (7%CPL+harina de lino con
precalentamiento + miel). F: fuerza maxima, E: mdédulo de Young.

Tiempo de almacenamiento (dias)

Parametro Gel
0 7 14
F (N) HLp 0,16+0,003*®  0,20+0,0008°  026+0,018¢P
HLpM 0,11+0,012%2  0,12+0,012*2  0,12+0,007~2
E (kPa) HLp 33+0,008A° 50+0,0008» 81+0,001¢>

HLpM 21+0,004A2 28+0,001A2 26+0,000%2

Valores con la misma letra mayuscula en la misma fila y con letra mindscula en la misma columna para
cada parametro no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Por otro lado, se observa que el médulo de Young de los geles con miel no se
modificd significativamente durante el tiempo de almacenamiento ensayado, pero si
presentd valores menores que sus contrapartes sin miel. Estos resultados indican que
la miel disminuye la rigidez de las muestras, coincidiendo con los resultados obtenidos

en los otros ensayos.
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4.4. Color de los geles

La Figura 4.3a muestra que el agregado de harina de lino a los geles con 7% p/p
CPL aumenté el parametro a* (disminucion del color verde) y disminuyo la luminosidad
L* de éstos. Esto se deberia al color marrén oscuro de la harina de lino. El color verde
es aportado por el extracto de la yerba mate con el cual se cociné el maiz. Por otro
lado, no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre los parametros de

color de los geles obtenidos sin y con precalentamiento de la harina de lino.
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Figura 4.3. Efecto de la harina de lino sin y con precalentamiento sobre los parametros de color
de geles a base de claro de maiz.
Barras con una letra comun en un mismo grafico no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Respecto al agregado de miel, se observa una disminucion significativa de los
parametros a* y h* (Figura 4.4b) de los geles, indicando un corrimiento hacia la zona
del rojo, dado por las reacciones de Maillard favorecidas por presencia de azucares

reductores en la miel.
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Figura 4.4. Efecto de la harina de lino con precalentamiento y de la miel sobre los parametros
de color de geles a base de claro de maiz.
Barras con una letra comun en un mismo grafico no son significativamente diferentes (p > 0,05).

4.5. Capacidad de retenciéon de agua de los geles

La Tabla 4.3 muestra que la capacidad de retencion de agua (CRA) de los geles
obtenidos a partir del claro de maiz, CPL y harina de lino presenté una tendencia de
incremento en el almacenamiento a 0°C, si bien no mostré diferencias significativas (p
> 0,05) hasta el dia 14. Los geles proteicos estan constituidos por una matriz de
cadenas de proteinas donde se encuentra ocluida la fase acuosa (Standing y col.,
1993), asi el agua retenida esta inmovilizada fisicamente por la estructura proteica y
no puede ser expulsada por presion. Ademas, se puede ligar agua a través de los
poros de la red proteica que pueden retener agua por fendmenos de capilaridad
(Cheftel y col., 1993). Los cambios que ocurren durante el almacenamiento en la
estructura del almidén del maiz y de la harina de lino, a través del fendmeno de
retrogradacion, pueden incrementar los grupos OH, aumentando asi la formacion de

puentes de hidrogeno y, por ende, la capacidad de retener agua en la estructura.
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Tabla 4.3. Capacidad de retencion de agua de geles a base de claro de maiz, 7%CPL, harina
de lino y miel almacenados a 0°C.

HLp (7%CPL+harina de lino con precalentamiento), HLpM (7%CPL+harina de lino con
precalentamiento + miel).

Capacidad de retencion de agua (%)

Gel
Tiempo de almacenamiento (dias)
0 7 14
HLp 66,48+2,12A2 80,96+2,12A2 78,29+7,872
HLpM 68,50+2,31A2 84,5412 7282 69,72+3,42%a

Valores con la misma letra mayuscula en la misma fila y con letra minuscula en la misma columna no son
significativamente diferentes (p > 0,05).

Por otro lado, el agregado de miel no aumentd significativamente (p > 0,05) la
CRA de los geles y esta tendencia se mantuvo durante el almacenamiento a 0°C,
excepto al dia 7 donde se observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre ambos
geles sin y con miel. Estos resultados confirmarian la informacién existente en
bibliografia (Yamul y col., 2003) respecto a la capacidad de la miel, al igual que el
almidon, de formar puentes hidrégeno con moléculas de agua, incrementando la CRA
de los geles de CPL. Estos autores encontraron un incremento en la capacidad de
retencion de agua en geles de CPL con agregado de miel en diferentes rangos de pH
ensayados, siendo menor la CRA a pH 4,2, donde el efecto de la miel es mas

importante.

4.6. Composicion quimica del postre desarrollado

4.6.1. Analisis composicional

La Tabla 4.4 muestra la informacion nutricional del producto desarrollado con CPL,
harina de lino y miel, y la de un postre lacteo comercial libre de gluten. Se encontré
que los valores de proteina y cenizas en el postre desarrollado fueron mayores que en
el comercial, mientras que los contenidos de lipidos y glucidos fueron menores.

El postre comercial es un producto a base de leche y crema, con el consecuente
aporte de proteinas y lipidos. en cambio, en el postre desarrollado el aumento del
contenido proteico esta relacionado con la cantidad de proteina presente en el
concentrado de suero lacteo, ademas de la contenida en la harina de lino. El aporte de
lipidos es bajo en el postre desarrollado debido a que la harina de lino es desgrasada
y el resto de los componentes (CPL y miel) no aportan lipidos en cantidades

significativas.
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Tabla 4.4. Comparacion de la Informacién nutricional del postre desarrollado y un postre
comercial (marca: Serenito Crash, sabor vainilla). Valores por cada 100 gramos de muestra.

Postre desarrollado Postre comercial
Humedad (%) 75,99 £ 0,02 741
Proteinas (%) 20,35+ 1,47 3,5
Lipidos (%) 0,14 + 0,01 2,7
Cenizas (%) 0,31 £ 0,04 0,23
Hidratos de carbono (%) 3,24 £ 1,52* 19,5

* Calculado por diferencia.

La diferencia entre ambos productos respecto a los hidratos de carbono se debe a
que el postre comercial contiene almidones modificados como agentes de textura del
gel proteico, por lo que su contenido de glucidos es mayor y, por ende, también su

valor energeético.

4.6.2. Determinacioén del contenido de polifenoles totales de los geles
La Tabla 4.5 muestra que el contenido de polifenoles totales disminuyd
significativamente en el producto final, probablemente como consecuencia del

tratamiento térmico para su obtencion, como se observo en el caso del snack.

Tabla 4.5. Contenido de polifenoles totales (PFT) en diferentes muestras.

Muestras PFT (mg.4c.clorogénico/g)
Extracto de yerba mate 121,33 £ 0,00
Claro de maiz 106,67 + 0,00
Postre 2,08 +£ 0,100

Por otro lado, von Staszewski (2011) encontr6 una fuerte afinidad entre los
polifenoles de diferentes muestras de té verde por las proteinas del lactosuero
llevando a la formacion de complejos que disminuyen la actividad antimicrobiana y
antioxidante de dichos tés. En coincidencia, Arts y col. (2001, 2002) reportaron que la
union de las proteinas con los flavonoides puede afectar la capacidad antioxidante de
estos ultimos mediante la reduccién del niumero de grupos hidroxilo libres y/o por
precipitacién de los complejos formados. Por lo tanto, dichos comportamientos podrian
explicar, al menos en parte, los resultados obtenidos en el presente trabajo respecto a

la reduccion del contenido de polifenoles observado en los geles.
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4.7. Analisis sensorial del postre desarrollado

De todos los atributos sensoriales la firmeza fue la mejor evaluada por los
panelistas, no observandose grandes diferencias entre el resto de los atributos (Fig.
4.5). Cabe destacar que el dulzor no obtuvo una puntuacion muy alta a pesar de la
presencia de miel, esto se debe a que los polifenoles (provenientes principalmente de
la yerba mate) confieren al alimento una percepcidon amarga, limitando asi la
aceptabilidad de los productos. Ares y col. (2010) encontraron, para un postre de
chocolate con leche en el que se incorporé antioxidantes, que los niveles mas altos de
adicién de polifenoles daban como resultado puntuaciones bajas en la escala heddnica

de aceptabilidad.
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Figura 4.5. Puntajes obtenidos de los panelistas sobre los atributos sensoriales del postre
elaborado a base de claro de maiz con 7%CPL, 3% harina de lino y 8% de miel.

La relacién 6ptima de antioxidantes agregados a un producto y su correspondiente
valor de aceptabilidad sensorial varia segun el tipo de alimento. Por ejemplo,
Mitsumoto y col. (2005) informaron concentraciones éptimas de catequinas entre 0,25
y 1%pl/v para lograr una buena actividad antioxidante sobre los lipidos de empanadas
de carne y pollo y una aceptable evaluacion sensorial de las mismas.

Por otro lado, es posible enmascarar ciertos sabores y mejorar la percepcion
sensorial a través del uso de polisacaridos. Troszynska y col. (2010), estudiando un
sistema modelo, encontraron resultados satisfactorios en el enmascaramiento del
sabor amargo de polifenoles mediante gomas (guar, xantica y arabiga) y
carboximetilcelulosa, debido a que al aumentar la viscosidad pueden modificar la

percepcion de astringencia y la liberaciéon de compuestos volatiles y no volatiles.
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4.8. CONCLUSIONES PARCIALES

Uno de los atributos mas importantes de los postres gelificados son la textura y las
propiedades reolégicas, por ello se analizé el aporte de cada uno de los ingredientes a
las caracteristicas del sistema.

El agregado de harina de lino incrementé los mdédulos G’, G” y la viscosidad de los
sistemas con claro de maiz, yerba mate y CPL. La concentracién de proteina tuvo
mayor contribucién sobre ambos modulos, comparado con la concentracion de harina
de lino. En todos los casos, el modulo elastico se mantuvo por encima del moédulo
viscoso indicando un comportamiento predominantemente sélido en todas las
muestras.

El precalentamiento de la harina de lino antes de la incorporacién del CPL generé
geles mas rigidos, con mayor resistencia al flujo y mas viscosos que los geles sin
harina. Los puentes de hidrogeno vy las interacciones electrostaticas entre el almidén,
las gomas y las proteinas serian las principales responsables de incrementar estos
valores. Durante el almacenamiento refrigerado la viscosidad compleja de los geles
aumentd, siendo mayor a la maxima concentracién de CPL ensayada (9% p/p),
seguido de los geles que contenian la harina de lino con y sin precalentamiento.

En todos los geles que contenian miel se encontraron los valores mas bajos de
viscosidad debido a la formacion de estructuras gelificadas mas débiles. La miel, si
bien disminuy6 los parametros de textura de los geles, tuvo un efecto estabilizante ya
que dichos valores no se modificaron significativamente durante el tiempo de
almacenamiento ensayado. La capacidad de retencion de agua de los geles tuvo una
tendencia a aumentar con el agregado de miel pero sin diferencias significativas y se
mantuvo estable durante el almacenamiento, probablemente debido a la capacidad de
la miel de formar puentes de hidrégeno con moléculas de agua.

Respecto al color de los geles, el agregado de harina de lino disminuyé el color
verde aportado por el extracto de yerba mate como asi también la luminosidad. Por
otro lado, el precalentamiento de la harina no generé cambios de color en los geles.

La composicion del producto final mostré valores superiores en proteina y cenizas
frente a postres comerciales del mercado con menores contenidos de lipidos y
glucidos. En cambio, el contenido de polifenoles totales disminuy6 significativamente
en el producto final, probablemente debido a la pérdida de estos compuestos durante
los tratamientos térmicos en las diferentes etapas de elaboracion, desde la obtencion
del claro de maiz hasta su posterior calentamiento para elaborar el postre.

El analisis sensorial del producto arrojé que la firmeza fue aceptable, aunque el

dulzor obtuvo una puntuacién baja, mas alla de tener miel en la composicion.
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Conclusiones generales



En este trabajo de Tesis se desarrollaron dos alimentos, por un lado, un snack
formulado a base de maiz con harina de lino y antioxidantes de yerba mate y, por otro,
a partir del liquido de coccion del maiz, un postre gelificado con concentrado de
proteinas de suero de leche, miel y harina de lino. Estas investigaciones pueden
contribuir con alternativas para la producciéon de alimentos a base de maiz a fin de
generar productos saludables que incluyan al segmento de la poblacién celiaca,
utilizando también subproductos de industrias alimentarias.

En el caso del snack se utilizaron ingredientes con alto contenido de compuestos
activos, como la harina de lino (fibras, proteinas y antioxidantes) y la yerba mate
(antioxidantes y minerales), para enriquecer la formulacién. A través de la optimizacion
de las condiciones del proceso de elaboracion se logré un producto con caracteristicas
de humedad, actividad acuosa y color adecuados para un alimento tipo snack.

La evaluacién del efecto de los ingredientes y de las variables de proceso sobre
las propiedades reoldgicas y de textura del snack ayudé a la comprension de los
fendbmenos que modificaron la estructura del alimento durante el almacenamiento. La
capacidad de captar agua de las proteinas y de los mucilagos presentes en la fibra de
la harina de lino y la retrogradacion del almidén fueron los principales factores que
afectaron dichas propiedades en el snack.

Ademas, la composicion rica en proteinas, baja en glucidos y la actividad
antioxidante hallada en los snacks permitiria denominar a este alimento como
saludable debido a sus potenciales efectos en el organismo. Cabe destacar que a
través del analisis de prolaminas se pudo establecer que es importante la certificacion
de la materia prima para asegurar que no contenga prolaminas. Por otro lado, el
almidon lixiviado del maiz y los contenidos de polifenoles y flavonoides del extracto de
yerba mate remanentes en el liquido de coccion del maiz decidieron el uso de este
subproducto para la obtencion de un postre con aporte de compuestos activos
beneficiosos para la salud.

En el desarrollo del postre, el concentrado proteico de lactosuero le aporté no solo
las proteinas sino también la textura de gel necesaria para este tipo de alimento. El
agregado de la miel, si bien disminuyé la rigidez de los geles, contribuyé a estabilizar
la estructura y a aportar el sabor dulce. Si bien la textura del postre fue
moderadamente aceptable, el sabor no obtuvo buen puntaje de acuerdo con lo
expresado por el panel sensorial de consumidores, atribuido al sabor astringente de la
yerba mate.

Como perspectivas a futuro, tanto en el snack como en el postre, la caracteristica
del sabor debe optimizarse ya que en ambos casos se determiné que el panel

esperaba un sabor salado en el snack y mas dulce en el postre. Para llevar a cabo
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estas modificaciones en las formulaciones deberan tenerse en cuenta los cambios en
las propiedades fisicoquimicas y de textura, como también en el almacenamiento, que
pueda producir la inclusion del nuevo ingrediente en el caso de la sal o de un mayor
contenido de miel. En este ultimo caso sera necesario también incrementar el
contenido de las proteinas del lactosuero o de la harina de lino para equilibrar la
disminucién en la rigidez del gel que produce la miel. Asimismo, sera importante la
inclusion de un ingrediente que aporte un color atractivo al postre, como puede ser un
extracto de frutas natural, contribuyendo asi también al mayor aprovechamiento de

recursos naturales para la formulacion de nuevos alimentos.
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