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Resumen

Estado del tema. L.a importancia del estudio del fruto del arbol algarrobo se basa
en que la Republica Argentina constituye el mayor centro de diversificacion del género
Prosopis spp. con la mayor cantidad de especies endémicas. Otro factor interesante que
avala la promocion de estas especies es que las mismas poseen elevada resistencia a la
sequia, temperaturas extremas y alta salinidad, a la vez que contribuyen a la mejora de
suelos por medio de la fijacion de nitrégeno, lo que le confiere gran valor en sistemas
agro-forestales. Los bosques naturales de Prosopis spp. de nuestro pais han sido
diezmados, especialmente en los ultimos afios, debido a las actividades antropogénicas.
Consecuentemente, la reforestacion con especies de algarrobo para la produccion del
fruto con fines alimentarios, fomentaria el desarrollo de las comunidades regionales como
también la disminucién del dafio ambiental causado por la deforestaciéon. Ademas, las
comunidades regionales del noroeste argentino asocian al fruto de algarrobo y sus
productos con sus origenes e identidad. Por lo expuesto, las investigaciones sobre las
propiedades fisicoquimicas, nutricionales y funcionales de vainas y harinas derivadas del
truto de diferentes especies de Prosopis spp. nativas de Argentina permitiran contar con el
conocimiento necesario para revalorizar este fruto como ingrediente alimentario.

Los objetivos de este trabajo fueron: a) analizar la composicion quimica y
nutricional de vainas, harinas y semillas del fruto de algarrobo blanco (Prosopis alba) y
algarrobo negro (Prosopis nigra) b) utilizar la harina obtenida de Prosopis alba en la
elaboracién y caracterizaciéon funcional de dos productos horneados, por un lado
bocaditos dulces a base de semillas andinas (amaranto, quinua y chia) con azucar, miel y
harina de algarroba como aglutinantes de la formulacién; y por otro la obtenciéon de
panificados dulces libres de gluten tipo muffins a base de una mezcla de harinas de
algarroba, maiz y arroz c) obtener a escala de laboratorio a partir de vainas enteras de
Prosopis alba la bebida fermentada llamada aloja, tipica del noroeste argentino, para

estudiar la cinética de fermentacién y caracterizar la microflora de la misma durante todo
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el proceso hasta llegar al producto final; como también determinar parimetros
fisicoquimicos de la bebida como pH, acidez y contenido alcohdlico, entre otros.
Materiales y Métodos. Se realizé una caracterizacion morfoldgica de vainas y
semillas de P. alba y P. nigra. Se caracterizaron las vainas secas y las harinas provenientes
de dichas vainas luego de pasar a través de tamices de 1000 y 500 um. Se determiné la
composicion de las muestras a través de distintos ensayos: cenizas, minerales, lipidos,
perfil de acidos grasos, contenido de proteinas y naturaleza de las mismas por SDS-
PAGE, perfil aminoacidico por HPLC, ensayo de presencia de prolaminas con
anticuerpos policlonales y actividad antitriptica. Se determiné fibra dietaria total e
insoluble por método gravimétrico-enzimatico, azucares solubles por HPLC, perfil de
galactomananos por GC, contenido de polifenoles y actividad antioxidante. Se analiz6 el
color de las harinas como también la actividad acuosa y las isotermas de adsorcién a
diferentes temperaturas (10°-20°-40°C) que se ajustaron con diferentes modelos
matematicos. Con la harina de P. alba se prepararon bocaditos dulces a base de semillas
de amaranto, quinua y chia en proporciéon constante (51,8%). Las semillas guardaron la
relaciéon: 22% amaranto, 22% de quinua y 7,8% de chia. El aglutinante (48,2%) estuvo
formulado con azucar, miel y harina de algarroba en proporcién variable segiin un disefio
de mezclas de 3 componentes con restriccion (la de no tener una formulacién con
solamente harina de algarroba). El disefio arrojé 5 formulaciones distintas. A los cinco
productos se les analizé color, humedad, actividad acuosa, perfil de textura y test de
aceptabilidad con 55 panelistas mediante 2 paneles diferentes: uno de ordenamiento por
preferencia con las 5 formulaciones y otro de aceptabilidad de atributos mediante escala
hedonica de 9 puntos con los 2 mejor seleccionados en el panel anterior. Con la misma
harina se elaboraron panificados dulces tipo #uffins con mezcla de harinas de algarroba,
maiz y arroz, cuya proporcion se determiné mediante un disefio experimental de mezclas
tricomponentes con replicado del punto central. Se mantuvo constante la proporcién del
resto de las materias primas utilizadas: leche descremada, huevo entero liquido, margarina
vegetal, emulsificante, hidrocoloide, leudante quimico y levadura en polvo. No se agregd
agua a la formulacién. Se fermento la mezcla 40 min a 30°C y se horne6 25 min a 180°C.
A los panificados se les midi6 diferentes parametros de calidad: volumen, altura, color,
humedad, alveolado y textura de la miga. Se realizé6 un analisis sensorial de escala

hedoénica de 9 puntos con 76 panelistas no entrenados, con 4 de las formulaciones que
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contenfan harina de algarroba. Los datos se analizaron mediante ANOVA de acuerdo al
modelo general lineal. Se analizaron las diferencias significativas entre medias mediante el
test de Fisher (LSD) (p < 0.05).

Se prepar6 la bebida fermentada llamada aloja que se caracteriz6 a través de la
cinética de fermentaciéon, determinandose el tipo de flora bacteriana mediante
crecimiento en diferentes medios de cultivos. Las colonias obtenidas se identificaron
mediante ensayos moleculares. Se hizo el seguimiento a diferentes tiempos de
termentacién midiéndose el pH, acidez, aztcares, grado alcohdlico, entre otros ensayos.

Resultados y Conclusiones. La especie Prosopis alba presenté un contenido
significativamente mayor de sacarosa que P. nigra, razén por la cual sumada a la mayor
abundancia y disponibilidad de vainas de P. a/ba, se ha seleccionado esta especie como
materia prima para los diferentes productos elaborados a partir de vaina y harina de
algarrobo. LLa harina de P. a/ba con la que se elaboraron dichos productos presenté menor
contenido de proteinas, lipidos, fibra dietaria total y polifenoles, aunque mayor contenido
de aztcares solubles (> 50% sacarosa). P. a/ba presenté mayor contenido de K, Mg y Fe
pero menor contenido de Ca, Zn y Mn que P. nigra. Los lipidos de harinas de Prosopis spp.
tienen principalmente acidos palmitico, oleico y linoleico pero también contienen acidos
estearico, araquidico, o-linolénico y araquidénico. Muchos de los componentes
nutricionalmente importantes de un fruto del tipo leguminosa se encuentran en la semilla;
la semilla de P. alba presenté mayor contenido de calcio y magnesio que la de P. nigra. La
fraccion goma (un galactomanano) de P. alba presentd una relaciéon molar Man/Gal de
1,56. Los acidos grasos predominantes fueron el linoleico, seguido del acido oleico y
palmitico. El contenido de proteinas resulté mayor para P. migra, aunque con una
proporcioén aminoacidica semejante en ambas especies. Las proteinas de ambas especies
de Prosopis spp. no fueron deficientes en lisina ni en aminoacidos azufrados, como ocurre
con otras proteinas vegetales, lo que las convierte en un buen complemento nutricional.
Asimismo, los altos contenidos de 4cidos aspartico y glutamico y de arginina hacen de
estas proteinas, y por ende del germen de las semillas de algarrobo, un ingrediente
adecuado para alimentos para deportistas ya que estos aminoacidos cumplen un rol
importante en el incremento de la masa muscular, la sintesis de colageno y la produccion
de glicégeno. Estas protefnas no presentaron actividad antitriptica y el analisis mediante

anticuerpos policlonales dio como resultado ausencia de prolaminas lo que significa que
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estas harinas son ingredientes aptos para productos libres de gluten destinados a personas
con enfermedad celiaca. El contenido de polifenoles de P. #igra resulté el doble que el de
P. alba, tanto en semilla entera como en cada parte de la misma, encontrandose el mayor
valor en la capa externa o testa. lLa actividad antioxidante sigui6 el mismo
comportamiento que el contenido de polifenoles, sin embargo resulté significativamente
mayor en semillas de P. nzgra. El analisis comparativo de una harina de vaina entera (con
semillas) y otra de pulpa (sin semillas) demuestra que se puede utilizar la semilla para la
obtencién de proteinas o goma (fibra soluble) y la fraccion remanente ser utilizada en
productos panificados sin mayores variaciones en el perfil nutricional de los mismos.

Entre las propiedades fisicas a evaluar en harinas, una de las mas importantes es la
actividad acuosa, relacionada con la estabilidad frente al almacenamiento. La actividad
acuosa para la harina de P. alba tue de 0,351 y para P. nigra de 0,138, en tanto que para la
misma actividad acuosa (aw 0,7), la harina de P. nigra tolera una mayor humedad de
almacenamiento que la harina de P. a/ba. Las curvas de humedad vs ay fueron del tipo “J”
o tipo III en la clasificacién de BET.

Las buenas propiedades fisicoquimicas y nutricionales de la harina de algarroba,
hacen que la misma constituya un ingrediente ideal para la elaboraciéon de diferentes
productos horneados dulces saludables, como los estudiados en este trabajo de tesis con
la harina de P. a/ba: bocaditos dulces a base de semillas y panificados libres de gluten tipo

Los bocaditos con sélo azicar o azicar aportada por la harina de algarroba,
presentaron a los 30 min de coccién una mayor variaciéon de color, mientras que la de
menor produccion de color resultd la formulacién con cantidades equivalentes de los tres
aglutinantes (harina algarroba, miel, aztcar). L.a dureza y masticabilidad resulté mayor en
las formulaciones con mayor contenido de harina de algarroba, mientras que los
bocaditos mas blandos fueron los que no contenian esta harina. Se prefirieron por igual el
bocadito que contiene solamente azucar y el de proporciones equivalentes de
aglutinantes; ambos presentaron igual aceptabilidad global. Se puede concluir que la
harina de algarroba resulta adecuada para el desarrollo de color pero, en niveles del 66%
en la mezcla de aglutinantes endurece los bocaditos y no son preferidos por los

consumidores. Sin embargo, en una proporcién equivalente con miel y azicar, esta
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formulacion fue elegida por su mejor apariencia, con igual percepcion de aroma y dulzor
que el bocadito formulado con azucar.

Los panificados libres de gluten resultaron de mejor calidad que los preparados
solamente con harina de maiz o de arroz, tanto desde el punto de vista de su aspecto
(color y volumen), como de propiedades de textura y sensoriales. La muestra con mayor
contenido de harina de algarroba fue la que presenté menor dureza y consistencia, menor
masticabilidad, mayor adhesividad y resulté ser menos resiliente y elastica. Estas
propiedades texturales se relacionaron con una miga mas aireada, es decir con mayor
porcentaje de area ocupada por alvéolos. Este panificado resulté ser de color
amarronado, por lo que la harina de algarroba podria constituir un sustituto ideal del
chocolate en productos panificados.

La aloja es una bebida fermentada tipica de la region del noroeste argentino
elaborada con vainas enteras de algarrobo blanco. Debido a que no se ha encontrado
hasta el momento informacién cientifica sobre la elaboracién y caracterizacion
fisicoquimica y microbiana de esta bebida, es que el desafio del ultimo capitulo estuvo
centrado en el estudio de la misma. Los protocolos para preparar aloja se han ido
transmitiendo en forma oral de generacion en generacion, ya que es una practica artesanal
casera, que depende del productor y de la regién en donde se la elabora. La fermentacion
es posible debido a que las vainas tienen una microbiota epifitica variable. El crecimiento
microbiano de no mas de 3 dfas y el consumo de aztcares fermentables, demostraron que
el proceso de fermentacién es relativamente corto y puede dividirse en dos etapas: una
primera hasta las 18-24 h caracterizada por una intensa fermentacion lactica que
disminuye el pH del medio de 6,4-6,6 inicial a 4,5, lo cual impide el desarrollo de
microorganismos patdgenos, llegando a una acidez de alrededor de 0,7 % p/v (expresada
como acido lactico), conservando la bebida un ligero sabor dulce. En la segunda etapa se
intensifica la fermentacién alcohdlica asociada al crecimiento de levaduras en la cual los
azucates se agotan y el nivel de alcohol llega a 6,5 — 7,5 % v/v; a las 60 h la bebida es
agria y alcoholica. Mediante el aislamiento en medios selectivos se sigui6 la evolucion de
la poblaciéon microbiana observandose dos tipos de colonias de levaduras y dos tipos de
bacteria lactica que se identificaron mediante métodos moleculares. Las especies

resultaron ser Lactobacillus plantarum y Enterococcus faecium, presentes en fermentados
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vegetales que poseen potencial accién probidtica, y las levaduras identificadas fueron
Wickerbamonzyces anomalus y Saccharomyces cereviceae.

Es posible que en las propiedades del producto final influyan varios factores como
tiempo y temperatura de conservacion de las vainas hasta su utilizacion, ano de cosecha,
condiciones de clima, forma de recoleccién y transporte del fruto, el agua empleada en el
proceso, el tipo de molienda, entre otros. A pesar del gran nimero de variables
involucradas, se ha observado en el transcurso de 2 afios de ensayos bajo las mismas
condiciones de fermentacion en el laboratorio con vainas cosechadas en distintos lugares,
afios y tiempos de almacenamiento (entre una semana y varios meses), que el proceso
fermentativo en lineas generales sigue la misma cinética y que la bebida evoluciona dentro
de cierto rango de valores de acidez, contenido de azucares y alcohol, entre otros, que le
son caracteristicos.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, resulta evidente la
versatilidad del fruto del algarrobo por sus multiples usos en alimentos de diversa
naturaleza. A su aplicacién en la preparaciéon de productos regionales tradicionales se
suma su potencial como materia prima para la elaboraciéon de productos para necesidades
especificas como los destinados a personas celiacas y productos saludables para

consumidores en general.
Palabras clave

Prosopis alba, Prosopis nigra, vaina, harina, bocadito, panificado, celiaquia, fermentacion,

aloja.
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1. Introduccioén general

1.1 Caracteristicas de las especies de Prosopis spp. Usos potenciales

El género Prosopis pertenece a la familia de las leguminosas y subfamilia
mimosoidea. Incluye 44 especies (Burkart, 1976) de gran importancia en la composicion
arbérea y arbustiva de regiones aridas y semiaridas. La distribucion de Prosopis incluye el
sudoeste de Asia (3 especies nativas), Africa tropical (1 especie nativa) y América con 40
especies nativas. En el dltimo continente, los Prosopis spp. estan extendidos desde el
sudoeste de USA hasta la Patagonia argentina y chilena, siendo Argentina el mayor centro
de diversificacion, con la mayor proporcion de especies endémicas (Felker, 2009).

Muchas de las especies de América con atributos ttiles han sido introducidas
desde regiones vecinas (Pasiecznik y col., 2001). Los arboles del género Prosopis han sido
extensamente introducidos por el hombre durante los ultimos 100 a 150 afios. La primera
introducciéon documentada de Prosopis desde esa fecha fue en 1973 en Kenia, habiéndose
naturalizado en ese pafs (Choge y col., 2007). Prosopis juliflora es la especie mas comun
naturalizada en Kenia, aunque también se encuentra Prosopis pallida. Este fenémeno se
produjo debido al valor percibido de los multiples productos obtenidos de este arbol y el
alto rendimiento incluso bajo condiciones de pobreza de la zona de cultivo. Muchas
especies del género Prosopis spp. son valiosas por sus multiples usos, proveen madera para
muebles, lefia, alimento para ganado (generalmente cabras), alimento humano, sombra,
refugio. La tolerancia a la sequia y a suelos aridos, al ramoneo y su capacidad para la
mejora de los suelos, son algunas de las causas que hacen que estas especies tengan valor
en sistemas silvopastoriles. El valor de los Prosopis spp. como productores de madera,
excelente combustible y frutos dulces comestibles ha sido bien reconocido por los
pobladores de las zonas donde cominmente crecen estos arboles; lo que ha hecho que se
seleccionaran especies que cumplan las mismas funciones para adaptarlas a otros paises
(Choge y col., 2007). Las vainas, que son ricas en azucares, carbohidratos y proteinas, han
sido histéricamente fuente de alimento para las poblaciones del norte y sur de América,
siendo fuente de harinas y otros productos comestibles. A pesar del conocimiento que los
aborigenes tienen del Prosopis spp., el fruto ha sido subutilizado o usado como forraje

para ganado, mayoritariamente en Asia y Africa (Choge y col., 2007).
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En Argentina, Prosopis flexuosa y P. ichilenses son nativas de la zona arida-templada
denominada “Provincia Fitogeografica del Monte”. Esta zona incluye el corredor paralelo
de los Andes desde las provincias de Salta a La Pampa (Villagra y col., 2004). El algarrobo
blanco (Prosopis alba) es un arbol que habita el centro de Argentina (Cérdoba), la region
ecolégica del “Gran Chaco” (Chaco, Formosa y Santiago del Estero) y parte de la
Mesopotamia Argentina (Corrientes y Misiones).

Las especies de Prosopis son generalmente arboles u arbustos de apariencia variada,
con hojas bipinnadas y hasta en algunos casos sin hojas, con flores iridiscentes en racimo
y frutos dulces con gran contenido de semillas (Parodi y Dimitri, 2000). Debido a su
abundancia y comportamiento ecoldgico, las especies de Prosopis constituyen elementos
importantes en regiones aridas de numerosos pafses. Estos arboles ofrecen sombra,
madera para construcciones, lefia y alimento para animales salvajes y domésticos, como
también frutos para consumo humano.

Los pueblos originarios, le confirieron diferentes nombres al algarrobo, segun sus
cualidades, por ejemplo los Guaranies llamaban al algarrobo blanco “igopé-para” que
significa “arbol puesto en el camino para comer”. Los Quechua lo identificaban como
“yana-tacd” cuyo significado es “el arbol” (Roig, 1993). Estas dos culturas entre otras
muchas, demuestran la gran importancia que tiene el algarrobo para los pueblos
originarios de Argentina y Sudamérica.

La gran mayoria de las especies de Prosopis presentan elevada resistencia a la sequia
(Lopez Lauenstein y col., 2005), temperaturas extremas (Verga y Norverto, 2005) y alta
salinidad (Felker y col., 1981), contando con una alta capacidad de fijar nitrégeno y
siendo facilmente adaptable a una gran diversidad de climas, principalmente climas secos
y sub-himedos (Villagra y col., 2004).

En Argentina, se ha estimado que los bosques naturales de Prosopis spp. han sido
reducidos entre el 25 y 50% de su area original entre los afios 1500 y 1975, debido a las
actividades antropogénicas (D’Antoni y Solbrig, 1977, Villagra y col., 2004).

Las reforestacion de tierras desérticas con especies de Prosopis y la explotacion
integral de este cultivo, contribuirfan a la mejora de las condiciones alimentarias de la
poblacién rural marginal del noroeste argentino (NOA) con productos autdctonos
(Abraham y Prieto, 1981). En este sentido, podrian dejar de depender de semillas e

insumos que no aseguran una buena produccién o que no se adaptan a zonas aridas
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(Verga y Norverto, 2005). Otra ventaja de la reforestaciéon con algarrobos es el beneficio
ambiental. El algarrobo aumenta la biodiversidad, favorece una mayor infiltraciéon y
retencion de agua en el suelo, y disminuye los procesos de contaminacién y erosion
edafica (Villagra y col., 2004).

Las comunidades nativas asocian al fruto de algarrobo y sus productos con sus
origenes e identidad, por lo que investigaciones sobre las propiedades fisicoquimicas,
nutricionales y funcionales de harinas derivadas del fruto de diferentes especies de Prosopis
spp. nativas de Argentina permitirfan contar con conocimiento que contribuya a
revalorizar este fruto como ingrediente alimentario; ademas de contribuir con el medio

ambiente a través de la reforestacion de zonas desérticas de nuestro pais.

1.2 Vainas y harinas

El fruto de Prosopis spp. es un lomento drupiceo indehiscente (lomentum
drupaceum) (Burkart, 1952, Burkart, 1976, Giovannetti y col., 2008). Este fruto varia en
tamafio, color y composiciéon quimica, dependiendo de la especie (Figura 1) (Fagg y
Stewart, 1994).

Los frutos de Prosopis alba son semicirculares de color amarillento, con una
longitud de entre 12 y 25 cm (Figura 1) (Burkart, 1976). Sus semillas son de color marrén
oscuro, oblongas con endospermo asimétrico y vitreo y su germen amarillento (Galera,
2000). Segun Galera (2000) estos frutos contienen entre 25-28% de glucosa, 11-17%
almidén y minerales como hierro y calcio; bajo contenido de lipidos y digestibilidad
aceptable. Las semillas estin en el fruto en una proporcion del 10% p/p y contienen 32%
de proteina, 2-7% de lipidos con alto contenido de acido linoleico (42-48%) y oleico (25-
27%).
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Pro;opz} Juliflora

Prosopis glandulosa — Prosopis pallida

Figura 1. Vainas de diferentes especies de Prosopis spp.

Prosopis pallida y Prosopis juliflora son especies que producen frutos especialmente
alargados y dulces (Figura 1). Las vainas son amarillas con un tamafio de hasta 30 cm de
largo y un peso promedio de aproximadamente 12 g. El contenido de azucar de la pulpa
es del 46% (Grados y Cruz, 1990). Prosopis chilensis es un fruto de color amarillento opaco
con forma de “S”, de 12-18 cm de largo con semillas pequenias ovoides de color marrén
(Burkart, 1976). El fruto de P. chilensis var. Catamarcana tiene una pulpa color amarillenta,
mientras que las vainas de P. chilensis var. Riojana poseen un color cercano al negro. La
vaina de P. chilensis tienen una composicion de entre 25-28% de glucosa, 11-17% de
almidoén y 7-11% de proteinas (Galera, 2000). Prosopis nigra produce vainas cilindricas de
color purpura de 7-18 cm de largo. Por otra parte, estos frutos son dulces y de
consistencia pulposa, entre las semillas se observa un pequeno estrechamiento que le da a
la vaina el aspecto de un collar de cuentas (Figura 1). Esta es la especie que presenta el
menor dafio ocasionado por un insecto denominado bruchido de la familia Bruchidae, que
ataca los frutos de arboles y arbustos de leguminosas (L'Argentier, 1990, Teran, 1990),
debido a que posee un endocarpio duro. Las semillas de P. #igra contienen un 30-32% de
proteinas y 12-14% de lipidos.

Era costumbre de la gente del NOA en la época de la colonizacion espafola, la
recoleccion de las vainas en forma colectiva, formando caravanas de hombres, mujeres y

nifios que celebraban de esta forma el comienzo del verano. Se colectaban las mejores
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vainas que se dejaban uno o dos dias bajo el sol para su secado. A esta practica, llamada
“algarrobeada”, contribuifan tanto aborigenes como criollos. En tiempos de cosecha, las
vainas de algarrobo son consumidas directamente, crudas o usadas para la elaboracion de
diferentes productos como “asiapa” o “algja”. Las vainas también se suelen tostar y moler
e incorporar a la leche. Para preservar las vainas, la gente del NOA las introduce en

alforjas llamadas #gjas o las convierten en diferentes productos como harina, patay, arrope

y bolonchao INCUPO, 1991).

1.3 Productos y actividades regionales

Las vainas de Prosopis spp. de alta calidad se emplean para consumo humano,
generalmente en la regién nativa de este cultivo. El fruto de Prosopis spp. desde tiempos
ancestrales constituye un recurso alimentario para el hombre, ya que es una excelente
fuente de carbohidratos y proteinas. Los productos regionales preparados por la gente del
NOA son los siguientes:

Patay. Es un producto dulce (17,2% glucosa, 26,9% sacarosa) elaborado con
harina fina y seca. La harina se mezcla con agua hasta formar una masa. Esta masa se
introduce en moldes circulares y se hornea. Se vende en mercados regionales y constituye
un importante alimento regional en Santiago del Estero y otras provincias de Argentina
(Figura 2).

Apnapa. Es una bebida refrescante preparada con vainas maduras de algarroba. La
gente prefiere Prosopis alba en vez de Prosopis nigra. Las vainas se trituran en un mortero y
se las mezcla con exceso de agua fria. Se agita la dispersion y luego se filtra. Se deja luego
reposar el filtrado en vasijas especiales de barro, tipo tinajas o directamente en recipientes
de vidrio (Figura 2).

Aloja. Es una bebida fermentada, autéctona y ancestral (Figura 2) de sabor dulce
que se bebe muy frfa y se compra en puestos callejeros. Las vainas de Prosopis alba se
muelen en un mortero y se introducen con agua en una vasija para favorecer el proceso
de fermentacion. Lla mezcla se guarda en lugar fresco, seco y en oscuridad. Luego de dos
dias, los pedazos de vainas se remueven en forma manual, se descartan, y se agregan
nuevas vainas de modo de favorecer la fermentacién. El punto éptimo de la bebida se

detecta por cata o degustacion. La aloja debe ser consumida en pocos dias ya que tiene un
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periodo de preservacion muy corto. Generalmente se consume por sus propiedades
diuréticas.

Arrope. E1 arrope, algarrobina o miel de algarrobo es un liquido denso y oscuro
obtenido luego de machacar las vainas de algarroba con agua y cocinar la mezcla durante
8 horas. Durante este proceso se produce la concentracion de azdcares. En la mitad de la
coccibén se separan las semillas. Se obtiene un jarabe oscuro (Figura 2) tipo miel.

Bolanchao. El bolanchao es un dulce tradicional del norte de Argentina de forma
estérica. Se prepara machacando en mortero frutos de Zigyphus mistol Griseb hasta formar
una pasta granulosa. Esta receta no necesita agua ya que los frutos aportan el agua
necesaria. Con la pasta se arman bolas que se espolvorean con harina de algarroba y se
hornean.

A nivel de cocina casera se encuentran, especialmente en los dltimos tiempos con
el auge de alimentos saludables, numerosas recetas que incluyen harina de algarroba,
marcadas por la amplia creatividad y costumbres de la gente del lugar. El Instituto de
Cultura Popular (INCUPO) a través de la recopilacion de recetas culinarias regionales ha
difundido diferentes productos elaborados con algarroba, desde caramelos con miel y
harina de algarroba, bebidas calientes con harina tostada como sucedaneo del chocolate o
reemplazante del café, hasta productos de panaderia y pasteleria como panes y tortas. Las
comunidades de Santiago del Estero (Argentina) Juarez y col. (2003) experimentaron con
harina de algarrobo elaborando diversos productos: tortas (Figura 2), snacks, bombones
con miel, miel, licores, aloja, galletitas, pizza, espaguetis, café, bolonchao, entre otros.
Actualmente un grupo de familias de los departamentos de Capital, Banda, Silipica y
Robles de la provincia de Santiago del Estero auto-producen sus alimentos y elaboran
productos para venta en ferias y red de consumidores, a través de la cooperativa Inti Atun.
Esta organizacion es reconocida por elaborar alimentos y productos medicinales con
frutos del monte santiaguefio, donde se destaca la harina de algarroba y sus derivados
como torrados, panificados, licores y confituras.

Uno de los panificados dulces mas comercializados y consumidos en nuestro pafs
y que constituye un sello de identidad a nivel internacional, es el alfajor, que comunmente
se elabora con harina de trigo (Figura 2). En la actualidad, en los negocios de dietética se

estan comercializando alfajores con harina de algarroba (Figura 2).
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Patay Torta Alfajor

Figura 2. Alimentos tradicionales elaborados con harina de Prosopis alba.

1.4 Harinas obtenidas del fruto del algarrobo

La harina de Prosopis se prepara de forma tradicional. Luego de la cosecha, las
vainas se secan al sol sobre el techo de las casas o en las trojas. El material seco se
mantiene en dichas trojas para prevenirlo del ataque de los brichidos, insectos que como
mencionamos anteriormente, atacan a las semillas y desmejoran la apariencia de los
frutos. Los lugarefios suele poner dentro de las trojas, junto con las vainas, algunas
plantas como atamisqui, paico y ancoche, que se utilizan como repelentes. La molienda se
lleva a cabo en forma manual con morteros, aunque actualmente se suele usar molino de
martillo. Luego la harina se tamiza y se conserva en recipientes herméticos (Juarez y col.,
2003). Los integrantes de la comunidad Toba de la provincia de Chaco saben cuando las
vainas estan en condiciones Optimas para convertirlas en harina: si las vainas producen
ruido cuando se zarandean, ya estan listas para preparar la harina. En general, las familias
no nativas prefieren para la preparaciéon de harina el algarrobo blanco (Prosopis alba) al
negro (Prosopis nigra), debido a su sabor mas suave. Por otro lado, los nativos prefieren las
vainas de algarrobo negro porque si bien son dulces, poseen un sabor mas fuerte.

Estas harinas son altamente energéticas por su elevado contenido de azuicares. La
harina de P. alba analizada por Prokopiuk y col. (2000) present6 2,5% de agua, 3,1% de
cenizas, 59,1% de azucares con 2,8% azucares reductores, 2,4% fibra cruda, 7,2% de

proteinas y 2,2% de lipidos. Estos porcentajes en general varfan con el tipo de especies,
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region y afio de recoleccion. La harina de P. alba también presentd alto contenido de
minerales, principalmente calcio (1274 ppm) y hierro (450 ppm) (Prokopiuk y col., 2000).
La harina de P. pallida contiene mayor cantidad de carbohidratos, hierro, fésforo aunque
menor contenido de fibra y proteina que P. a/ba (Prokopiuk y col., 2000).

Comparando en forma simultanea harinas de diferentes especies de Prosopis spp.,
P. nigra contiene altos niveles de proteina cruda (11,33 g/100g b.s.) y cenizas (4,12 g/100g
b.s.) (Gonzalez Galan y col., 2008). P. juliflora presenta el menor nivel de lipidos (0,79
g/100 g b.s.), proteina cruda (8,84 ¢/100 g b.s.) y fibra dietaria (40,15 g/100g b.s.); y el
mayor de azucares no reductores principalmente sacarosa (52,51 g/100 g b.s.) y de
digestibilidad proteica in vitro (66,45%). La concentracion de inhibidores de tripsina (0,29
a 9,32 UTI / mg b.s.) result6 inferior a la de soja cruda, presentando P. juliflora los
mayores valores. Respecto a las saponinas, hemaglutinina y polifenoles, los niveles
encontrados resultan muy bajos. El contenido de fitatos oscila entre 1,31 a 1,53 g/100 g
entre especies (Gonzalez Galan y col., 2008).

El alto contenido de azucares, fibra dietaria, minerales y la cantidad aceptable de
proteinas, convierte a la harina de algarroba en un ingrediente valioso para la elaboracion
de diferentes productos alimenticios.

El Codigo Alimentario Argentino (CAA, 2015) en su Capitulo IX: “Alimentos
farindceos — cereales, harinas y derivados” hace referencia a harinas de algarroba en los
siguientes articulos:

Articulo 681 — (Resolucién Conjunta SPRel N°282/2014 y SAGyP N° 298/2014)
“Con el nombre de Harina de algarroba, se entiende el producto de la molienda de las
semillas limpias, sanas y secas del algarrobo blanco (Prosopis alba Griseb) y/o algarrobo
negtro [Prosopis nigra (Grisebach) Hieronymus] y/o Prosopis chilensis (Molina) Stuntzemend.
Burkart y/o Prosopis flexnosa (DC)."

Articulo 681 tris — (Resolucién Conjunta SPRel N°282/2014 y SAGyP N°
298/2014) “Con el nombre de Harina de fruto (vaina completa con sus semillas) de
algarrobo, se entiende el producto de la molienda de los frutos completos limpios, sanos
y secos, del algarrobo blanco (Prosopis alba Gtiseb) y/o algatrobo negro [Prosopis nigra
(Gtisebach) Hieronymus] y/o Prosopis chilensis (Molina) Stuntzemend. Burkart y/o Prosopis
flexcuosa (DC). El producto debera rotularse como: harina del fruto de algarrobo,

indicando la/s especie/s que corresponda/n.”
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Como se hace referencia a “harina de algarroba” a la molienda de semillas
(Articulo 681) y nosotros hemos trabajado con vaina completa, y considerando que a la
harina de vaina completa se la denomina ‘“harina de fruto de algarrobo” (Articulo 681
tris), por simplicidad en todo este trabajo de tesis se utilizara el término simplificado

“harina de algarrobo” para la harina proveniente de la molienda de vaina entera.
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1.

Objetivos del trabajo

1.1 Objetivo General

El objetivo general de este trabajo de tesis fue el estudio integral de las

caracteristicas fisicoquimicas de vainas y harinas del fruto del algarrobo blanco (Prosopis

alba) en comparacion con las de algarrobo negro (Prosopis nigra); y la aplicaciéon de harina

de algarrobo blanco, mas utilizada a nivel regional, en diferentes productos horneados y

fermentados.

1.2 Objetivos Especificos

Los objetivos especificos, detallados en cada capitulo, fueron los siguientes:

a_

14

Analizar la composicién quimica y nutricional de vainas, harinas y semillas del fruto
de algarrobo blanco (Prosopis alba) y algarrobo negro (Prosgpis nigra). Estudiar la
actividad acuosa y la cinética de adsorcion de las harinas a diferentes temperaturas.
Formular bocaditos dulces horneados a base de semillas andinas (amaranto, quinua y
chia) y analizar la capacidad de la harina de algarrobo (Prosopis alba) de actuar como
aglutinante junto con azucar y miel. Realizar una caracterizaciéon funcional y sensorial
de dichos productos mediante diferentes ensayos de calidad.

Analizar la aptitud de la harina de Prosopis alba junto con harina de maiz y de arroz en
la elaboracion de panificados dulces libres de gluten tipo “wuffins”. Estudiar las
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de los panificados.

Elaboracién a partir de vainas enteras de Prosopis alba y agua de una bebida fermentada
llamada “algja” tipica del noroeste argentino. Estudiar la cinética de fermentacion y
caracterizar la microflora de la misma durante todo el proceso hasta llegar al producto

final; como también determinar parametros fisicoquimicos de la bebida.
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1 Introduccion

El uso de los frutos del algarrobo en la actualidad es casi inexistente. Los
algarrobos han sido ampliamente estudiados como arboles que previenen Ia
desertificacion que se define como la degradaciéon de la tierra en regiones aridas,
semiaridas y sub-humedas secas, resultante de diversos factores, incluso variaciones
climaticas y actividades humanas. Sélo en Chaco anualmente se cosechan 100.000 t de
troncos de algarrobo con el propoésito de utilizarlo para la obtencién de muebles y pisos
(Felker y Guevara, 2003); sin embargo la reimplantacion de la especie es casi nula lo que
hace que la actividad sea insustentable, debiéndose generar nuevas plantaciones para bajar
la presion sobre los ecosistemas nativos (Burkart, 1976, Felker y col., 2003). De varios
ejemplares nativos analizados en la Argentina se estimé que la tasa de crecimiento de los
mismos es de 0,41mm por afio lo que da tasas de rotacién para obtener troncos de 40 cm
(los que se usan habitualmente) de 100 afios (Giménez y col., 1998), pudiéndose mejorar
estos valores mediante mejoramiento genético y manejo de los bosques nativos y los
rodales.

De lo expuesto en el parrafo anterior se deduce que de los montes de algarrobo
nativo se extraen miles de toneladas anuales de madera; lo que genera un marcado
problema ecoldgico, ya que las especies nativas albergan gran cantidad de otras especies
vegetales y animales a las que les dan refugio; no obstante eso la eliminacién de especies
centenarias aporta a la erosion génica de la misma causando una disminucién en el pool
genético de plantas que pudiesen haber sido utiles para mejorar la especie.

La implantaciéon de grandes extensiones de algarrobos ayudarfa a las regiones
aridas a detener el avance de la desertificacion, fijar grandes cantidades de COz gas de
efecto invernadero causal del calentamiento global, fijar N2 e incrementar la produccién
de vainas comestibles, ya que una hectarea de algarrobo implantado puede producir hasta
546 kg de vaina, aunque este valor puede llegar hasta 2600 kg si se utilizan variedades de
alta productividad (Felker y col., 2001). El hecho de que el algarrobo produzca vainas
comestibles lo hizo una especie tutil a lo largo de la historia ya que antes del arribo de los
Europeos especies como Prosopis alba, Prosopis chilensis y Prosopis flexunosa eran la mayor

fuente de materiales para construcciéon, combustible y comida de los pueblos originarios.
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Tanto el algarrobo blanco (Prosopis alba) como el negro (Prosopis nigra) tienen un gran
potencial para estimular economias locales dado que en la actualidad se pueden conseguir
en mercados de las provincias de Santiago del Estero y Chaco, principalmente productos
obtenidos a partir de las vainas como puede ser la Aloja, Afiapa, Arrope, Patay, la harina,
entre otros; todas éstas, preparaciones que se han ido transmitiendo de generacién en
generacion a lo largo de los siglos. Por otra parte se pueden conseguir productos de
caracter mas moderno aunque parcialmente sustituidos por harina de algarrobo como
pueden ser muffins, tortas, bocaditos, merengues, sustitutos de café, de chocolate y un
gran numero de preparaciones que solo estan limitadas a la imaginacién de quien
manufactura. Estos productos en su mayoria son elaborados por productores artesanales
aunque no son solo del Noroeste argentino sino que también provienen de otras regiones
ya que el uso de la harina de algarrobo se esta popularizando no solo por su caracter
dulce sino también por ser una harina apta para la elaboraciéon de dietas para celiacos por
su ausencia de prolaminas. A pesar de que se esta utilizando la harina de algarrobo que se
consigue en negocios de venta de productos dietéticos en la elaboracién de diferentes
alimentos de produccion artesanal, poco o casi nulo es el conocimiento que se tiene hasta
el momento de las propiedades fisicoquimicas, sensoriales y nutricionales de la harina y
de los productos elaborados con ella. Es por esta razén, que previamente a la elaboracion
de cualquier producto con harina del fruto de algarrobo, es necesario conocer en

profundidad los parametros fisicoquimicos y nutricionales de su materia prima.

2 Objetivos

Dado las comprobadas propiedades nutricionales de su fruto, la importancia
regional de este cultivo y la potencialidad de su utilizacién como ingrediente nutricional
en diferentes alimentos, es que los objetivos de esta parte del trabajo fueron:
o Analizar los parametros morfolégicos de las vainas de algarrobo como asi también
su composicion porcentual.
o Obtener harinas de algarrobo blanco (Prosopis alba) y negro (Prosopis nigra) a partir
de las vainas y determinar su composiciéon centesimal, propiedades nutricionales y

parametros fisicos de calidad como actividad acuosa e isoterma de adsorcion.
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o Estudiar la composicion de las semillas y de sus constituyentes, a fin de evaluar el

aporte nutricional de las diferentes partes del fruto del algarrobo.

3 Materiales y Métodos

3.1 Descripcion de las diferentes muestras utilizadas para el analisis

Para la realizacion de este capitulo se utilizaron vainas de diferentes procedencias y
afios de recoleccion, las mismas provinieron de: Ingeniero Juarez (23° 54°S y 63° 51°0),
Provincia de Formosa; Santiago del Estero (27° 47 04°’S 64° 16" 017°O), Arraga (28° 06°
037'S 64° 13" 26"°O) y Silipica (28° 2” 42°'S 64° 13°26"°0O), Provincia de Santiago del
Estero. En la Figura 1.3 se detallan las diferentes vainas, sus procedencias y los usos que
se le dio a cada una durante este trabajo ya que a cada vaina en particular se le aplicaron
diferentes tratamientos y se las utilizaron para diferentes fines, los que se iran

describiendo a lo largo de la tesis.

3.2 Parametros motrfolégicos

Tanto para las vainas de algarrobo blanco como para las de algarrobo negro se
determiné el peso medio de 100 vainas, porcentaje de semillas por vaina, largo de vainas,
peso medio de 100 semillas, largo y ancho de semillas. El largo y ancho de vainas y

semillas se determind con un calibre.

Procedencia de las

Ao . Uso de las vainas
vainas Harina sin semilla
) P‘ 2010 }» ﬂ Ingeniero Juarez ‘f > Hal:;l’;:;na
Semilla
‘ Aloja
/v‘ 2011 ‘* >‘ Santiago del Estero ‘* > Harina
Semilla
’ 4 Artaga ‘7 b‘ Aloja ‘
22012 - » Silpica | > Aloa |
“ Loreto ‘7 >‘ Aloja ‘
“ 2013 ‘* >‘ Santiago del Estero ‘* >‘ Aloja ‘
‘ Prosopis nigra }7 # 2013 ‘* ﬂ Santiago del Estero ‘* P g?;iirlllz

Figura 1.3. Afio de recoleccion procedencia y usos que se les dio a las vainas durante la tesis.
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3.3 Obtencion de las harinas

De acuerdo a lo que define el Codigo Alimentario Argentino (Art. 681 tris, en el
laboratorio se elabord harina de algarrobo blanco y harina de algarrobo negro las que se
utilizaron para realizar los diferentes ensayos (Figura 1.4).

Un segundo procedimiento consistié en eliminar las semillas de las vainas de
algarrobo, con esas vainas sin semillas obtener harina, y contrastar a la misma con harina
obtenida de la molienda de la vaina entera. El objetivo perseguido en este ensayo fue el
de evaluar las diferencias en la composicién de ambas harinas (sin y con semilla), ya que
obteniendo harina a partir del fruto al cual se le extrajo la semilla se obtiene por un lado
harina de vaina sin semilla y por otro lado semilla de la que se plantea obtener gomas y
aislados proteicos. La Figura 1.5 muestra el protocolo de obtencién de la harina de vaina
de Prosopis alba con y sin semilla. El secado de las vainas se realiz6 en estufa de
conveccién forzada (Sanjor SL60SF, San Andres, Buenos Aires, Argentina) durante 4 h a
80°C. Una vez secas, las muestras se molieron, para ello se utiliz6 un procesadora
doméstica (Moulinex, Alegon, Francia). Al producto de la molienda de las vainas se las
pasé por dos tipos de tamices uno de 1000 um(#18) y otro de 500 um (#35)
normalizados de acuerdo a la norma ASTM (ASTM, 2013). Las harinas se guardaron a
4°C en heladera hasta el momento de su uso.

En otro ensayo se separaron semillas de las vainas de ambas especies (P. alba y P.
nigra) segun se muestra en la Figura 1.6 con la finalidad de analizar las diferentes partes de

dichas semillas.

3.4 Codificacion de las muestras

Se trabaj6 con vainas de diferentes origenes geograficos las que se detallan en la
Tabla 1.1, a partir de las cuales se obtuvieron cuatro harinas para la realizaciéon de
diferentes ensayos, las mismas se detallan en la Tabla 1.2. En cuanto a las semillas se las
denominé como SPA (semilla algarrobo blanco) y SPN (semilla de algarrobo negro),

obteniéndose 3 fracciones que se especifican en la Tabla 1.3
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Vainas Santiago del Estero

Harinas para ensayos

Prosopis alba

|

Vainas Santiago del Estero

Prosopis nigra

v

Lavado con agua de red

Lavado con agua de red

\
Vaina limpia

v

|
Vaina limpia

v

Secado 80°C 4 hs

Secado 80°C 4 hs

Vaina seca Vaina seca
v v
Molienda Molienda

Vaina molida

.

Vaina molida

v

<«Fraccion > 1000 um—

Tamizado A

Tamizado A

Harina para bocadito

.

Fraccion < 1000 pm

v

< Fraccién > 500 pm—

Tamizado B

Fraccion < 500 pm

v

Harina de algarrobo
negro

Harina para muffin

—Fracciéon > 1000 pm»

Figura 1.4. Obtencién de las diferentes harinas que se utilizaron para la elaboraciéon de diferentes
productos.

3.5 Anadlisis de macro y microcomponentes
No todas las técnicas que se describen a continuacién se aplicaron en la totalidad
de las muestras, ciertas técnicas se aplicaron para algunas muestras y para otras no, en

base a la perspectiva de funcionalidad de la harina.
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Ensayo Comparativo

Vainas Formosa
(Promjiif alba)

Lavado con agua de

red

Vaina Limpia

\ 4

v

Extraccion de semillas

—Semillas»

Vaina sin semilla

v

Secado 80°C 4 hs

Secado 80°C 4 hs

Vaina seca Vaina seca
v v
Molienda Molienda

Vaina molida

v

Vaina molida

v

<Fraccion > 1000 um—

Tamizado A

Tamizado A

—Fraccién > 1000 pm»

Fraccion = 1000 um

.

Fraccion < 1000 pm

-

< Fraccién > 500 um-—

Tamizado B

Tamizado B

—Fraccién > 500 pm >

Fraccion < 500 pm

Fraccion < 500 um

Harina vaina completa

Harina sin semilla

Figura 1.5. Esquema de obtencion de las diferentes fracciones de harina de algarrobo: harina de
vaina entera y harina de vaina sin semilla

Tabla 1.1. Origen y codificacion de las diferentes vainas utilizadas para realizar el trabajo.

Provincia Especie Afio Ciudad Codificacion
Formosa P. alba 2010 Ingeniero Juarez VA10F
Santiago del VA11S
2011
Estero
Silipica VA12S
P. alba 2012 Arraga VAI2A
Santiago del
Loreto VA12L
Estero
Santiago del VAI13S
2013
Estero
Santiago del VN13S
P. nigra 2013
Estero
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Obtencion de partes de
las semillas

Semillas de
Prosopis albay Prosopis nigra

:

Hervir 100 mL H2O(d),
sobre el agua en ebullicion
incorporar 10 g de semilla

I

Dejar la semilla a 4° C
durante 24hs
\
Semilla hidratada
v
Separar la semilla en

pericarpio, endosperma y
tegumento mediante aguja

histolégica
Germen Endosperma Pericarpio
v v v
Liofilizacion
v \ 4 v
Almacenamiento a temperatura ambiente

Figura 1.6. Obtencién del episperma, endosperma y tegumentos seminales tanto para las
semillas de algarrobo blanco como para las de algarrobo negro.

Tabla 1.2. Origen de las harinas utilizadas para los diferentes analisis.

Vaina de partida Codificacion de las harinas
H10EF
VA10F
H10S8SF
VAT11S HA11S
VN13S HN13S

Tabla 1.3. Origen de las partes de las semillas utilizadas.

Semilla de partida Codificaciéon para las partes de las semillas
Episperma PPA
SPA Endosperma EPA
Germen GPA
Episperma PPN
SPN Endosperma EPN
Germen GPN
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3.51 Humedad (AOAC 925.45)

La humedad de las muestras se determind a través de un método indirecto,
evaluando por diferencia de pesada el agua perdida tras el secado de las mismas a 60°C y
a una presion inferior a 50 mmHg, hasta peso constante. Para ello una porcién de harina
se colocd en un cristalizador previamente tarado, se pesé en una balanza analitica
(METLER TOLEDO, AL 204) y el conjunto se llevé a estufa de vacio. Luego se retir6 y
se guardo en un desecador hasta que alcanzé temperatura ambiente y se pesé. Se coloco
nuevamente en estufa y se repitié el procedimiento hasta peso constante. El porcentaje

de humedad (en base humeda) se calcul6 de acuerdo a la Ecuacion 1.1.

Ecuaciéon 1.1

m, —m
Humedad (%) = ———= % 100

m; —my
Siendo:
my: peso del cristalizador, en g

mo: peso del cristalizador con muestra humeda, en g

m3: peso del cristalizador con muestra seca, en g

3.5.2 Cenizas totales (AOAC 900.2)

Para la determinacién de cenizas totales se siguieron los siguientes pasos:

a- Limpieza por calcinaciéon de las capsulas de porcelana vacifas en mufla a 900°C
durante 2 horas.

b- Enfriamiento de las capsulas de porcelana en desecador hasta temperatura ambiente.

c- Pesado de las capsulas de porcelana y de las muestras en balanza analitica.

d- Carbonizacién de las muestras mediante mechero con triangulo de pipas.

e- Obtencién de ceniza mediante mufla durante 6 h a 525°C (en el caso en que las
cenizas quedaran con puntos negros se les agregd una gota de H2O (bd) y se le hizo
otro ciclo de calcinacién).

f- Una vez obtenidas cenizas de color grisaceo se las pesé y se obtuvo el porcentaje de
ceniza en base humeda de acuerdo a la Ecuacion 1.2.

g- A las cenizas de ciertas muestras se las guardo para la determinacién de minerales.
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2 Ecuacion 1.2

. m; —my
Cenizas (%) = — 100

m;: peso de la capsula de porcelana, en g.
mo: peso de la cdpsula con la muestra tras la incineracién, en g.

m: peso de la muestra, en g.

3.5.3 Minerales

Las muestras de cenizas se disolvieron en solucién acuosa de acido nitrico (1:1) y
los minerales se analizaron mediante espectroscopia de absorcién atémica (Shimadzu
AA-6650, Kyoto, Japon). El calcio se determiné diluyendo las muestras en 6xido de
lantano a concentraciéon final de 0,5% p/v. El hierro, calcio, zinc y magnesio se
determinaron por espectroscopia de absorciéon atomica usando una lampara de catodo
vacfo del mismo metal. El potasio se determiné por espectroscopia de emision. Las
longitudes de onda fueron: 248,3 nm (Fe), 422,7 nm (Ca), 285,2 nm (Mg), 766,9 nm (K) y
213,9 nm (Zn).

Para la determinacion de sodio se utilizé el método 325 B (APhA, 1985). Se diluy6
el extracto nitrico hasta concentracion apropiada en HNOs3 0,14N con cloruro de potasio
0,5% p/v. La disolucién se filtré por membrana de 0,45 micrones. Se realizaron cutvas
de calibraciéon con patrén certificado. Se determiné sodio (Na) por emision atémica con
aspiracion directa a longitud de onda de 589,6 nm utilizando tipo de llama oxidante.

En todos los ensayos se utilizé acetileno como combustible y aire como oxidante,

y todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

3.5.4 Proteinas (AOAC 920.152)

El contenido de proteinas totales se determiné por el método de Kjeldahl en un
equipo semiautomatico BUCHI K350 (Suiza). En este método se determina el contenido
total de nitrégeno (N) tras digerir la materia organica con acido sulfurico concentrado en
presencia de sulfato de cobre y sulfato de sodio como catalizadores. E1 N organico pasa a
amonfaco (que queda retenido como sulfato de amonio). Por neutralizacién con NaOH
32% p/v y destilacién se libera el NH3 y se recoge en medio 4cido (solucién de acido
bérico 4% p/v). Para determinar el punto final de la titulacion, se empled el indicador de

Mortimer (Ver Anexo Capitulo I). Se utiliz6 como factor de conversion de porcentaje de
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nitrégeno a porcentaje de proteina el factor 6,25 siendo el valor que la AOAC

recomienda para frutos. Para el calculo se utiliz6 la Ecuacion 1.3.

g 100 Ecuacién 1.3
* * 6,25
meq m

Proteinas (%) = (V;, — V) * Ny * 0,014

Vi: volumen de HCl gastado en la valoracién del blanco
Vm: volumen de HCl gastado en la valoraciéon de la muestra
Nhcr: normalidad del HCI utilizado

0,014: gramos por mili-equivalente de N

0,25: factor de conversion de nitrégeno a proteina

m: peso de la muestra en gramos

3.5.5 Determinacion de nitrégeno no proteico

En tubos de centrifuga Beckman® de 50 mL de capacidad se pes6 1g de muestra, a
cada tubo se le agregd un buzo para homogeneizar la muestra y 10 mL de agua
bidestilada medidos con pipeta de doble aforo. A los tubos se los dej6 durante 60
minutos en agitaciéon, una vez pasado ese tiempo se les agregé 10 ml de acido
tricloroacético 24% p/v (TCA) (Sivaraman y col.,, 1997) medido con pipeta de doble
aforo dejandolo una hora mas en agitacion. Pasada la hora se centrifugaron los tubos a
17000 g durante 15 minutos, del sobrenadante obtenido se transfirieron 10 mL a un tubo
Kjeldahl; a partir de ese punto se siguieron los pasos del protocolo para determinar

proteinas de la AOAC 920.152 explicado en el punto anterior.

3.5.6 Lipidos (AOAC 963.15)

Esta determinacion se realizé por el método de Soxhlet. Las muestras se pesaron
en cartuchos armados con papel de filtro; una vez pesadas las muestras se ensamblé el
equipo de extraccién que consta de un extractor en el cual se introduce el cartucho, un
refrigerante que impide la evaporacion del solvente y un balén exactamente pesado en el
cual se recoge la muestra. Para la extraccién se utilizé éter de petréleo de punto de
ebullicién entre 35-60°C y se realizaron siete sifonadas por muestra, lo que se considera

suficiente para una extraccion satisfactoria. Luego se evaporo el solvente de los balones
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mediante rotavapor y se pes6 para obtener el extracto etéreo. El contenido de lipidos se

expresé en forma porcentual siguiendo la Ecuacion 1.4.

m, —m Ecuacion 1.4
Lipidos (%) = % ¥ 100

my: peso del balén vacio en g
my: peso del balén con residuo lipidico en g

m3: peso de la muestra en g

3.5.7 Fibra Dietaria Total (AOAC 991.43)

La determinacién de fibra dietarfa total se realizé por el método enzimatico
gravimétrico (TOTAL DIETARY FIBRE KIT ASSAY, Megazyme International Ireland
Limited). Se pes6é 1 £ 0,001 g de muestra, la cual fue disuelta en tampon MES-TRIS pH
8,2. Luego se someti a tratamiento enzimatico; primero a través de alfa-amilasa termo-
resistente, luego mediante una soluciéon de proteasa y por ultimo con una alfa-glicosidasa.
Una vez acabada la digestién enzimatica se adicioné alcohol etilico al 95% para la
precipitaciéon de la fibra soluble. El residuo obtenido previa filtracion se lavo
sucesivamente con alcohol 70%, alcohol 95% y acetona. Se secéd en estufa a 105 °C, se
dejo enfriar en desecador y se peso.

Después de la pesada se determiné el contenido de proteina y cenizas del residuo
contenido en las capsulas, tanto de las muestras como del blanco. El porcentaje de fibra

se calcul¢ siguiendo la Ecuacion 1.5.

R-—P—-C-B Ecuacion 1.5
(Fr=P=C=B) 4

Fibra dietaria total (%) =

Rr: residuo total de la muestra= (P2 - Py)

P1: peso inicial de la capsula limpia y seca

P2: peso de la capsula con el residuo

B residuo total del blanco= (B2-B1) — P, — Gy,
Bi1: peso de la capsula limpia y seca del blanco
Bo: peso de la capsula con el residuo del blanco

Py: contenido de proteinas del blanco
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Cy: contenido de cenizas del blanco
M: masa de muestra inicial
C: contenido de cenizas

P: contenido de proteinas

3.5.8 Fibra dietaria insoluble (FDI)
Se utilizé la misma técnica que para la realizacion de fibra dietaria total, con la
diferencia que no se precipita la fibra soluble con etanol al 95% lo que hace que no quede

retenida en los filtros y no se cuantifique en la pesada.

3.5.9 Obtencion de extractos para cuantificacion de polifenoles y antioxidantes
Para los ensayos de antioxidantes y polifenoles se realizé una extracciéon con
solucién acuosa de acetona al 50% v/v modificando la técnica de Papagiannopoulos y
col. (2004). La extraccién se llevé a cabo en tubos con tapa a rosca con una relacion
solvente de extraccién:muestra de 6:1 que se agitaron en un termobloque Eppendorf
Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a una velocidad de 650 rpm a
4°C durante 40 minutos. Luego se centrifugé en centrifuga Eppendorf 5430 a 2655 g
durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se utilizé para cuantificar polifenoles y

antioxidantes.

3.5.10 Determinacion de polifenoles solubles

A 50 uL del extracto aceténico descrito anteriormente se le agregé H2O (bd) para
completar un volumen de 2350 pl, luego se agregaron 50 ul. de reactivo de Folin-
Ciocalteu, se esperaron 3 minutos y se incorporaron 100 pL una soluciéon de Na2CO3
20% p/v preparada en una solucién de NaOH 0,1M (Singleton y col., 1999) y se
esperaron 90 minutos para que se complete la reacciéon. La medida se realiz6 en un
espectrofotometro Shimadzu UV-Mini 1240 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon) a
una absorbancia de 765 nm utilizando acido galico como patrén. La concentracion de
polifenoles se expresé en equivalentes de acido galico cada 100 g de materia seca

(GAE/100g b.s.) de acuerdo a Zaro y col. (2014).

3.5.11 Capacidad antioxidante sobre radical ABTS"+
La capacidad antioxidante sobre el radical ABTS®* (icido [2,2'-azinobis-(3-

etilbenzotiazolino-6-sulfénico)]) se midié en el sobrenadante del extracto aceténico,
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descrito anteriormente. El ensayo fue realizado de acuerdo a Re y col. (1999). A 10 uL. de
extracto acetonico se le agregaron 1000 uL. de ABTS®, se mezcl6 con vortex y se incub6
durante 20 minutos y se midié absorbancia a 734 nm; los blancos se determinaron sélo
con acetona para comprobar la estabilidad del ABTS®*. LLas muestras se ensayaron por
duplicado. Se utilizé Trolox® (icido 6-hidroxi-2, 5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico)
como estandar y los resultados se expresaron como TEAC (Trolox Equivalent

Antioxidant Capacity) en umol Trolox / 100 g b.s.

3.5.12 Factor antinutricional por inhibicién de la tripsina pancreatica

Para determinar si la muestra contenia substancias que inhiben a la tripsina se
sigui6 el método de Gonzales y Carrillo (1987), Sobral y Wagner (2009). Los extractos de
inhibidores se prepararon mezclando 1g de harina de algarrobo, utilizando 1 g de poroto
de soja como control positivo de reaccion con 30 mL de HCI 0,05N durante 15 minutos.
Se dejaron reposar durante 24 horas en la heladera; se centrifugaron a 1300 g durante 10
minutos, se transfirié el sobrenadante a un vaso de precipitado y se llevé a pH 8 con
solucién saturada de Na2COs, luego se llevé a volumen en matraz de 25 mL con el buffer
fosfato de sodio. Simultaineamente se prepararon soluciones de tripsina de pancreas
porcino (90 U/mg), (10 mg/ml.) (Sigma Aldrich, Missouti, UnitedStates); hemoglobina
bovina adecuada como sustrato para proteasa (Sigma Aldrich-ver Anexo Capitulo I),
buffer fosfato de sodio pH 8, reactivo de Folin Cicalteau 33 % v/v, TCA 5 % p/v. La
Figura 1.7 muestra el protocolo utilizado para determinar el porcentaje de inhibicion.

Se obtuvieron tres lecturas de absorbancia, una para el control, una para el blanco
y una para la muestra. A partir de dichas lecturas se calcul6 la actividad antitriptica de la

muestra siguiendo la Ecuacién 1.6, Ecuacion 1.7 y Ecuacion 1.8.

Abs, — Absg =100 % A+ Ecuacion 1.6
Abs,, — Absg = % Ar Ecuacion 1.7
100 —% Ar =% Ir Ecuacion 1.8

Abs. Absorbancia del control sin muestra
Absp, Absorbancia del blanco

Absm Absorbancia de la muestra

Ar Actividad de la tripsina

It Inhibicién de la tripsina
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Blanco Muestra Control
} \
v v ¥
1 mIL hemoglobina

\ 4 v \ 4
0,2 mL TCA 0,1 mL. muestra 0,1 mL buffer pH 8
0,1 mL buffer pH 8 0,1 mL enzima 0,1 mL enzima
0,1 mL enzima

Incubar 20 minutos Incubar 20 minutos

v 4
Afadir 2 ml. TCA

A 4 A 4
Esperar 10 minutos y centrifugar

Tomar 1 mL de sobrenadante
Anadir 2 mIL de NaOH 1N
Afadir 0,6 mL de reacticvo de Folin
Esperar 1 hora

A 4

Leer absorbancia a 650 nm

Figura 1.7. Protocolo de determinacion de inhibicion de tripsina.

3.5.13 Obtencion de extractos acuosos para determinacioén de azucares

Para extraer azucares para la determinacion por HPLC se utiliz6 la técnica descrita
por Eliasson (20006), para la cual se pesaron 1 gramo de cada muestra a analizar en tubos
con tapa a rosca, se desgrasaron las muestras con hexano en termobloque (Eppendorf)
durante 1 h 650 rpm 40°C; luego se centrifugaron 10 minutos a 2655 g, se descarté el
sobrenadante y las muestras se llevaron a estufa 1 h a 70°C para evaporar el resto de
hexano. Luego se le agregd al tubo 13 mL de agua H2O (mq), 1 mL de solucién de Carrez
Ay ImL de soluciéon de Carrez B (ver Anexo Capitulo I); se calent6 en termobloque con
agitacion constante durante 30 minutos a 70°C, se dejo enfriar a temperatura ambiente, se
le agregaron 10 mL de acetonitrilo y se centrifugé la muestra 10 min a 2655 g FEl

sobrenadante se filtr6 con membranas de 0,44 um (Sartorius, Goettingen, Alemania).
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3.5.14 Determinacion de aziacares por HPLC

A los extractos acuosos obtenidos de acuerdo al punto anterior se les determiné
azucares simples por medio de un cromatégrafo liquido Waters 1525 (Waters
Corporation, Massachusetts, United States) equipado con un detector de indice de
refraccion Waters 2014. La separacion isocratica de los azicares fue realizada a un flujo
de 1,2 mI./min a través de una columna Hypersil Gold Amino 250 x 4.6 con un tamafio
de particula de 5 um (Thermo Fisher Scientific Inc. Massachusetts, United States). Una
solucion de acetonitrilo-agua 80:20 fue utilizada como fase movil, la que se filtrd
mediante filtro de membrana de 0,22 um. La columna fue mantenida a 35°C, el eluente
de la columna ingresé al detector de indice de refraccion con una sensibilidad de 16. Los
azucares estandar utilizados fueron glucosa, fructosa y sacarosa (Sigma Aldrich, Missouri,
UnitedStates) preparados en fase movil, filtrados con filtros de 0,44 pm e inyectados por
duplicado en concentraciones crecientes de 1 a 20 mg/mlL a los que se les determiné las
areas y tiempos de retencion utilizando el software PeakFit V4.12 (Framingham, MA,
USA). Una vez determinadas las areas se realizé una regresion lineal con la concentracion
que permite con las areas de las muestras calcular las concentraciones utilizando la curva
de calibracién. Las muestras se prepararon de la forma descrita para los patrones y se

corrieron en iguales condiciones.
3.5.15 Analisis de proteinas por SDS-PAGE

3.5.15.1 Extraccion de proteinas
Para la extracciéon de las proteinas de la semilla se utilizé el germen liofilizado

obtenido de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente, el protocolo de extraccion
se muestra en la Figura 1.8. El objetivo del primer lavado con hexano fue el de eliminar
las substancias grasas que tiene el germen, el lavado con la solucién de acetona 50% v/v
es para eliminar cualquier rastro que pueda existir de polifenoles en la muestra ya que los
mismos interfieren con las electroforesis. El procedimiento que se muestra en la Figura
1.8 se realiz6 para el germen tanto de Prosopis alba como el de Prosopis nigra. Se utilizaron 3
tubos por muestra los que se indican a continuacién:

Tubo 1- 500 uLL Buffer de extracciéon (Ver Anexo Capitulo I).

Tubo 2- 500 pL. Buffer de extraccion + SDS 2%.

Tubo 3- 500 pl. Buffer de extraccion + SDS 2% + DTT 0,5%.
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El SDS es un agente desnaturalizante y el DTT es un agente reductor de puentes
disulfuro.

Para separar las proteinas se utilizé un equipo Mini-PROTEAN® III (Bio-Rad,
California, USA), utilizando como sistema geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).
Para este caso se utiliz6 un sistema discontinuo el que cuenta con un gel apilador (pH
0,8) en el cual se siembra la muestra de proteinas a analizar y un gel separador o de

corrida (pH 8,8) de mayor tamafio de poro que el anterior (ver Anexo Capitulo I).

3.5.15.2 Separacion de proteinas

Con el fin de separar las subunidades de proteinas extraidas se utilizé el método
de electroforesis de proteinas en geles con una matriz de poliacrilamida (PAGE) descrito
ampliamente por Hames (1998). Las proteinas presentan una carga eléctrica neta y si se
encuentran en un medio de pH diferente a su punto isoeléctrico (pI) se desplazan cuando
se las someten a un campo eléctrico como es el caso de la electroforesis. En la PAGE las
proteinas migran de acuerdo a la carga y al tamafio, es decir a su relacién carga/masa. La
SDS-PAGE es una electroforesis en la que se emplea dodecil sulfato sodio (SDS) como
agente desnaturalizante de las proteinas. El SDS al ser un detergente aniénico tiene la
particularidad de cargar negativamente a las proteinas, por lo que las mismas migran por
el campo eléctrico de acuerdo a su tamafno. Las mas pequefias lo hacen mas rapido que
las mas grandes, permitiendo a la SDS-PAGE la separacion de diferentes fracciones
proteicas. En el gel apilador (4%) que tiene mayor tamafio de poro es en donde se
siembran las muestras y permite apilar las proteinas antes de entrar al gel separador
(12%), siendo este ultimo un gel de tamafio de poro mas pequefo y es en donde se hace
la separacion de las subunidades. La composicion de ambos geles se describe en el Anexo
Capitulo 1.

En el gel se sembraron 10 pl. de muestra por calle y 3 uL. de patrén. Luego de la
corrida los geles fueron coloreados durante 24 h en agitaciéon con una soluciéon 16:40:40:2
de acido acético (16% v/v), metanol (40%v/v), H2O (40%v/v) y colorante Coomasie
Blue (2% v/v). La decoloracion se realizé6 con una solucién similar a la de tincion

(25:10:65) compuesta por metanol (25%v/v), acido acético (10%v/v) y agua
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(65%v/v).Una vez decolorados los geles se almacenaron sumergidos en agua destilada

para su posterior analisis.

20 mg de germen de
Prosopis alba y Prosopis nigra en
cada tubo

2 ml. de Hexano

40 minutos en agitacién 650 RPM
25°C
\
v
Centrifugacion 10000 g 10

. —Sobrenadante—>
minutos
2 ml de acetona 50 % v/v
40 minutos en agitacién 650 RPM
25°C
\
v
Centrifugacion 10000 g 10 " Sobrenadante >

minutos

Buffer de extraccién // Buffer ex. + SDS // Buffer ex. + SDS + DTT

40 minutos en agitacién 650 RPM
60 °C”
I
v
40 minutos en agitacién 650 RPM
60 °C”
I
v
Centrifugacion 10000 g 10
minutos

Buffer de muestra

Extracto de proteina para
semr’;rar ° [ Peller—
i
v
2 minutos a 100°C antes de
sembrar

Figura 1.8. Protocolo de extraccion de proteinas del germen.

3.5.15.3 Caractetizacion e identificacion de subunidades

Las masas moleculares de las subunidades proteicas se calcularon utilizando como
proteinas estandar los patrones de baja masa molecular de Amersham (GE, U.S.A): 97
(fosforilasa b), 66 (albumina), 45 (ovoalbumina), 30 (anhidrasa carboénica), 20,1 (inhibidor
de tripsina) y 14,4 (a-lactoalbumina) kDa. Las masas moleculares se calcularon utilizando

el software informatico denominado Sigma-Gel (JandelScientific — Version 1.0-1994-

1995).
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3.5.15.4 Deteccion de prolaminas

La ausencia/presencia de prolaminas se determiné utilizando el método de ELISA
de tipo competitivo con anticuerpos policlonales desarrollado por Chirdo y col. (1995).
El método de ELISA competitivo se basa en el uso de anticuerpos anti-gliadina
policlonales provenientes de conejos. La muestra se traté con etanol al 70% v/v para
extraer las posibles prolaminas, al extracto se le agregéd una diluciéon adecuada de
anticuerpos policlonales, lo mismo se realiz6 con la solucién de patrones y se incub6 2 h
a 37°C. La solucién pre-incubada se agregd a una placa micro-tituladora que contiene
gliadinas y se incub6 durante 30 minutos a 37°C. Luego se agregd peroxidasa de rabano
conjugada con anticuerpo de cabra anti-conejo IgG (BioRad) y se incubé 1 hora a 37°C.
La reaccién se revel6 con o-fenilenediamina. La reaccion enzimatica se finalizé luego de

20 minutos con H2SO4 2M. Se determiné la densidad 6ptica a 490 nm.
3.5.16 Determinacion de galactomananos

3.5.16.1 Extraccion

Para la determinaciéon de los galactomananos tanto de Prosopis alba como de
Prosopis nigra se utilizaron las gomas extraidas de las semillas. Se analizaron los alditoles
peracetilados correspondientes a los azucares generados por hidrélisis acida de las
mismas. Las muestras se hidrolizaron a 120°C en TFA 2N durante 1,5 h. Postetiormente
se evapord el acido y los azicares generados se redujeron con NaBH4. Finalmente se
acetilaron con anhidrido acético-piridina y los productos se extrajeron con cloroformo.
La mezcla de alditoles peracetilados generados se inyectaron en el cromatdgrafo gaseoso

(CGL).

3.5.16.2 Andlisis cromatogrifico

Se utiliz6 un cromatégrafo gaseoso Hewlett Packard 5890 A equipado con un
detector de ionizacion de llama (FID) y un integrador HP3395. Se usé nitrégeno como
gas portador y las corridas se efectuaron con una relaciéon de split 90:1. Se utiliz6 una
columna capilar SP-2330 (Supelco) de 30 m de largo, 0,25 mm de diametro interno y 0,20
um de espesor dela fase liquida. El flujo del gas portador fue de 1 mI./min y la presion en
cabeza de columna fue de 15 Psi. Se realiz6 una corrida de 200°C a 230°C a una velocidad

de 2°C/min. Las temperaturas del inyector y detector fueron de 240°C.
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Con la finalidad de identificar componentes menores, se realizaron corridas en un
cromatografo gaseoso acoplado a un espectrémetro de masa (equipo Shimadzu GCMS-
QP 5050 A, a un potencial de ionizacion de 70 eV). Las condiciones de CGL fueron

idénticas a las descriptas previamente.
3.5.17 Determinacion de acidos grasos

3.5.17.1 Extraccion de lipidos para determinar el perfil de dcidos grasos

Para la extraccion de la materia grasa de la muestra se utiliz6 el método de Folch.
Se pesoé un Erlenmeyer de 250 mL con tapa una cantidad adecuada de muestra como
para obtener 500 mg de lipidos. Por cada gramo de muestra pesada se le agregé 20 mL de
mezcla cloroformo / metanol 2:1 (grado HPLC). Se agit6 20 minutos a 20°C. Se destapd
y dejo decantar. Se filtré en embudo con papel de filtro y se recogié el sobrenadante en
tubos de centrifuga de 50 mL con tapa a rosca. El solvente (cloroformo:metanol, 1:1) se
lavé con solucién fisiologica (4 mL solvente cada 20 mL de solucion), se agitaron los
tubos en vortex. Se centrifugd a 400 g durante 5 minutos. Se removié la fase superior y la
inferior se trasvasé a un balén que luego se evapord con rotavapor a 40-45°C hasta el
final. Se solubiliz6 la fase grasa con hexano calidad GC. Se paso al tubo derivatizador, al
que se le elimin6 el cloroformo con corriente de Nz. La derivatizacion se realizo
utilizando metéxido de sodio para formar esteres metilicos de acuerdo a la norma IRAM

5650 parte 11 (IRAM, 1982).

3.5.17.2 Analisis cromatogrifico

Se utiliz6 un cromatégrafo gaseoso Perkin Elmer Claurus 500 equipado con un
detector de ionizaciéon de llama (FID). Se usé nitrégeno como gas portador. Se utilizé
una columna capilar Supelco SP-2560 de 100 m de largo, 0,25 mm de diametro interno y
0,20 um de espesor de la fase liquida, el flujo del gas portador fue de 1,3 mL/min. Se
realizé una corrida de 150°C a 210°C. Las temperaturas del inyector y detector fueron de

240°C y 280°C, respectivamente. La identificaciéon de los acidos grasos se realizé contra

patrones SUPELCO FAME Mix NHI-C y FAME Mix C14-C22.

3.5.18 Analisis de aminoacidos
Se hidrolizaron muestras de germen de Prosopis alba y P. nigra en cantidad que

contuvieran 2 mg de protefna, con 1,5 mLL de HCI 6M. Las soluciones se colocaron en
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tubos con atmosfera de nitrégeno, se sellaron e incubaron a 110°C durante 24 h. Los
aminoacidos se determinaron por cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa
(RP-HPLC) de acuerdo al método de Alaiz y col. (1992) modificado por Cian y col.

(2015). Los aminoacidos se derivatizaron a 50°C durante 50 min con exceso de dietil

etoximetilenmalonato usando icido D,l-a-aminobutitico como estandar interno. Se
utilizé6 un HPLC Modelo Agilent Serie 1100 con detector de longitud de onda variable
VW (Santa Clara, CA, USA) equipado con una columna de fase reversa de 300 x 3,9 mm
de diametro interno (Novapack C18, 4 m; Waters) mantenida a 18°C. Se utiliz6 para la
elucion un gradiente binario a una velocidad de flujo de 0,9 mL/min. Los solventes
usados fueron acetato de sodio (25 mmol /L) conteniendo azida sédica (0,02 g/100 mlL)
pH 6,0 (A) y acetonitrilo (B). La elucion se llevé a cabo de la siguiente forma: 0,0 a 3,0
min con gradiente lineal desde A/B (91/9) a A/B (86/14); 3,0 a 13,0 min con A/B
(86/14); 13,0 a 30,0 min con A/B (86/14) a A/B (69/31); 30,0 a 35,0 min con A/B
(69/31). Los aminodacidos eluidos fueron detectados a 280 nm. El triptéfano se
determiné por RP-HPLC luego de una hidrélisis alcalina segin el método de Yust y col.
(2004).

3.6 Caracteristicas fisicas de las harinas

3.6.1 Color de las harinas

El color de las harinas de algarrobo se midié con un colorimetro triestimulo
(Minolta CR400, Osaka, Japon) mediante la obtencion de los valores L*, a* y b* del
espacio de color CIELab. Se realizaron 20 replicados de cada muestra.

Doénde “a” es la coordenada verde-rojo con valores negativos hacia el verde y
positivos hacia el rojo, “b” la coordenada azul-amarillo con valores negativos hacia el azul
y positivos hacia el amarillo, y L la luminosidad (coordenada perpendicular al plano a-b)

que toma valores de 0 a 100, correspondiendo 100 al mayor valor de luminosidad.

3.6.2 Actividad acuosa (ay) e isotermas de adsorcion de las harinas
Las actividades acuosas e isotermas de adsorcién se realizaron con las muestras
HA11S y HN13S. Conocer la relaciéon entre el contenido de humedad y la actividad

acuosa (ayw) se ha considerado de importancia en los ultimos tiempos, ya que permite a los
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productores de alimentos realizar un seguimiento de la calidad de sus productos. El
deterioro de los alimentos puede deberse a diferentes mecanismos: crecimiento
microbiano, oxidacion lipidica, perdida de antioxidantes entre otros (Figura 1.9); y la aw es
un parametro que esta en relacion directa con dicho deterioro. Por lo tanto conocer la ay
de las harinas permitira establecer normas para su adecuado almacenamiento.

Las isotermas relacionan el contenido de humedad en el equilibrio (kg agua/100
kg materia seca) a una temperatura constante con la actividad termodinamica del agua del
producto a un rango de humedades determinado (Rangel-Marrén y col., 2010). Si se
parte de un alimento deshidratado se observard un comportamiento de adsorcion y si se
parte de un alimento humedo un comportamiento de desorciéon. Para estimar
tedricamente este comportamiento en productos ricos en azucares se han sugerido en
literatura un gran nimero de modelos, no encontrandose hasta el momento un modelo

que pueda describir todos los alimentos.

Velocidad relativa de reaccidn
Humedad

s 06 07 0,8 0,9

1 1
0,1 0,2 0,3 0,4

Actividad acucsa (a.)

Figura 1.9. Velocidad de alteracion de los alimentos seguin su actividad acuosa: 1-Oxidacién de
lipidos, 3- Pardeamiento no enzimatico, 4- Actividad enzimatica, 5-Mohos, 6-Levaduras, 7-
Bacterias. Isoterma de sorcion: curva 2 con lectura de las ordenadas del lado derecho.

3.6.2.1 Actividad acuosa a 20°C (aw)

La actividad acuosa (ay) se determiné utilizando el método estatico gravimétrico a
temperatura controlada de 20°C. Se pesaron muestras de harina de 1 = 0,01 g a las cuales
se les determiné previamente la humedad; éstas se introdujeron en sistemas cerrados
herméticamente que contenian cada uno una soluciéon sobresaturada de una sal de ay

conocida, en el rango de 0,089 a 0,544 (Tabla 1.4). Se consider6 que las muestras estaban
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equilibradas con el medio cuando la diferencia entre pesadas consecutivas resulté menor
o igual al 3%. Una vez que la muestra llegd al equilibrio se grafico la diferencia de
humedad inicial y en el equilibrio Dify (kg H2O / kg muestra seca) en funcién de la
aw. .Los puntos se ajustaron a un modelo matematico y la ay de las harinas se interpolod

del modelo cuando el valor de la diferencia fuera igual a cero.

3.06.2.2 Determinacion y modelado de las isotetmas de adsorcion

Las isotermas de adsorcién se realizaron a partir de una muestra totalmente seca,
para lo cual se deshidraté la harina en una estufa de vacio a 70°C y 50 mmHg hasta peso
constante. Todas las determinaciones de las isotermas se realizaron por triplicado. Se
pesé una masa de 1 £ 0,01 g, la que se dejé llegar al equilibrio dentro de frascos como el

de la Figura 1.10.

Figura 1.10. Camara para la determinacion de actividad acuosa e isoterma de adsorcion por el
método estatico gravimétrico. a-Frasco, b-muestra, c-porta muestra, d- soporte, e- solucion
salina sobresaturada.

Para la construccion de la isoterma se utilizaron soluciones sobresaturadas de sales
de ay conocida en el rango de 0,089 a 0,867; dichas sales en orden ascendente segtin su ay
son: NaOH, LiCl, KC2H302, MgClz, KoCO3, Mg(NO3)2, NaNOz, NaCl y KCI. El valor
de ay para cada sal varia en funcién de la temperatura como se muestra en la Tabla 1.4. A
los sistemas que tuvieran una ay mayor a 0,6 se les agregd un eppendorf conteniendo
tolueno para inhibir el crecimiento microbiano (especialmente el de hongos
filamentosos). Las temperaturas elegidas para realizar las isotermas de adsorcion fueron
10°C, 20°C y 40°C las cuales se mantuvieron constantes a lo largo del ensayo mediante el

uso de camaras de temperatura controlada.
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Tabla 1.4. Actividad acuosa de las soluciones de sal en funcién de la temperatura.

Sal 2,10°C ay 20°C ay 40°C

NaOH 0,096 0,089 0,063
LiCl 0,113 0,113 0,112
KC,H;0, 0,245 0,234 0,208
MgCl 0,340 0,330 0,320
K.COs 0,431 0,432 0,433
Mg(NO»3), 0,574 0,544 0,484
NaNO, 0,654 0,654 0,614
NaCl 0,760 0,757 0,747
KCl 0,879 0,867 0,843

3.6.2.3 Modelado de las isotermas de adsorcion

La relacion entre la humedad en el equilibrio He (kg agua / kg muestra seca) y la
aw de la harina de algarrobo fue predicha utilizando cuatro ecuaciones representando
modelos habitualmente utilizados en alimentos: BET (Ratti, 2009), Halsey (Halsey, 1948),
Iglesias-Chirife (Andrade y col., 2011) y Leiva Diaz (Leiva Diaz y col., 2009) (Tabla 1.5).

Tabla 1.5. Modelos matematicos aplicados a las isotermas de adsorcion.

Referencia Modelo
ay * Xm * Cpgr
BET (1938 He = i6
( ) (1 —ay) *(L+ (Capr — 1) *ay) Ecuacion 1.9
—Ay Bh
Halsey (1948) He = ( ) Ecuaciéon 1.10
Ina,,
aW
Iglesias-Chirife (1976) He = A; = (—> + B; Ecuacion 1.11
(1 - aw) )
Leiva Diaz (2009) He = C1 % e(€2*(@w)®) Ecuacion 1.12

He (humedad en el equilibrio, kg agua / kg muestra seca); Xm la humedad de monocapa; Ceer, An, A, By,

By, K, C1,C2,C3 son constantes; ay (actividad acuosa)

La bondad de ajuste de los modelos fue evaluada en términos de porcentaje del
error cuadratico medio % ECM (Ecuacion 1.13), el que predice las diferencias entre el
contenido experimental de humedad y el predicho. El valor calculado debe ser menor al

10% para considerar el modelo como valido (Rangel-Marrén y col., 2010).
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Todos los parametros de las ecuaciones fueron obtenidos mediante la técnica de
regresion no lineal utilizando el programa OriginPro 9® de Originl.ab® como asi también

la evaluacion del error cuadratico medio.

% ECM = \/EZ (Hexp — Hpre) «100 Ecuacion 1.13
ni Hexp

Donde n es el nimero de valores del experimento, Hexp el valor experimental de la

humedad en el equilibrio y Hpre el valor predicho de la humedad en el equilibrio.

3.7 Anailisis estadistico de los datos

Todos los analisis fueron realizados por duplicado a excepcion de aquellos en los
que se ha hecho la aclaracion el en texto. Las variables fueron analizadas mediante analisis
de la varianza (ANOVA). El test de Fisher (LSD) fue utilizado para comparar la varianza
de los valores medios. El nivel de significancia aceptado fue del 5% del nivel de
probabilidad. El software estadistico utilizado para los analisis fue OriginPro 9®

(Originl.ab®, Northampton, Estados Unidos).

3.8 Resultados y Discusion

3.8.1 Parametros morfolégicos de vainas y semillas

La Figura 1.11 y Figura 1.12 muestra la morfologia de las vainas y semillas de
Prosopis alba y nigra, respectivamente. La cuantificacion de los parametros morfolégicos se
realiz6 sobre 100 vainas y 100 semillas de vainas VA10F y VN13S con las que se
determinaron los parametros expresados en la Tabla 1.6. La vaina de Prosopis nigra es un
tanto mas pequefla que la de Prosopis alba y contiene menor nimero de semillas. Bravo y
col. (1994) reportaron para Prosopis pallida un tamafo de vaina de 19 x 1,6 cm y un peso
promedio de 12 g, lo que demuestra que esta especie tiene un fruto de mayor tamafio que
los de VA10F y VN13S y con un numero de semillas igual al de VA10F pero mayor al de
VN13S, siendo el peso de las semillas mayor que para las dos especies analizadas en este
trabajo. Zolfaghari y col. (1986) encontraron para Prosopis glandulosa un porcentaje de

semilla en vaina del 15%, valor similar al encontrado para VN13§, mientras que Becker y
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Grosjean (1980) encontraron para Prosopis velutina un 25% de semillas. El fruto de
Ceratonia siligna (algarrobo europeo) presenta una longitud de 14,5 x 1,8 cm con 11
semillas por vaina pero de mayor tamafio (Bravo y col., 1994).

Las diferentes partes de las semillas, tanto de Prosopis alba (SPA) como de Prosopis
nigra (SPN) se muestran en la Figura 1.13. La semilla esta compuesta de testa o cubierta,
endosperma y el germen. La separacion de las partes resultdé en una proporcion en peso
aproximada de testa, endosperma y germen de 1:1:2. Para el caso de la especie Ceratonia
siligua la relacion testa, endosperma, germen es de 1:2:1, estos valores fueron reportados

por Dakia y col. (2007).

TI\i[Hi\ LU HIW‘:I HH|HH IH\"\IHWHIETH Ll
A l
D ey e T @ 1

Figura 1.12. Vainas de algarrobo negro con sus respectivas semillas.
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3.8.2 Rendimiento de las harinas obtenidas

El rendimiento, expresado en porcentaje de harina obtenida a partir de 100 g de
vaina hameda, fue de 83,9% para HA11S y 77,3% para HN13S. En el caso de las
muestras utilizadas para realizar el ensayo comparativo se logré un rendimiento de
68,01% para HI10EF y un 60% para la H10SSF; esta diferencia se debe a que cuanto mas
tinas son las fracciones menor es el rendimiento de molienda, ya que las harinas HIOEF y

H10SSF se obtuvieron a partir de tamices de 500 um (Figura 1.5).

Tabla 1.6. Parametros morfolégicos de las vainas y las semillas de algarroba.

Vaina
Parametro VA10F VN13S
Largo (cm) 17,00 £ 3,34 13,05 £ 2,40
Peso (g) 5,70 = 1,49 4,56 = 1,20
Semillas / Vaina 26,68 = 4,36 18,45 + 3,81

Semilla

SPA SPN

Peso de semilla (mg) 26,98 * 4,36 35,12+ 5,79
Ancho (mm) 3,27 £ 0,34 3,78 £ 0,39
Largo (mm) 5,61 £0,56 5,90 £ 0,43
Semillas en vaina (%) 12,62 14,20

3.8.3 Comparaciéon de los parametros de composicion proximal entre las

diferentes vainas

La humedad de las vainas de Prosopis alba varié con el afio de recoleccién para la
misma zona y las vainas de las zonas de Loreto y Arraga (afio 2012) resultaron mas
himedas. Comparando P. alba con P. nigra, esta tltima presentdé un contenido de
humedad significativamente mayor (Figura 1.14.). El contenido de cenizas no resulté
modificado ni con la especie ni con el afio de recoleccion (Figura 1.15).

El contenido de proteinas de las vainas fue relativamente constante con valores en
un rango de 8-10%, a excepcién de la vaina VAI2S que presenté un valor
significativamente mayor. Asimismo, no se observaron diferencias entre las especies P.

alba y P. nigra de la misma temporada (Figura 1.16).
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Figura 1.13. Fracciones obtenidas a partir de las semillas de algarrobo: semilla entera (A),
episperma o testa (B), germen (C), endosperma (D).

En cuanto a los lipidos, las vainas de Santiago del Estero presentaron mayor
contenido que las de Arraga y Loreto y éstas no presentaron diferencias significativas con
el aflo de cosecha. Asimismo, las vainas de P. nigra presentaron un contenido
significativamente mayor que las de P. a/ba, de aproximadamente el doble (Figura 1.17).

Para el mismo afio de cosecha, las vinas de Loreto y Arraga presentaron menor
contenido de fibra dietaria total que la de Santiago del Estero, sugiriendo que existe una
pequena variacion dependiendo de la zona de crecimiento del arbol de algarrobo, debido
seguramente a diferencias climaticas. Las vainas de P. nigra no presentaron diferencia

significativa en el contenido de fibra con las vainas de P. a/ba (Figura 1.18).
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gH,O / 100 g Vaina b.h.
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Figura 1.14. Contenido de humedad para las vainas de P. a/bay P. nigra.
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Figura 1.15. Contenido de cenizas para las vainas de P. albay P. nigra.
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Figura 1.16. Contenido proteico para las vainas de P. a/ba'y P. nigra.
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Figura 1.17. Contenido lipidico para las vainas de P. a/bay P. nigra.
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Figura 1.18. Contenido de fibra dietaria total para las vainas de P. a/bay P. nigra.

Como se explico en la seccion Materiales y Métodos se realizé la determinacion de
los tres azucares mas representativos de este fruto que son sacarosa, glucosa y fructosa.
La Figura 1.19 muestra el contenido del azdcar mayoritario, la sacarosa. Los valores
resultaron un tanto aleatorios con el afio de recoleccion y el lugar del cultivo y la especie,
observandose valores entre 34,89%+0,19 y 52,11%%0,41. Si se comparan las dos especies
del mismo afio, P. alba presentd un contenido significativamente mayor de sacarosa que
P. nigra.

En el caso de la fructosa, tres de las vainas analizadas presentaron este
componente, éstas fueron VA11S con 2,31£0,68%, VA12S con 1,76+0,14% y VN13S
con 1,93%0,27%,; no encontrandose diferencias significativas entre lotes. En cuanto a la
glucosa solamente fue encontrada en las muestras VA12S en un 0,3520,1% y VA11S en
un 0,44%0,2% no habiéndose detectado diferencias significativas entre las muestras.

La wvariaciéon en el contenido de azucares resulté inversa al del resto de los
componentes mayoritarios: proteinas, lipidos y fibra dietaria total. Este fenémeno puede
deberse a que el periodo de llenado de las vainas es dependiente del clima, alta radiacién
solar y disponibilidad de humedad edafica que posibilitarian una mayor generacién de

compuestos fotoasimilados los que se translocarian a los frutos almacenandose en forma
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de sacarosa. Afios secos con menor disposicion hidrica se traducen en una menor
cantidad de fotoasimilados, lo que genera frutos con menor contenido de azicares que se
traduce en un aumento del contenido porcentual de los otros componentes.

La Figura 1.20 muestra que las vainas de P. a/ba presentaron en todos los casos un
contenido de polifenoles menor a 0,8 g 4cido galico/100 g vaina (b.s.), con diferencias
significativas entre lotes, y ademas dicho valor fue significativamente menor que el
observado para P. nigra, que fue de alrededor de 1,2. La capacidad antioxidante sigui6 la

misma tendencia que el contenido de polifenoles (Figura 1.21).
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Figura 1.19.Contenido de sacarosa para las diferentes vainas.

48



p mol trolox eq / 100 g Vaina b.s.

Horinay de algarrobo; desde swobtencidnw hastow sw composicicw

14

>

1,2 4

>

1,0 H

>

0,8

A
B BC
0,6 D
] E E
0.4
0,2
0,0 : : : : :

VA12S VA12A VA12L VA11S VA13S VN13S

g acido galico / 100 g Vaina b.s.
| L |

Muestra

Figura 1.20. Contenido de polifenoles para las diferentes vainas.
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Figura 1.21. Actividad antioxidante para las diferentes vainas.
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3.8.4 Comparacion de los atributos entre vainas y sus respectivas harinas

3.8.4.1 Andlisis de los macro-componentes y compuestos antioxidantes

Las vainas se muelen y posteriormente se tamizan para obtener una harina con
una granulometria aceptable o adecuada para su uso como ingrediente alimentario. Esta
harina, generalmente con menor contenido de particulas de gran tamafio, asegura la
calidad tecnolégica de los productos. Por esta razén, en esta seccioén se intenta realizar
una comparacion de los parametros de composicion de las harinas y las respectivas vainas
de las cuales se obtuvieron estas harinas, tanto para P. alba como P. nigra (Tabla 1.7). La
harina de P. alba con la que se elaboraron los diferentes productos estudiados en los
Capitulos 11 y 111, presenté menor contenido de proteinas y lipidos y fibra dietaria total
aunque mayor contenido de azucares solubles, alcanzando valores de sacarosa superiores
al 50%. Las diferencias en las variables de composicion se deben al proceso de tamizado
para la obtencién de harina. La vaina de las especies de Prosopis spp. que contiene en su
interior las semillas es el pericarpio que a su vez esta constituido por una fina capa de
epicarpio, el mesocarpio de consistencia corchosa y un endocarpio duro que rodea a las
semillas (Grados y Cruz, 1996) Figura 1.22. La harina evidentemente contiene menor
proporcién de endocarpio o parte interna de la vaina que conduce a una harina de menor
contenido de fibra y mayor contenido de azuicares solubles. El mayor contenido de
proteina de la vaina se deberia a que gran parte de la proteina esta en la semilla por lo
tanto una parte de la misma se pierde durante el proceso de obtencién de la harina.

Para un mejor analisis comparativo de los valores de la (Tabla 1.7), se realizaron
cuadros comparativos en dos dimensiones en los que se incluyeron las letras resultantes
del analisis estadistico de la comparaciéon de medias. Las letras en sentido vertical, tanto
en la columna derecha como izquierda, comparan cada harina con su respectiva vaina,
mientras que las letras al pie del cuadro comparan las harinas de P. a/ba y P. nigra entre si
(Figura 1.23).

En el caso de la humedad, se encontraron diferencias significativas tanto entre
vainas y harinas como entre las 2 harinas, aunque esta variacion probablemente no
dependa de la composicion de las muestras sino del diferente tiempo de almacenamiento
en camara a 4°C. El otro parametro en el que se detectaron diferencias significativas fue

el contenido de lipidos, que resulté mayor para las muestras de P #igra. La harina de P.
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alba presenté menor contenido de lipidos que su respectiva vaina, mientras que P. nigra
present6 el comportamiento opuesto. Este comportamiento sugiere que los lipidos de P.
nigra se encuentran no solo en la semilla sino también en el mesocarpio. En cuanto a
proteinas, solo se observo diferencia significativa entre harina y vaina de P. ngra.

Debido a que la fibra dietaria se encuentra principalmente en el endocarpio que
queda retenido en el tamiz, se obtuvieron valores significativamente diferentes entre cada
harina y su vaina como también entre las dos harinas estudiadas, resultando la harina de
P. nigra con menor contenido de fibra. También se observaron diferencias significativas
en el nivel de sacarosa entre las harinas y las vainas, aunque ambas harinas presentaron
igual valor de este parametro. En cuanto a los polifenoles y la capacidad antioxidante,
s6lo se observaron diferencias significativas entre las harinas, presentando P. nigra valores

considerablemente mayores, aproximadamente el doble.

Semilla
Pericarpio

Epicarpio
Mesocarpio

Endocarpio

e

Figura 1.22. Corte transversal de la vaina de P. alba, magnitud: 20X.
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Tabla 1.7. Valores de composicion de vainas y sus respectivas harinas.

VAI11S HA11S VN13S HN13S

Humedad 3,98 £ 0,012 4,76 £ 0,09 7,44 £ 0,08 6,72 £ 0,002
Lipidos 1,51 £ 0,15 0,67 £ 0,03 3,40 £ 0,11 6,59 £ 0,63
Proteinas 9,26 £ 0,66 7,73 £0,12 9,51 £0,18 8,06 £ 0,06
Fibra dietaria total 36,24 + 4,26 23,27 + 0,52 31,69 + 4,54 20,06 + 0,83
Cenizas 3,05 £ 0,08 3,09 £0,14 3,22 £ 0,06 3,31 £ 0,17
Sacarosa 38,71 = 1,00 52,11 £ 0,03 4223 + 2,06 55,09 + 1,83
Glucosa 0,43 £ 0,22 1,63 £ 0,19 N/D N/D

Fructosa 2,311 0,68 3,02 £0,35 1,93+ 0,27 2,03 £0,18
Azucares totales 41,45 56,76 43,46 57,12

Polifenoles 0,603 £ 0,002 0,625 % 0,001 1,20 £ 0,03 1,15+ 0,015
Antioxidantes 5566 + 37 5451 + 109 9786 £ 274 10024 + 268

(a) g H,O / 100 g muestra b.h.; (b) g analito / 100 g muestra b.s.; (c) g acido gélico / 100 g muestra b.s;
(d) pmol troloxeq / 100 g muestra b.s.

Las harinas y vainas de P. a/ba son apreciadas por su aroma, sabor y propiedades
nutricionales. Se utilizan en la zona del Noroeste argentino (NOA) para consumo
humano en diferentes alimentos tradicionales. A pesar de la gran posibilidad de su uso,
esta harina no ha sido utilizada a nivel comercial a gran escala.

El pericarpio de las especies de Prosopis spp., como mencionamos anteriormente,
esta formado por una fina capa de epicarpio, el mesocarpio de consistencia corchosa y el
endocarpio duro que rodea a las semillas. Las semillas a su vez estan compuestas por
episperma o cubierta denominada testa, endosperma formado por la goma y el germen
que contienen mayoritariamente los lipidos y las proteinas como lo informaran Grados y
Cruz (1996) y como se mostré previamente en la Figura 1.13. Gharnit y col. (2000)
detectaron que las semillas de Ceratonia siligna L. estan formadas por una cubierta (30%)
rica en antioxidantes, endospermo (45%) y germen (25%).

Grados y Cruz (1996) encontraron para vainas de Prosopis pallida y Prosopis juliflora
que la sacarosa, el principal aztcar de este fruto, esta presente en el pericarpio en un 46%
aproximadamente. El polisacarido del endosperma es un galactomanano con una relacién
1:1,36 galactosa:manosa. La fibra del mesocarpio y endocarpio constituye basicamente

fibra dietaria insoluble.
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B VA11S VN13S
Humedad
HA11S HN13S B
B A
VA11S VN13S B
Lipidos
B HA11S HN13S
B A
VA11S VN13S
Proteinas
B HA11S HN13S B
A A
VA11S VN13S
FDT
B HA11S HN13S B
A B
A VA11S VN13S A
Cenizas
A HA11S HN13S A
A A
B VA11S VN13S B
Sacarosa
A HA11S HN13S A
A A
A VA11S VN13S A
Fructosa
A HA11S HN13S A
A A
A VA11S VN13S A
Polifenoles
A HA11S HN13S A
A B
A VA11S VN13S A
Antioxidantes
A HA11S HN13S A
A B

Figura 1.23. Esquema comparativo de los resultados estadisticos del analisis de composicion.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras (« 0,05).
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Meyer y col. (1986) estudiaron la composiciéon quimica y nutricional de las
diferentes fracciones de la vaina de Prosopis velutina. El exo y mesocarpio contiene la
mayor parte del aziicar y componentes aromaticos de la vaina lo que harfa de esta harina
un material util para la elaboracion de jarabes y panificados libres de gluten. El
endocarpio esta constituido principalmente por fibra. El mucilago que cubre al germen de
las semillas es la goma que tiene una relacién galactosa:manosa de 1:1,55 de aplicaciones
semejantes a la goma guar (Bravo y col.,, 1994) La goma (galactomanano) derivada de
Prosopis spp. (goma mezquite) tiene potencial aplicacién como sustituto de otras gomas
(arabiga, guar, LBG) ampliamente usadas como aditivos en alimentos dietéticos y para
personas diabéticas (Ibafiez y Ferrero, 2003).

El pericarpio de P. alba presenté mayor contenido de azucares totales y de
azucares reductores que los reportados por (Bravo y col., 1994) para P. pallida. Choge y
col. (2007) encontraron para vaina entera de P. juliflora de Kenia (Africa) un contenido de
azucares totales considerablemente menor que el de P. a/ba, con menor contenido de
glucosa (8%) y mayor cantidad de fructosa (7,5%) y mayor nivel de fibra dietaria (48%).
Da Silva y col. (2007) encontraron para vaina entera de P. juliflora del nordeste de Brasil,
mayores valores de azucares totales (56,5 %) y azacares reductores (4,6%). Estos
resultados demuestran que la cantidad y proporcion de los distintos glucidos es variable y
probablemente dependiente de factores tanto intrinsecos como ambientales y de
molienda. Si se compara el algarrobo americano con el europeo (C. siligna), que pertenece
a otro género, Bravo y col. (1994) encontraron para pericarpio tanto de P. a/ba como de
C. siligna, un contenido de azucar de aproximadamente 50%, siendo la sacarosa el
principal constituyente de esta fraccion (95% de los azuicares totales) y los menores
constituyentes, glucosa, fructosa, galactosa y arabinosa. Saura Calixto (1987) reporté para
C. siligna un 70% de sacarosa en la fraccion de aztcares solubles, que en nuestro caso fue
de 93%.

Respecto de la fibra dietarfa total (FDT), las harinas presentaron menores
contenidos que las respectivas vainas, lo que sugiere que parte del pericarpio que contiene
la fibra insoluble, qued6 retenido en el tamiz. Los valores de fibra dietaria total de vaina
de P. alba tueron mayores a los de P. pallida (31%) y a los de C. siligna (14,0 %) (Bravo y
col,, 1994). Estévez y col. (2014) encontraron para Prosopis chilensis valores bastante

mayores de FDT (41,8%) que los obtenidos para P. a/ba. En el caso de Prosopis glandulosa
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cultivada en Texas (USA), la vaina entera presentd similares valores de humedad, cenizas
y FDT que P. a/ba, aunque un contenido doble de lipidos (Zolfaghari y col., 19806).

El alto contenido de fibra obtenido para P alba y P. nigra, pero especialmente para
P. alba, hace de sus harinas un ingrediente funcional con potencial aplicaciéon en

formulaciones panarias enriquecidas en fibra.

3.8.4.2 _Andlisis de los minerales presentes en vainas y hatinas

La Figura 1.24 muestra en forma comparativa los minerales contenidos en la vaina
y harina de Prosopis alba. Se puede observar que las muestras presentaron alto contenido
de potasio y calcio, y en menor proporcion de magnesio y sodio. A excepcion del Na, la
vaina presenté mayor contenido de minerales. La OMS (Organizacion Mundial de la
Salud) recomienda una ingesta diaria de sodio menor a 2 g, esto equivale a 5 g de NaCl,
las harinas de ambas especies, HA11S y HN13S tienen muy bajo contenido de sodio:
67,42 mg/100g y 72,98 mg/100g respectivamente, por lo que serfan aptas para personas
que sufran problemas de hipertension (OMS, 2013b). Respecto al contenido de potasio,
la ingesta diaria recomendada por la OMS es de 3510 mg por dia en personas adultas, por
lo que las harinas HA11S y la HN13S, cuyos niveles de este mineral son 903,05 mg/100g
y 1068,12 mg/100g respectivamente, podtian contribuir apreciablemente con los niveles
requeridos en la dieta (OMS, 2013a).

El contenido de hierro de la harina resulté mayor que el de la vaina, sugiriendo
que este mineral se encuentra mayoritariamente en semilla, ya que parte de la fraccién
externa de la vaina queda retenida en el tamizado y algunos componentes de la semilla
estan concentrados en la harina. Para el cinc se observé el comportamiento opuesto.

La comparacion de los niveles de minerales de vaina y harina de P. nigra se
muestra en la Figura 1.25. En el caso de esta variedad, los niveles de K de la harina
resultaron considerablemente mayores que los de la vaina y que los de harina de P. a/ba. A
su vez se detectd, a diferencia de P. alba, un contenido significativamente menor de Fe en
hatina; sugitiendo que para P. nigra habtia una gran proporcion de Fe en el epicarpio y/o

mesocarpio.
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Figura 1.24. Composicion mineral de vaina y harina de Prosopis alba.
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Figura 1.25. Composicion mineral de vaina y harina de Prosopis nigra.

Comparando ambas vainas (Figura 1.20) se puede observar que practicamente no
se observaron diferencias en el contenido de minerales, presentando la vaina de P. nigra

mayor contenido de Fe y Mn. En el caso de las harinas (Figura 1.27), la proveniente de
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algarrobo blanco con la que se elaboran la mayoria de los productos regionales, presento

mayor contenido de K, Mg y Fe, pero menor contenido de Ca, Zn y Mn.
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Figura 1.26. Comparacion de la composicion mineral de vainas.
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Figura 1.27. Comparacion de la composicion mineral de harinas.
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El contenido de Ca de las harinas de algarroba (Figura 1.27) oscil6 entre 160 y 180
mg/100 g harina (b.s.). Estos valores resultaron mayores a los informados por USDA
(USDA 2015) para harinas de cereales, especificamente en harina de trigo es 15 mg/100 g
harina b.s. Comparando con otras leguminosas, el contenido de Ca de las harinas de P.
alba fue casi el doble que el obtenido por Martinez Meyer y col. (2013) para harina de
poroto (Phaseolus vulgaris L..) y semejante al de harina de lupino (Lupinus albus 1..) (176 mg
/100g hatina). El calcio es un macronutriente importante ya que una ingesta adecuada de
este mineral puede reducir el riesgo de osteoporosis en personas mayores (Cashman y
Flynn, 1999). La ingesta diaria recomendada (IDR) de calcio, basada en una dieta de 2000
calorfas para mujeres entre 30 y 50 afios de edad, es 1000 mg (USDA, 2015). En
Argentina, el calcio resulta un nutriente deficiente: el 94% de mujeres entre 10 y 49 afios
presenta una ingesta menor a la IDR; por lo que altos niveles de este mineral convierten a
las harinas de P. alba y P. nigra en potenciales ingredientes para suplementar calcio en la
dieta.

El contenido de magnesio de estas harinas fue similar al de C. siligna (54 mg /100g
hatina b.s.), mayor que el de T7iticum aestivam 1. (25 mg /100g hatina b.s.) aunque menor
que el de L. albus (198 mg /100g harina b.s.).

Las deficiencias de minerales mas comunes en el mundo son las de hierro y cing;
éstas conducen a disfunciones en los sistemas nervioso e inmune (House, 1999, Martinez
Meyer y col., 2013). La harina de Prosopis alba presenté un valor de 4,951£0,91 mg Fe/100
g hatina, superior al encontrado en C. siligna (2.94 mg /100g) y en harina de trigo (T.
aestivum 1..) blanca que es de 0,9 mg /100g y de 3 mg/100 g la enriquecida con este
mineral por Ley 25.630. Con el objetivo de prevenir enfermedades como anemia y
malformacién del tubo neuronal (anencefalia y espina bifida) en nifios, en nuestro pafs,
desde el ano 2003, las harinas de trigo blancas para panificacién se complementan (Ley
25.630) con hierro como sulfato ferroso, acido félico y vitaminas (tiamina, riboflavina y
niacina). El contenido de cinc de la hatina de P. a/ba (1,67 mgt0,19 Zn/100 g hatina)
resulté mayor que el de harina de T. aestivu (USDA 2015) (0,85 mg/100 g) y también
que de C. siligna (0,92 mg/100 g) (Ayaz y col., 2009).

Comparando con otras leguminosas, el contenido de Fe de P. a/ba fue semejante al

de P. vulgaris (6,4-8,1 mg /100g hatrina) (Martinez Meyer y col., 2013) y L. albus (4,4 mg
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/100g harina) (USDA, 2015). En cuanto al Zn, L. albus presentd valores mayores (4,75mg
/100g hatina) y P. vulgaris valores semejantes (2,1-2,5 mg /100g harina) al de P. alba.

3.8.4.3 _Andlisis de los dcidos grasos presentes en harinas

Los valores de lipidos de la Tabla 1.7 muestran que para P. a/ba, 1a harina presentd
menor contenido de lipidos que la vaina (0,67 * 0,03 vs. 1,51 £ 0,15), mientras que P.
nigra present6 el comportamiento opuesto (3,40 £ 0,11 para vaina y 6,59 * 0,63 para
harina). Los lipidos usualmente se encuentran en el germen (cotiledones) de la semilla,
por lo que estos valores sugieren que la harina de P. a/ba contendria menor proporcién de
semilla, mientras que la P. nigra presentarfa mayor cantidad de lipidos en el epicarpio y
mesocarpio del fruto. El perfil de acidos grasos que constituyen los lipidos de las harinas
se muestra en la Figura 1.28. Los acidos grasos mayoritarios para ambos extractos fueron
el palmitico (16:0), oleico (18:1 n-9) y el linoleico (18:2 n-6) y los minoritarios presentes
en mayor proporcion fueron estearico (18:0), araquidico (20:0), a-linolénico (18:3 n-3) y
araquidoénico (20:4 n-6). El extracto de P. nigra presenté mayor cantidad de palmitico,

oleico y araquidonico, mientras que el extracto de P. a/ba expresé6 mayor contenido de

linoleico y a-linolénico.
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Figura 1.28. Composicion porcentual de los diferentes acidos grasos de P. alba'y P. nigra.
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3.8.5 Composicion quimica de las semillas

Muchos de los componentes nutricionalmente importantes de un fruto del tipo
leguminosa se encuentran en la semilla, razén por la cual se decidié analizar la
composicion quimica de semillas de P. alba 'y P. nigra.

Las semillas de Prosopis alba (SPA) como las de Prosopis nigra (SPN) se presentan en
la vaina en una proporcion de 12,2 y 14,6 % respectivamente, valores inferiores a los
documentados para Ceratonia siligua, especie de la que se obtiene la denominada goma
garrofin de forma industrial; esta especie tiene un rendimiento en semilla respecto al total
de la vaina en torno a un 20%, presentando 9 semillas por fruto con un tamafio de
semilla de 1,84 g. A diferencia de C. siligna, P. alba y P. nigra tienen 26 y 18 semillas por
vaina con una masa de semillas de 0,26 y 0,35 g, respectivamente. Otro dato a tener en
consideracion es la relacion testa:endosperma:germen que para el caso de C. siligua es de
1:2:1 aproximadamente y para el caso de SPA y SPN es de 1:1:2, por lo que SPA y SPN
tienen una mayor cantidad de germen (Gharnit y col, 2006). Por la facilidad de
manipulacién, su mayor tamafio y su mayor cantidad de galactomananos la semilla de C.
sciligua es la opcion utilizada por la industria para la obtencién de goma LBG (Locus Bean
Gum). En esta seccion se describen algunas de las caracteristicas quimicas estudiadas para
las SPA y SPN.

La humedad que presentaron las semillas fue de 6,11+0,03% y 8,03£0,01% para
SPN y SPA respectivamente, presentando diferencias significativas entre ellas. Lamarque
y col. (1994) por su parte presentaron valores similares para diferentes especies de Prosopis
spp., entre ellas P. a/ba, con valores entre 7,4 y 8,3%.

Los valores de ceniza fueron de 3,20%0,18% y 2,95£0,07% para SPN y SPA
respectivamente, no presentando diferencias significativas entre ellos; Becker y Grosjean
(1980) encontraron valores similares para Prosopis glandulosa y Prosopis velutina de 3,42 % y
3,83%, respectivamente.

Los valores para los minerales de las semillas de ambas especies se muestran en
Figura 1.29. El mineral mayoritario en la semilla al igual que en los frutos es el potasio,
este mineral es bien conocido que interviene en el transporte de hidratos de carbono
Mengel y Viro (1974), por lo que es abundante en estos frutos con alto contenido de
azucares y fibra. Se puede observar también que gran parte del magnesio es aportado por

las semillas, ya que el contenido en vaina esta en relacién directa con la proporcion de
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semilla presente. Este hecho es esperable ya que este mineral es esencial para la
formacion de clorofila, molécula participante en el proceso de fotosintesis que se origina
en los cotiledones.

Entre los minerales minoritarios de SPA el que se encontré en mayor proporcion
es el hierro seguido por zinc, aunque para al SPN el comportamiento fue opuesto; ambas
semillas contienen menor cantidad de manganeso en comparacién con los otros
minerales. Se pudo observar que tanto para SPA como SPN el zinc se encuentra en
mayor cantidad en las semillas. Por su parte Barminas y col. (1998) en Prosopis africana
(PAf) encontraron valores menores para K 278, Ca 118,73, Fe 5,63 y Zn 3,46 (mg /100 g
semilla b.s.) aunque para Prosopis glandulosa se informaron mayores valores respecto a P.
alba y nigra, de K 700, Ca 280, Mg 370, Fe 9,4, Zn 7,4 y Mn 2,3 (mg /100g semilla b.s), a
excepcion del Zn para SPN y del Fe para SPA que resultaron menores (Becker y
Grosjean, 1980). En cuanto a Prosopis 1elutina se reportaron valores similares de K (680)
y mayores para Ca (260), valores de Mg (180) intermedios entre los observados para SPA
y SPN, y menor cantidad de Zn (4,9) y Fe (4,6). El Mn se encontr6 en mayor proporcion
que para SPA y SPN (Becker y Grosjean, 1980). Desde el punto de vista de los minerales,
la harina de vaina entera de P. a/ba resultaria adecuada por el mayor contenido de Ca, Mg
y Fe de sus semillas.

El endosperma de la semilla, mostrado en la Figura 1.13, es la fraccion
comunmente llamada goma compuesta por un galactomanano. El analisis de la
composicion de estos galactomananos tanto de SPA como SPN se muestran en la Tabla
1.8 El analisis de los resultados indica que ambas gomas de las dos especies estan
constituidas mayoritariamente por manosa y galactosa. Las fracciones poseen ademas
glucosa y arabinosa y pequefias proporciones de ramnosa. Por espectroscopia de masa se
determiné que los pequefos picos presentes en los cormatogramas no correspondian a
monosacaridos neutros, por lo que no fueron identificados. Sin embargo, se observé una
pequefia diferencia en la composicion de los mondémeros de estas gomas que condujo a
una relacion molar Man/Gal de 1,35 pata Prosopis nigra'y 1,56 para Prosopis alba.

Meyer y col. (19806) estudiaron la composiciéon quimica y nutricional de diferentes
fracciones de la vaina de Prosopis velutina. Encontraron, al igual que en nuestro caso para
Prosopis alba, que el mucilago o goma que recubria las semillas estaba compuesto por

manosa y galatosa en una relaciéon Man/Gal de 1,55. Ibafez y Ferrero (2003) encontraron
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Figura 1.29.Composicion mineral de semillas de algarrobo blanco y negro.

pata la goma de Prospis flexunosa una relaciéon Man/Gal de 2,1, un poco mayor a los
obtenidos en este trabajo.

Las gomas de las especies de Prosopis spp., cominmente llamadas gomas mesquite, han
sido estudiadas por su aplicacion como aditivos alimentarios (Bravo y col., 1994, Ibafez y
Ferrero, 2003) en alimentos dietéticos y en alimentos para personas diabéticas. Esta goma
puede utilizarse como sustituto de la goma arabiga, goma guar, goma garrofin (LBG) en
caramelos gomosos (gomitas) o como carriers de microencapsulacion de aceites

esenciales y moléculas bioactivas.

Tabla 1.8. Componentes de la goma de semilla de Prosopis alba (SPA) y P. nigra (SPN).

SPA SPN
Glucosa 6,031£0,59 A 4.07+1,104
Galactosa 38,0711,644 35,60£3,104
Manosa 51,80%£1,934 55,17+2,854
Arabinosa 3,20£1,004 397+1,104
Ramnosa 0,90+0,104 1,130,354

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias
significativas (p<0,05).
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En cuanto a las proteinas, SPN y SPA presentaron valores de 37,70£0,25 y
32,9010,25% (g proteina / 100 g semilla b.s.) respectivamente, presentando diferencias
significativas entre los mismos; en tanto Becker y Grosjean (1980) reportaron valores de
31,19 % para P. glandulosa y 29,44% para P. velutina. Lamarque y col. (1994) documentaron
para Prosopis alba valores de 30,9% y de 31% para Prosopis nigra. Para el germen de P. alba
y P. nigra, GPA y GPN, se obtuvieron valores de 66,69£0,85% y de 64,65%0,12%,
respectivamente, no presentando diferencias significativas entre los mismos. Escobar y
col. (2009) encontraron para Prosopis chilensis valores de 63,6% de proteina en el germen.

No solamente es importante la cantidad, sino también la calidad de la proteina, la
proporcién de los diferentes aminoacidos especialmente los esenciales y su relaciéon con
el requerimiento nutricional en humanos. Cattaneo y col. (2014) encontraron que los
aminoacidos presentes en mayor proporcion en P. alba fueron glutamina, arginina y
asparagina, seguidos de leucina y serina. Felker y Bandurski (1977) encontraron
previamente una composicion de aminoacidos similar a la de Prosopis alba para Prosopis
chilensis y juliflora. Meyer y col. (1986) descubrieron que los aminoacidos limitantes para
Prosopis velutina resultaron ser tirosina y metionina+cisteina. El alto contenido de
glutamina y arginina del germen convierten a esta fracciéon en un ingrediente
potencialmente util para alimentos para deportistas, debido a que contribuye con el
incremento de la masa muscular, sintesis de colageno y produccion de glicégeno. Escobar
y col. (2009) determinaron en harina de germen de Prosopis chilensis un contenido de lisina
disponible de 6,2% en tanto que Felker y Bandurski (1977) encontraron para Prosopis
stephiania un contenido de lisina disponible de 5,61% y Marangoni y Alli (1988)
encontraron para Prosopis juliflora un contenido de 4,94%. Para la complementacion de la
calidad proteica de una dieta, la proteina complementaria debera tener como minimo
5,8% de lisina disponible o 2,5% metionina+cisteina o 1,1% triptéfano disponible (FAO,
2007), por lo que las proteinas de Prosopis spp. pueden complementar la harina de trigo en
productos horneados.

Se ha encontrado documentacién de la proporcion de aminoacidos de algunas
especies de Prosopzs spp., entre ellas P. alba, sin embargo a fin de conocer la calidad
proteica de la materia prima con la que se elaboraron los productos, resulté necesario
determinar el contenido de aminoacidos y el/los aminoicidos limitantes de estas

proteinas.
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La Tabla 1.9 muestra que para ambas especies, los aminoacidos mayoritarios
obtenidos fueron acidos aspartico y glutamico, arginina y leucina. Sin embargo se
observaron algunas diferencias en el contenido de amino acidos de las proteinas de
germen de P. alba y P. nigra. No hubo diferencias significativas en el contenido de
aminoacidos esenciales de ambas especies a excepcion de la cisteina que resultd
significativamente mayor para GPA; de esta forma, el contenido de aminoacidos
azufrados (Cys+Met) resultdé sustancialmente mayor para proteinas de Prosopis alba;
mientras que el contenido de aminoacidos aromaticos (Trp+Phe) resulté similar para
ambas proteinas. Entre los amino acidos no-esenciales, GPA presenté una proporcion
significativamente mayor de Arg y significativamente menor de Pro y Tir en comparacion
con GPN. Nuestros resultados difirieron un poco en cuanto a los porcentajes de algunos
aminoacidos de las proteinas de germen de P. alba, respecto a los informados por
Cattaneo y col. (2014). En nuestro trabajo se obtuvieron mayores contenidos de Arg,
Gly, Ala, Val, Hys, Ile, Leu, Lys y Phe. Las diferencias mas significativas estuvieron en el
contenido de aminoacidos azufrados (Met+Cys) que en nuestro ensayo fue superior (6,01
vs. 2,39). En general, los valores bajos encontrados en bibliogratia para aminoacidos
azufrados se debe que los mismos fueron derivatizados con o-ftalaldehido (OPA) para su
determinacion, que no fue el caso del presente trabajo. A su vez, se obtuvo menor
proporciéon de Pro, Met.

El calculo del puntaje quimico (Chemical Score, CS) de los aminoacidos limitantes
se realiz6 teniendo en cuenta el patron de aminodcidos esenciales de la FAO/WHO
(2008) para personas adultas y nifios. Este parametro se calculé como el cociente entre el
porcentaje del aminoacido de la muestra y el recomendado por la FAO/WHO o
estandar, calculado en base 1 (uno). El menor numero obtenido por debajo del limite 1
corresponde al aminoacido limitante. Para el caso de adultos, tanto para las proteinas de
Prosopis alba como P. nigra el aminoacido limitante resulto ser la metionina con un score <
1. Analizando los aminoacidos limitantes para nifios, no se obtuvo para ninguna de las
dos proteinas un Chemical Score <1, sugiriendo que las proteinas de algarrobo no posee
aminoacidos que limiten la nutricién de esta franja de la poblacién; sin embargo, los
aminoacidos con menor Chemical Score resultaron ser Val para GPA e Ile para GPN. Si
bien Cattaneo y col. (2014) determinaron el porcentaje de aminoacidos de un aislado

proteico de P. alba, con valores muy bajos de Met+Cys, no identificaron el aminoacido
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limitante. Marangoni y Alli (1988) analizaron la composiciéon aminoacidica de las semillas
de Prosopis juliflora, encontrando también alto contenido de 4cidos aspartico y glutamico
también mayores valores de Tyr+Phe, aunque un valor menor de Arg.

Bengoechea y col. (2008), desestimando los bajos valores de aminoacidos
azufrados (Met+Cys) obtenidos, encontraron para proteinas de un aislado proteico de
Ceratonia siligna 1. como aminoacidos limitantes la fenilalanina y la tirosina; mientras que
Dakia y col. (2007) encontraron al triptéfano como aminoacido limitante. Comparando
con otras leguminosas, por ejemplo para soja el aminoacido limitante es valina y
Met+Cys (Seligson y Mackey, 1984), mientras que para lupino, Sujak y col. (2000),
encontraron Met+Cys y triptéfano. De todos modos, hay que tener cuidado a la hora de
evaluar los aminoacidos limitantes, ya que bajos valores de Met+Cys no sugieren que
estos son los limitantes, debido a que pudo haber ocurrido una oxidacién incompleta
luego de la hidrolisis que se traduce en una degradacion parcial de los mismos y por ende
una subestimacion en su cuantificacion.

Del analisis de resultados se puede deducir que las proteinas de Prosopis spp., tanto
P.alba como P.nigra, no fueron deficientes en lisina ni en aminoacidos azufrados, como
ocurre con otras proteinas vegetales, lo que las convierte en un buen complemento
nutricional. Asimismo, el alto contenido de acidos aspartico y glutimico como de arginina
hacen de estas proteinas, y de la harina de algarroba, un ingrediente adecuado para
alimentos para deportistas. Estos aminoacidos cumplen un rol importante en el
incremento de la masa muscular, la sintesis de coldgeno y la producciéon de glicégeno
(Varnier y col., 1995, Flynn y col., 2002).

El andlisis mediante anticuerpos policlonales de las harinas de Prosopis alba
(HA11S) y P. nigra (HN13S), dio como resultado ausencia de prolaminas, segun el
método de Chirdo y col. (1995) (Ver Anexo Capitulo I). Esto significa que la harina de
algarrobo es un ingrediente apto para productos libres de gluten destinados a personas
con enfermedad celiaca. La enfermedad celiaca es un desorden del intestino delgado,
siendo en principio desencadenada en un grupo de individuos por la ingestion de un
grupo de proteinas conocidas como prolaminas, las que se encuentran en trigo, avena,
cebada, centeno y triticale. La cantidad exacta de proteina que causa el dafio depende del
paciente aunque minimas dosis pueden producir una severa respuesta inmune en la

mucosa intestinal. Asimismo, estas harinas no presentaron actividad antitriptica, quiza
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porque las proteinas responsables de la inhibicién de la tripsina, enzima asociada a la

digestibilidad, se han desnaturalizado con el tratamiento térmico durante el secado.

Tabla 1.9. Composicién de aminoacidos (AAC, g aminoacido/100 g proteina) y Chemical Score

(CS, % respecto a FAO) de germen de Prosopis alba (GPA) y Prosopis nigra (GPN).
Aminoacidos GPA GPN FAO/WHO* Chemical Score
Adultos Nifios
Esenciales AAC (g/ 100 g proteina) Adultos | Nifios | Alba Nigra Alba Nigra
Histidina-His 5,099£0,088 A 5,328%0,0664 1,5 1,2 3,40 3,55 4,25 4,44
Treonina-Tre 3,723%0,0724 3,627£0,002 A 2,3 1,8 1,62 1,58 2,07 2,02
Valina-Val 4,50410,432 A 4,851+0,331 A 3,9 2,9 1,15 1,24 1,55 1,67
Isoleucina-Ile 3,556%0,0124 3,557£0,1324 3,0 2,2 1,19 1,19 1,62 1,62
Leucina-Leu 9,73310,1464 | 10,063%£0,0454 5,9 44 1,65 1,71 2,21 2,29
Lisina-Lys 5,952+0,063 A 5,841£0,004 A 4,5 3,5 1,32 1,30 1,70 1,67
Triptofano-Trp 0,949+0,019 4 0,996£0,003 A 0,6 0,48 1,58 1,66 1,98 2,08
Metionina-Met 0,041%£0,0104 0,031£0,003 4 1,6 0,03 0,02
Cisteina-Cys 5,973£0,1104 3,551£0,0858 0,6 9,96 5,92
Tyt + Phe 6,065 6,429 3,8 3,0 1,75 1,69 2,22 2,14
Met + Cys 6,014 3,582 2,2 1,7 2,73 1,63 3,54 2,11
No esenciales AAC (g/100 g proteina)
Aspartico-Asp +
Glutdmico-Glu 24,80210,868 A | 27,3041+0,213 A - - - - - -
Arginina-Arg 22,27410,4924 | 19,094%0,039 B - - - - - -
Glicina-Gly 0,52310,2104 6,739%0,033 4 - - - - - -
Serina-Ser 6,073£0,051 4 6,232%0,070 4 - - - - - -
Alanina-Ala 6,061£0,176 4 6,031£0,019 A - - - - - -
Fenilalanina-Phe | 5,716£0,153 4 5,433%£0,018 4 - - - - - -
Tirosina-Tyr 3,071%£0,008 B 3,266%0,014 4 - - - - - -
Prolina-Pro 0,480£0,043 B 2,803%0,233 A - - - - - -

Letras diferentes en una misma fila de las dos primeras columnas indican diferencias significativas

(p<0,05).

* Estandares FAO/WHO 2008.

La ausencia de factores antinutricionales y de respuesta inmune hace de esta
harina un ingrediente valioso para la elaboracion de diferentes productos horneados.
Es bien conocido que la naturaleza de las proteinas (globulares o fibrilares) como

asi su estructura (secundaria y terciaria) son factores importantes a tener en cuenta
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cuando se analizan las propiedades funcionales de un alimento. El tipo de proteinas
presentes en el GPA y GPN fue estudiado mediante electroforesis en gel
desnaturalizante, que se muestra en la Figura 1.30.

El buffer de pH 8 extrajo mayoritariamente proteinas de 85, 60, 58, 15y 13 kDa, y
en menor proporcion de 32, 23 y 18 kDa. La fuerza iénica del buffer no result6 suficiente
para solubilizar agregados de alta masa molecular. La incorporaciéon de un agente
desnaturalizante como el SDS, que rompe uniones no covalentes principalmente
hidrofébicas, permitié solubilizar gran cantidad de agregados de alta masa molecular (>
100 kDa) y de proteinas de 38 y 18 kDa. La banda de 38 kDa estuvo ausente en ausencia
de SDS, mientras que la de 18 kDa se vio intensificada. Este perfil sugiere que estas
proteinas estaban unidas por uniones hidrofébicas y/o puente hidrégeno entre si y/o a
otras proteinas insolubles. Se observaron algunas diferencias menores entre los perfiles de
ambas muestras, GPN present6 una banda a 95 kDa que estuvo ausente en GPA y con
practicamente ausencia de la banda de 23 kDa.

El agregado de un agente reductor, que disocia uniones disulfuro (S-S) como el
DTT, permiti6 seguramente extraer agregados proteicos que antes eran insolubles como
también la disociacion de los agregados solubles de alta masa molecular (> 140 kDa) que
con SDS solamente no habian entrado al gel. Se obtuvieron para ambas especies bandas
definidas y en muy elevada proporcion de proteinas de 137, 133, 82, 63,38, 18 y 13 kDa.
Nuevamente la banda de 95 kDa, y en este caso en mayor proporcion, se observd en
GPN vy estuvo ausente en GPA, sugiriendo que las proteinas de ambas especies son
diferentes. Se puede observar que en ambas muestras aparecié una banda de 133 kDa y
desapareci6 la banda de 117 kDa. Resulta interesante destacar que se obtuvo para ambas
especies mucha mayor proporcién de la proteina de 38 kDa lo que sugiere que ésta se
encontraba unida por S-S a agregados proteicos de alta masa molecular o unida a la
proteina de 82 kDa formando la proteina de 117-120 kDa. Asimismo, la proteina de 18
kDa presenté la misma intensidad que en ausencia de DTT, lo que indica que estaba
unida a dichos agregados sélo por uniones no-covalentes. La banda de 15 kDa
practicamente desaparecié del perfil con DTT lo que sugiere que esa proteina es un
dimero de dos proteinas unidas por uniones S-S, una de ellas posiblemente de 13 kDa,

como se deduce de la mayor intensidad de esta ultima banda.
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Las proteinas del Prosopis alba resultaron diferentes a las observadas en Ceratonia
siligna, o Glicyne max (soja). Bengoechea y col. (2008) extrajeron agregados solubles de alto
peso molecular y una proteina de 70 kDa, luego le agregaron B-mercaptoetanol, agente
reductor de puentes disulfuro al igual que el DTT, y la banda de 70 kDa desaparecio,
obteniéndose dos monémeros de 24 kDa y 48 kDa. La semilla de soja presenta dos tipos
de globulinas (Puppo y col., 1995) una llamada 7S y la otra 11S. ILa globulina 7S es una
glicoproteina trimérica de 150 kDa compuesta de tres subunidades o”, o y B de 85, 80 y
50 kDa respectivamente; las mismas se encuentran asociadas por uniones hidrofébicas,
mientras que la globulina 11S esta compuesta por dos anillos hexagonales opuestos
conteniendo cada uno tres subunidades asociadas constituidas por pares de 55 kDa que a
su vez estan formados por dos polipéptidos: uno acido de 35 kDa y otro basico de 20
kDa. De la Figura 1.30 se puede observar que las proteinas de GPA ni las de GPN no
presentan las globulinas 118 ni 7S tipicas que se observan en soja. Si bien Ceratonia siligua.,
Glycine max. Y Prosopis spp. pertenecen a la misma familia, presentan grandes diferencias

entre sus composiciones polipeptidicas.
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Figura 1.30. SDS-PAGE de las proteinas extraidas de la fraccion GPN y GPA.

Lamarque y col. (1994) reportaron un 12,7% w/w de lipidos en la semilla de

Prosopis alba, con una composiciéon de 27,6 y 52,5% de 4acidos oleico y linoleico,
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respectivamente. Escobar y col. (2009) observaron un valor un poco menor de lipidos
(10,2%) en semilla de Prosopis chilensis.

LLa Figura 1.31 muestra la comparacion entre acidos grasos presentes en los lipidos
de ambas semillas. Se identificaron 13 acidos grasos para SPA y 14 para SPN. El acido
graso predominante fue el linoleico tanto para SPA como para SPN con valores de 44,6 y
47,7%, respectivamente; seguido por el acido oleico con un 26,5 y un 25,7%, siendo el
acido palmitico el de mayor cantidad entre los acidos grasos saturados con valores de 13,6
y 13,2% para SPA y SPN, respectivamente. Estos valores resultaron similares a los
obtenidos por Lamarque y col. (1994) para las diferentes especies de algarrobo.
Marangoni y Alli (1988) encontraron también una relaciéon similar en la composicién de
Prosopis juliflora, en tanto que Balogun y Fetuga (1985) mostraron que no sélo para las
semillas del genero Prosopis spp., sino que también otras semillas de leguminosas tienen
similar composicién, pudiéndose apreciar que el acido graso mas abundante en las

semillas seria el linoleico.
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Figura 1.31. Acidos grasos presentes en los lipidos de SPA y SPN.
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3.8.5.1 Compuestos fendlicos y actividad antioxidante de las semillas

La Figura 1.32 muestra el contenido de polifenoles de semillas enteras de
algarrobo blanco (SPA) y algarrobo negro (SPN) y de las diferentes partes de las semillas.
El contenido de polifenoles resulté significativamente mayor en semillas de P. nigra,
resultando un valor del doble con respecto al observado para P. a/ba. El mayor nivel de
polifenoles de SPN respecto de SPA también fue observado en las diferentes fracciones.
Para ambas semillas, los polifenoles se encontraron principalmente en el episperma o
testa. Si bien el contenido de polifenoles es bajo en el endosperma, el contenido del EPN
fue 4 veces mayor que el de EPA. El germen de P. alba (GPA) present6 el doble de
polifenoles que el endosperma (EPA).

La actividad antioxidante (Figura 1.33) sigui6 el mismo comportamiento que el
contenido de polifenoles, lo que indica que los polifenoles son los principales
responsables de la actividad antioxidante tanto de las semillas como de sus diferentes

partes.
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Figura 1.32. Contenido de polifenoles de semillas enteras SPA y SPN y de sus diferentes
componentes: P episperma, E endosperma, G germen. PA: Prosopis alba, PN: Prosopis nigra.
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3.8.6 Comparacion de harina de vaina entera y harina de vaina sin semillas

3.8.6.1 Composicién quimica y anilisis de minerales

El objetivo de esta seccion fue estudiar aspectos quimicos y nutricionales de las
diferentes fracciones obtenidas a partir de las vainas del fruto del algarrobo, para lo cual
se utilizé la muestra VA1OF de Prosopis alba. Las harinas obtenidas, de forma ya detallada,
fueron la harina de vaina entera, con semilla (HIOEF) y la harina de vaina sin semilla
(H10SSF) denominada cominmente harina de pulpa. Con este estudio se pretendid

analizar la importancia que puede llegar a tener la semilla dentro del fruto de algarrobo.
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Figura 1.33. Actividad antioxidante de semillas enteras SPA y SPN y de sus diferentes
componentes: P episperma, E endosperma, G germen. PA: Prosopis alba, PN: Prosopis nigra.
Un aspecto importante de las harinas es el color. Las harinas HIOEF y H10SSF
presentaron diferentes propiedades de color. HIOEF presenté L™= 70+0,8; a*= 7+0,2y
b*= 211+0,5 y H10SSF L*=75%+12; a*= 5%0,3 y b*= 20%0,8. Los parametros L* y a*
exhibieron diferencias significativas (p<0,05) entre muestras. HIOEF presenté un color
mas marrén concordando con un valor mayor de a* y con menor luminosidad L*, esto

puede ser atribuido a la presencia de semillas en HIOEF.
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Se llevo a cabo el analisis de composicion de estas dos harinas a fin de establecer
la calidad nutricional de ambas. Los parametros se muestran en la Tabla 1.10. El
contenido de azucares solubles fue mayor en H10SSF como asi también el de todos sus
componentes (sacarosa, fructosa y glucosa), sugiriendo que estos componentes se
encuentran en la parte externa del fruto que rodea a las semillas, es decir, en la pulpa o
que estarfan ausentes en la semilla. Da Silva y col. (2007) informaron para harina de vaina
entera de Prosopis juliflora del noreste de Brasil un valor menor en el contenido de azicares
totales (56,5%). La fibra dietaria total fue significativamente mayor en la harina de vaina
con semilla (H10EF) aunque no se evidenciaron diferencias en el contenido de fibra
dietaria insoluble. Estos resultados sugieren que la semilla contribuye a la fibra dietaria,
especialmente con fibra soluble aportada por los galactomananos del endosperma. Choge
y col. (2007) encontraron para harina de vaina entera de Prosgpis julliflora de Kenia (Africa)
un valor de azutcares totales considerablemente menor (13% b.s.) que el observado para
H10EF (62,7% b.s.), con menor contenido de glucosa (0,8% b.s.) y sacarosa (7,5% b.s.).
Sin embargo, el contenido de fibra dietaria total encontrada por estos autores para esa
especie fue de aproximadamente el doble (48% b.s.). Bravo y col. (1994) informaron para
pulpas de Prosopis pallida y de Ceratonia siligua un contenido de azucares totales de
alrededor de 50%, siendo la sacarosa el constituyente mayoritario (95% del total de
azucares). lLa glucosa, fructosa, galactosa y arabinosa fueron los componentes
minoritarios. En nuestro caso, la sacarosa represent6 el 66 y 62 % de los azicares para
H10EF y H10SSF, respectivamente. El alto contenido de fibra convierte a cualquiera de
estas dos harinas en buenos ingredientes para panificados enriquecidos en fibra.

No se ha encontrado hasta el momento informacién respecto al valor nutricional
de los frutos de las especies de Prosopis spp. evaluado en ensayos con humanos; sin
embargo Ceratonia siligua ha sido mayormente estudiada. Zunft y col. (2003) encontraron
que una pulpa de Ceratonia siligua enriquecida en fibra disminuy6 el colesterol total y el
LDL en pacientes hipercolesterolémicos. Gruendel y col. (2006) demostraron que el
consumo de una bebida con pulpa de algarroba (C. siligua) enriquecida en fibra dietaria
insoluble y polifenoles disminuy6 el nivel de LDL vy triglicéridos, especialmente en
mujeres; estos efectos beneficiosos en el perfil lipidico de sangre humana pueden resultar

efectivos en la prevencion y tratamiento de la hipercolesterolemia.
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Un componente importante desde el punto de vista nutricional es la proteina. El
nivel de nitrégeno total en harina de vaina entera (H10OEF) fue significativamente
superior, en un 48%, al de la harina de pulpa (H10SSF) (Tabla 1.10). Calculando el
contenido de proteina (Ntotal x 6,25) usando el factor 6,25 considerado previamente por
Cattaneo y col. (2014) para estas proteinas, HIOEF presenté mayor cantidad de proteina
que H10SSF, con valores de 7,8510,12 y 5,51£0,06%, respectivamente. Esta diferencia
sugiere que la semilla realiza un aporte importante al valor proteico, como ya fue sefialado
anteriormente. Gonzalez Galan y col. (2008) reportaron valores de proteina entre 8,8 y
11,0% para diferentes especies de Prosopis, correspondiendo el ultimo valor a P. alba.

Sin embargo Zolfaghari y col. (1986) encontraron para el fruto de Prosopis
landulosa un mayor contenido de N-no proteico en vaina y de N-proteico en semilla por
lo que a estas harinas se les determiné N-no proteico. Este parametro resulto ser un 26 y
36% del N-total para harina de vaina y de pulpa, respectivamente (Tabla 1.10), no
observandose diferencias significativas en el contenido de N-no proteico de las harinas,
sugiriendo que la semilla (ausente en H10SSF) no aporta N-no proteico y sélo contribuye
con el N-proteico. Si se obtuvieron diferencias significativas en el N-total, con valores
superiores para la harina con semilla. Calculando el contenido de proteina con el valor de
N-proteico, la harina de vaina entera presenté un contenido apreciablemente mayor al de
la harina de pulpa, sugiriendo un aporte importante de proteinas de la semilla. Las
semillas presentaron un contenido de proteina de 29,3£0,48 % calculado a partir de un
contenido de N-total de 4,68+0,07% (base semilla). Estos resultados coincidieron con los
obtenidos por Zolfaghari y col. (1986). Estos autores encontraron contenidos de N-total
de 1,7% y 0,84% y de N-no proteico de 0,41% y 0,31% para las vainas y pericarpio,
respectivamente. También estudiaron el contenido de N de las semillas y propusieron que
la mayor parte del nitrégeno no proteico de la vaina se encuentra en el pericarpio,
mientras que el N-proteico es aportado por la semilla. El N-no proteico del pericarpio es
principalmente nitrégeno inorganico en forma de NOj y NH4* (Becker y Grosjean,
1980). De estos resultados se deduce la importancia de la evaluaciéon del N-no proteico a
la hora de establecer el contenido real de proteina de una harina proveniente de un fruto
entero.

El analisis mediante anticuerpos policlonales de esta harinas, al igual que para

HA11S y HN13S, dio como resultado ausencia de prolaminas (Chirdo y col., 1995), lo
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que confirma que tanto una harina de vaina entera como una sin semilla puede utilizarse
como ingrediente libre de gluten en alimentos para celiacos. Asimismo, estas harinas no
presentaron actividad antitriptica, quiza porque las proteinas responsables de la inhibicién
de la tripsina, enzima asociada a la digestibilidad, se han desnaturalizado con el
tratamiento térmico durante el secado.

El contenido de cenizas fue similar para ambas harinas, HIOEF y H10SSF, y no se
observaron diferencias significativas. Las cenizas contienen minerales que son esenciales
para la nutricién humana. Los minerales de estas dos muestras se presentan en la Figura

1.34.

Tabla 1.10. Composicion de harinas de vaina entera (H10EF) y vaina sin semilla (H10SSF) de
Prosopis alba.

g/100 g harina (b.s.)* H10EF H10SSF
Humedad 10,710,25 a 7,8310,37 b
Cenizas 3,37310,001 a 3,26310,081 a
Nitrégeno total 1,2610,02 a 0,88+0,10 b
Nitrégeno no-proteico 0,326£0,001 a 0,3161+0,04 a
Proteina (N proteico x 6,25) 5,81 3,53
Lipidos 1,51£0,28 a 1,11£0,07 a
Sacarosa 41,410,632 44140,32 a
Glucosa 9,60£0,13 a 12,510,32 b
Fructosa 11,7£0,11 a 14,1+0,42 a
Azlicares totales™* 62,7 70,7
Fibra dietaria total 25,110,332 22,610,54 b
Fibra dietaria insoluble 20,910,64 a 2211045 a

* Para todos los macrocomponentes excepto humedad que se expresa como base humeda. ** Azucares
totales: glucosa+fructosa+sacarosa. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas

(p < 0.05) entre muestras.

Entre los minerales estudiados, el de mayor proporcién fue el potasio seguido de
calcio y magnesio; ademas H10EF presenté mayor contenido que HI10SSF de estos
minerales. El contenido de calcio, si bien fue menor que el de K, resulté mayor que el de
los cereales (USDA, 2015), como habiamos mencionado previamente. Las semillas
contribuyen considerablemente al contenido de calcio de la vaina y casi todo el magnesio

también lo aportan las semillas, ya que como se mencioné anteriormente, los cotiledones
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lo utilizan para la sintesis de clorofila. El calcio resulta importante para la reduccion de
riesgo de osteoporosis, constituyendo en Argentina un nutriente deficiente con niveles
por debajo de la ingesta diaria recomendada (Duran y col, 2007). Como vya
mencionaramos anteriormente, el nivel de calcio de estas harinas es superior al de otras
leguminosas, convirtiendo a las mismas en ingredientes potenciales para la
suplementacion de la dieta con calcio. Entre los minerales minoritarios, como
observamos previamente, el de mayor proporciéon fue el hierro, no observandose
diferencias significativas entre harina con y sin semilla. Debido a la gran diferencia del
contenido de cinc entre HIOEF y H10SSF, se puede deducir que casi todo el Zn se

encuentra en semilla.
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Figura 1.34. Minerales presentes en las cenizas de HIOEF H10SSF.

3.8.6.2 Polifenoles y actividad antioxidante

Los polifenoles son componentes importantes de los ingredientes alimenticios, ya
que contribuyen a la capacidad antioxidante. El contenido de polifenoles de harina de
vaina entera, pulpa y semilla de Prosopis alba se muestran en la Figura 1.35. No se
observaron diferencias significativas en el contenido de polifenoles de harina con y sin

semilla. Este resultado sugiere que, debido a la baja proporcion de las semillas en la vaina
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(10%), los polifenoles estan presentes principalmente en la parte externa del fruto. De
todos modos, la actividad antioxidante de las semillas (2445umol Trolox/100 g b.s.)
resulté significativa y aproximadamente tres veces superior a la detectada en las harinas
(801 y 984 pumol Trolox/100 g b.s, para H1I0SSF y H10EF, respectivamente), sugiriendo
que en la semilla existen otros componentes responsables de esta actividad. En la Tabla
1.10 se puede observar que el contenido de lipidos de la vaina entera (1.51£0.28 g/100 g
b.s.) fue supetior al de la vaina sin semilla (1.11£0.07 g/100 g b.s.) confirmando la

contribucion de las semillas al nivel de lipidos del fruto.
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Figura 1.35 Polifenoles y actividad antioxidante de harina de vaina entera (H10EF), sin semilla
(H10SSF).

Los resultados obtenidos en esta seccion sugieren que se podria utilizar la semilla
para la obtencién de gomas y proteinas y el subproducto que queda, una harina de vaina
sin semilla, podria igualmente ser utilizado en la elaboracién de productos alimenticios,

sin que se pierdan sustancialmente sus propiedades nutricionales.

3.8.7 Caracteristicas fisicas de las harinas de Prosopis alba y Prosopis nigra
Como la harina que se utilizé en la elaboraciéon de los productos, bocaditos

(Capitulo II) y panificados aptos para celiacos (Capitulo I1I), es la de Prosopis alba HA11S
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y sus caracteristicas quimicas y nutricionales se compararon detalladamente con la harina
de Prosopis nigra HN13S, es que se decidié estudiar para estas dos harinas, algunas
propiedades fisicas relacionadas con la calidad de esta materia prima y que se describen a

continuacion.

3.8.7.1 Color de las harinas

El aspecto de las harinas se muestra en la Figura 1.36. A simple vista no se
evidencia diferencia de color, por lo que es necesario comprobatlo mediante un método
optico. La muestra HA11S presenté valores de L*, a* y b* de 76,82, 3,46 y 22,64
respectivamente, mientras que HN13S presenté valores de 78,29, 2,34 y 20,62, para los
mismos parametros. Los resultados sugieren que la harina HA11S al tener menor L*
(menos luminosidad) y mayor a* (mayor tendencia al rojo) y b* (mayor tendencia al

amarillo) que la HN13S posee un color con tonalidad levemente tendiente al rojizo.

Prosopis nigra Prosopis alba

Figura 1.36. Harinas de algarrobo negro (HN13S-Prosopis nigra) y algarrobo blanco (HA11S-
Prosopis aba).

3.8.7.2 Actividad acuosa (aw) de las hatinas

Los valores de humedad inicial fueron de 0,0669 kg agua/kg materia seca para el
HA11S y 0,01011 kg agua/ kg de materia seca para HN13S. La diferencia de humedad
entre la muestra original y la muestra llevada a una determinada humedad de equilibrio en
funcién de ay se muestra en la Figura 1.37. Las regresiones lineales obtenidas fueron para
HA11S Ah=-0,0309+ (0,08824*ay,) con 12=0,991 y para HN13S Ah =-0,0155+ (0,112*ay,)
con 12=0,995. De la interseccion a diferencia cero de humedad se determiné la actividad
acuosa inicial de la muestra. Los valores de actividad acuosa a 20°C fueron de 0,351 y

0,138 para harina de algarrobo blanco y negro, respectivamente. Estos valores sugieren
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que bajo las condiciones de secado y molienda, la HN13S tendria menor posibilidad de

deterioro durante el almacenamiento debido a su menor ay.
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Figura 1.37. Determinacion de la actividad acuosa de harinas de algarrobo.

3.8.7.3 Determinacion de las isotermas de adsorcion

La actividad acuosa (ay) es una variable importante en la evaluacién de la
estabilidad de los alimentos. Valores menores a 0,7 facilitan, desde el punto de vista de la
estabilidad microbiana, una mayor vida util a temperatura ambiente. Por esta razén un ay
< 0,7 esta generalmente asociada a un contenido “seguro” de humedad. Estos valores
estan bien determinados para cereales, oleaginosas y varios productos alimenticios
(Chirife y Buera, 1994) y son utilizados para establecer el punto final de secado, lo que
determina el tiempo asociado a dicho proceso.

El conocimiento de la relacién del contenido de humedad en base seca-aw a una
determinada temperatura, puede contribuir a identificar el estado en que se encuentra el
agua asociada a las diferentes moléculas en un alimento. El comportamiento frente a la
adsorciéon de agua permite ademas determinar la fuerza impulsora para el secado y
permite deducir la energfa requerida para la operacién Jovanovich y col. (2003), es decir,
para desorber el agua de una muestra.

Se construyeron las isotermas de adsorcion para las dos harinas a 10, 20 y 40°C.

Las harinas de algarrobo llegaron a la humedad de equilibrio a los dos meses para 10°C y
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entre los 25 y 30 dias para 20°C y 40°C. Una vez que las muestras alcanzaron la humedad

de equilibrio a cada ay, se obtuvieron los puntos que relacionan esos dos parametros. La

forma de las isotermas es de tipo exponencial, caracteristicas de los productos con

elevado contenido de azucar, y se las suele identificar como isotermas tipo “J”, o tipo III

en la clasificaciéon de BET.

Estos datos se modelaron con las ecuaciones descritas previamente en la seccion

Materiales y Métodos, y los parametros de ajuste se resumen en la Tabla 1.11.

Tabla 1.11 Parametros para cada modelo a las tres temperaturas estudiadas para HA11S y HN13S.

HAI11S HNI13S

Modelo | Parimetro 10°C 20°C 40°C 10°C 20°C 40°C

Mo 0,071£0,003 | 0,070%0,005 0,101£0,011 0,053£0,001 | 0,006£0,002 | 1,022%0,895

Carr 0,379%0,055 | 0,334%0,065 0,372%0,107 1,253+0,155 | 0,860,161 | 0,020+0,018
R 0,993 0,986 0,074 0,995 0,992 0,997
ECM (%) 1,14 1,19 2,27 0,88 1,0 0,43

An 0,070£0,001 | 0,070£0,002 0,095£0,005 0,057£0,0013 | 0,061£0,002 | 0,137%0,002

Bu 0,736+0,013 | 0,710+0,018 0,697£0,041 0,884£0,017 | 0,848£0,027 | 0,507%0,009
ke 0,997 0,992 0,967 0,095 0,089 0,997
ECM (%) 0,8 0,9 2,54 0,88 1,23 0,38

Al 0,059£0,002 | 0,054%0,002 0,081£0,003 0,054£0,0001 | 0,055£0,001 | 0,078%0,004

R 0,01£0,004 | -0,01£0,004 20,020,007 0,01£0,002 | -2x104£0,003 | -0,02+0,005
R 0,084 0,973 0,967 0,995 0,991 0,952
ECM (%) 1,7 1,6 2,56 0,84 1,0 1,62

Ci 0,020£0,004 | 0,017£0,003 | 533x107 £0,0001 | 0,018%0,003 | 0,011£0,003 | 0,007£0,002

C, 439%0,14 4,54%0,16 15,63+14,48 3,07740,133 | 4,403£0265 | 5,813%0,145

Leiva | C 2,762£0,261 | 2,720%0,300 0,492%0,371 1,042+0,154 | 1,580+0,191 | 1,791+0,183
2 0,993 0,986 0,085 0,994 0,992 0,995
ECM (%) 1,15 1,17 1,72 0,92 1,0 0,51

Las isotermas de adsorcion de agua obtenidas para los puntos experimentales de

HAT11S se adaptaron al modelo de Halsey para 10°C y 20°C, y para el de Leiva a 40°C; en

tanto, para HN13S result6 ser el modelo de Iglesias a 10°C, el modelo de Leiva a 20°C y

el modelo de Halsey a 40°C. Si bien los ajustes de los otros modelos resultaron

satisfactorios, los modelos mencionados anteriormente tuvieron un mejor ajuste al

realizar una comparaciéon con la opcién compare models del programa OriginPro 9% de

Originlab®.
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Los modelos ajustados se muestran en la Figura 1.38, Figura 1.39 y Figura 1.40
para cada una de las temperaturas, se puede observar que para las dos especies estudiadas
hay muy poca dispersion en los datos experimentales y que a 10 y 20°C los datos de
HAT11S se encuentran por debajo de los de HN13S, esto quiere decir que para una misma
actividad acuosa las muestras de HA11S van a retener una menor cantidad de humedad a
la misma temperatura. En el caso de 40°C los valores de HA11S se encuentran por
encima de los de HN13S hasta una actividad acuosa de 0,4 aproximadamente y luego se
ubican por debajo a mayores valores de aw, se considera que este fenémeno sucede
porque a mayores temperaturas los azucares presentes en las muestras se solubilizan y
cambian su capacidad de captar la humedad.

El efecto de la temperatura (Figura 1.41 y Figura 1.42) es “convencional” a bajas
aw, en coincidencia con las isotermas de productos no solubles, es decir, a una dada ay, las
isotermas realizadas a menores temperaturas tienden a retener mas agua; de hecho como
la adsorciéon es un fenémeno exotérmico, esta favorecido a menores temperaturas. No
obstante, a mayores aw, ya hay aztcar solubilizada y esa otra caracteristica es favorecida
por mayores temperaturas. Al haber mas azicar soluble a temperaturas mas altas, se
puede retener mas agua invirtiendo asi el efecto de la temperatura, lo que determina el
cruce de las isotermas (Johnson y Brennan, 2000). Es un fenémeno sutil que en este caso

puede observarse satisfactoriamente por las ecuaciones ajustadas a los datos.
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Figura 1.38. Isotermas de adsorcion a 10°C para HA11S y HN13S
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Figura 1.39. Isotermas de adsorcion a 20°C para HA11S y HN13S.
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Figura 1.40. Isoterma de adsorcién a 40°C para HA11S y HN13S.
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Figura 1.41. Isotermas de adsorcion de harinas de Prosopis alba, HA11S a 10°C, 20°C y 40°C, las
lineas representan los mejores modelos de ajuste en cada caso.
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Figura 1.42 Isotermas de adsorcion de harinas de Prosopis nigra, HN13S a 10°C, 20°C y 40°C, las
lineas representan los mejores modelos de ajuste en cada caso.
A partir de los modelos matematicos ajustados para cada condicién y tomando un
aw de seguridad de 0,7 se calcularon las humedades en el equilibrio para esa actividad
acuosa las mismas se muestran en la Tabla 1.12, de la que se puede apreciar que la

humedad conveniente para almacenar la harina siempre debe ser menor a 0,100 kg H2O/

kg muestra seca para HA11S y 0,130 kg H2O/ kg muestra seca para HN13S.

Tabla 1.12 Humedades de almacenamiento calculadas a partir de los modelos para una a,, de 0,7.

Temperatura | Modelo ajuste Humedad
(kg H2O/ kg muestra seca.)
10°C Halsey 0,108
HA11S 20°C Halsey 0,100
40°C Leiva 0,171
10°C Iglesias 0,131
HN13S 20°C Leiva 0,130
40°C Halsey 0,155
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3.9 Conclusiones parciales

Las harinas de Prosopis alba y P. nigra presentaron ciertas similitudes y diferencias
en composicion. En forma resumida, las de P. a/ba tienen mayor contenido de azucares
solubles y fibra, mientras que las de P. #igra tienen mayor contenido de proteinas, lipidos
y polifenoles y también mayor actividad antioxidante. A pesar de las diferencias en los
componentes de las semillas de ambas especies, es muy poco lo que se veria afectado el
perfil nutricional de un alimento si se usa harina de vaina entera o harina de pulpa sin
semillas; pudiendo de esta forma las semillas ser utilizadas para otros fines, como la
obtenciéon de suplementos dietarios proteicos o goma como fibra soluble destinadas a
aplicaciones como ingredientes alimentarios. La fraccion resultante de la extraccion de la
semilla puede complementar la harina de trigo, o per sé, en alimentos panificados u

horneados dulces.
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Elaboraciow de un bocadito dulce con base en semillas nativas americanay y harina de algorrobo-blanco-

Lo del Gualicho
Crugando-loy arenales me vine hastow aqui.
Env cuanto-el sol amanegca tendré que portir.
Algawrobo-de mi tierra, vainas dovadas.
Ast don Ricowdo Rojas te lo- cantabo.

Amalhaya china ywyow me supo-olvidaw .
Gualicho- me lo-hace falta pa hacerla Uovaor.
Taraweo-.. Law chacarera..
Gualicho me lo; hace falto pa hacerlo Uoraw.

Manana cuando- me vaya por el salitrals
Consuelos tendra que dowrme lav chacarero.
Guitowritow caspi sonko-vimosnos los dos.
Adids mi tierra shalaca, Telares, adids...

Amalhaya china ywyow me supo-olvidaw .
Gualicho- me lo-hace falta pa hacerloa Uovar.

Tavaweo-.. Law chacawera...
Gualicho me lo-hace faltow pa hacerlow Uovaw.

Letravy mulsico: Atoahuadpo Y upangui
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1 Introduccion

Las barras de cereal son productos listos para comer que suman a su buen perfil
nutricional, caracteristicas organolépticas agradables asi como una alta durabilidad en
gondola. Las mismas suelen estar fortificadas con vitaminas, minerales y fibra para lograr
obtener un alimento nutricionalmente balanceado y son populares como colaciones que
pueden transportarse facilmente y pueden ser consumidas entre comidas o como
sustitutos de las mismas. Fueron introducidas a mediados de los 90 como una alternativa
saludable a las golosinas y confituras, al mismo tiempo que los consumidores empezaban
a tomar conciencia de la importancia de tener una dieta saludable (Bower y Whitten,
2000).

Algunas de las causas por las que las barras de cereal ganaron adeptos fueron:

a- La disminucion de la frecuencia del almuerzo en familia.

b- El aumento de la conciencia de la alimentacién saludable.

c- Un aumento en el tiempo ocioso en el hogar lo que lleva a un mayor consumo

de golosinas.

En el nicho del mercado correspondiente a barras de cereal se pueden encontrar
varios segmentos como barras saludables, barras sin conservantes, barras bajas en sodio,
barras sin azucar agregada, barras para deportistas e infinidad de otros rétulos. La franja
etaria de mayor consumo se sitia entre los 15-24 afios de edad y aunque la mayoria de los
consumidores asocian a las barras de cereal con comida saludable, Boustani y Mitchell
(1990) demostraron que la mayoria de los sunacks son igual o menos saludables que
cualquier otra golosina que se encuentre en el mercado, por lo que se debe tener cuidado
a la hora de consumir estos productos informandose acerca de su composicion, aporte
calérico, contenido de sodio, conservantes, entre otros.

Las barras contienen azucar como ingrediente principal, la cual no sélo endulza el
producto sino que cumple la funcién de aglutinante. Habitualmente las barras estan
compuestas por una base de avena triturada, miel, aceite de soja, trigo entero, cebada
triturada, laminas de arroz entero, suero de leche deslactosado a lo que se le pueden
agregar diversas frutas y nueces; como agentes ligantes son utilizados edulcorantes

naturales o materias grasas (Cook y col., 1984).
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En el presente trabajo se plante6 una alternativa a este tipo de producto,
utilizando un formato cilindrico y de pequefio tamafio; como aglutinantes una mezcla de
azucar refinado, miel y harina de algarrobo blanco y como elementos aglutinados
semillas; por lo que se decidié en lugar de utilizar el término barra de cereal, apropiado
para denominar aquellos productos que tienen como constituyente uno o varios tipos de
cereales y forma de barra, utilizar el de “ bocadito”, mas adecuado para describirla.

Se utilizaron semillas de diferentes especies botanicas de origen americano,
ampliamente difundidas y hoy revalorizadas y utilizadas con diversos fines
gastronémicos, como la chia (Salvia hispdnica), la quinua (Chenopodium quinua) y el amaranto
(Amaranthus candatus) (Figura 2.43).

La combinacién de la harina de algarroba con semillas enteras en la formulacion
de bocaditos dulces permitiria la obtencién de un producto de alto valor nutricional, muy
versatil agregando asi valor a este fruto subutilizado y otorgando a los productores una
opcion mas para la elaboracién de un producto de consumo muy masivo. En general son
productos livianos, ocupan poco volumen y resultan estables durante el almacenamiento.
Este producto aportaria fibra dietaria, minerales, vitaminas, acidos grasos -6 y -9,
entre otros componentes.

Las semillas de chia, (Salia Hispanica) provienen de una planta herbacea de la
tamilia de las Lawidceas nativa del centro y sur de Méjico y Guatemala. La semilla de

forma oval de entre 1 y 2 mm, contiene entre un 25 a un 40% de lipidos; de ese

porcentaje el 60% corresponde a acidos grasos ®-3 y ®-6 este ultimo en menor
proporciéon. Estos dos acidos grasos son esenciales para la nutriciéon del cuerpo humano
ya que éste no los puede sintetizar. L.a composicién aproximada de esta semilla es de 15-
25% de proteinas, 26-41% de carbohidratos, 18-30% de fibra, 4-5% de ceniza, ademas de
los lipidos mencionados; aunque también tiene propiedades antioxidantes y vitaminas y
no posee gluten (Mohd Ali y col., 2012).

El Amaranto (Amaranthus candatus) es una planta herbacea perteneciente a la
tamilia de las Amaranticeas cuyo origen son los andes peruanos teniendo un desarrollo
optimo entre los 1400 a los 2400 msnm. Se siembra como cultivo menor en América
Central y América del Sur como también en algunos pafses de Africa y Asia. Es una

planta muy resistente a la sequia de la que se obtienen muy buenos rendimientos en
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semillas. Sus hojas también son comestibles, sus semillas tienen muy variados usos como
harina o como grano inflado con las que se realizan las mas diversas preparaciones. El
grano tiene entre 6-10% de humedad, entre 15-18% de proteina, entre 5,6-8,2 % de
lipidos, entre 3,2-5,8 % de fibra y entre 2,8-3,8 % de ceniza. El 62% del grano esta
compuesto por almidén, encontrandose valores bajos de sacarosa, rafinosa, estaquiosa,
maltosa e inositol. El amaranto posee un valor de lisina disponible del 6,3% (Becker y
col,, 1981).

La quinua (Chenopodinm quinna) también tiene su centro de diversificaciéon en lo
que es la zona de Bolivia y Pert, siendo cultivada actualmente en todos los andes
sudamericanos. Es una planta herbacea perteneciente a la familia de las Chenopodeaceas, su
crecimiento 6ptimo esta dado entre 0 y 4000 msnm, siendo mas comun a los 2500 msnm.
El cultivo de quinua cay6 a principios del siglo XX aunque actualmente esta planta se
encuentra en el foco de atencion ya que representa el redescubrimiento del “grano madre
de los Incas”. El mismo esta compuesto por un 6,8-20% de humedad, un 1,8-9,3% de
lipidos, 7,5-22,1% de proteinas, 2,2-9,8% de cenizas, 1,1-16,3% de fibra y de un 38,7-
71,3% de carbohidratos. La quinua tiene un contenido de lisina disponible del 6,0%.
(Koziol, 1992).

Las tres especies son pseudocereales, se denomina de esta forma a todas las
plantas de hoja ancha no graminea que son utilizadas de igual forma que los cereales ya
que son molidas para la obtencién de harinas. Se defini6 utilizar estas tres semillas ya que
las tres son de origen americano, las mismas se cultivan dentro del territorio argentino en
la region del NOA (Noroeste Argentino). Las tres semillas son utilizadas por los
pobladores para su venta directa a acopiadores y en menor medida para la preparacion y
venta artesanal de productos regionales, por lo que la obtencién de productos novedosos
en base a este tipo de semillas podria llegar a ser de ayuda para pequefios productores de

alimentos para incorporar nuevos productos a los que venden habitualmente.
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Figura 2.43. Productos a base de Chia y Quinua que se venden en Pert.

2 Objetivos

El objetivo central de este capitulo fue evaluar la aplicabilidad de la harina de
algarrobo blanco en la elaboracién de un bocadito dulce.

Como objetivos especificos se fijaron:

e Determinar el tiempo 6ptimo de coccion como asi también el tratamiento
adecuado de las semillas para su correcto uso en la formulacion.

e Determinar los principales parametros de textura del bocadito.

e Realizar un panel sensorial no entrenado para definir la mejor formulacion
entre los consumidores.

e Obtener un producto tecnolégicamente sencillo de realizar cuya transferencia

al pequeio y mediano productor sea facil poner en practica.

3 Materiales y Métodos

3.1 Obtencion del producto inicial

Luego de una prolongada busqueda de diferentes formulaciones de barras de
cereal comerciales se optd por una formulacién base de barras naturales sin aditivos ni
conservantes, cuya composicion se puede ver en la Tabla 2.13. A partir de la misma se
disefi6 preliminarmente una formulacion, en la que la materia grasa de la barra de cereal
se cambi6 totalmente por semillas de chia. I.a granola (copos de avena, nueces y miel) en

conjunto con los copos de arroz se cambiaron por semillas de amaranto y quinua en
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proporciones equivalentes. Los aglutinantes que en el caso de la formulaciéon naturista
eran azucar y miel se conservaron a lo que se les agrego harina de algarrobo (como fuente
de sacarosa y fibra) con el proposito de reducir los azicares aportados por la miel y la

sacarosa agregada. De esta forma se obtuvo una formulacién preliminar que se puede ver

en la Tabla 2.14.

Tabla 2.13. Formulacién naturista utilizada de punto de partida para la formulacién de la tesis.

Formulacion base g / 100 g Formulacion
Azucar (sacarosa) 42,89
Manteca 2,89
Miel 5,572
Arroz en copos 9,749
Granola (copos de avena, nueces y miel) 38,9

Tabla 2.14. Formulacion preliminar utilizada de punto de partida para realizar los bocaditos

dulces.

Formulacién propuesta g / 100 g Formulacién
Azucar (sacarosa) 4,1
Miel 29,1
Harina de Algarroba 15
Semillas de Chia 7,8
Semillas de Amaranto 22
Semillas de Quinua 22

3.2 Obtencion del modelo

Con el fin de estudiar el comportamiento de los aglutinantes se ingresaron los
mismos (miel, sacarosa y harina de algarrobo) en un disefio de mezclas pero con
restricciones; la restricciéon del modelo fue que ninguno de los puntos podia tener un
100% de harina de algarrobo como aglutinante ya que la miel y la sacarosa son necesarias
para la aglutinacién. Utilizando el programa Design expert 7.0, se obtuvo un disefio de
mezclas con restricciones para los aglutinantes que se muestra en la Tabla 2.15. El grafico
correspondiente al disefio se muestra en la Figura 2.44. El contenido de chia, quinua y

amaranto se mantuvo constante para todo el ensayo (51,8 g totales).
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Tabla 2.15. Disefio de mezcla del aglutinante.

Variables Codificadas Variables Decodificadas (g/48,2g)
Formulacién Miel Aztcar Algarroba Miel Azucar Algarroba
A 0,333 0,333 0,333 16,07 16,07 16,07
B 0 0,333 0,666 0 16,08 32,12
C 1 0 0 48,2 0 0
D 0,333 0 0,666 16,08 0 32,12
E 0 1 0 0 48,2 0

Algarrobo

C E

Miel Azucar

Figura 2.44. Disefio de mezclas de aglutinantes.

3.3 Tratamiento de los ingredientes

Los aglutinantes para la elaboracién del bocadito se utilizaron en la formulacion
de la forma en la cual se obtienen: el aztcar y la harina de algarrobo en su forma solida y
la miel en su forma liquida. Para el caso de las semillas, a las mismas se las debi6 tratar
para que junto a los aglutinantes se obtenga un resultado armoénico ya que las semillas
tienen ciertas caracteristicas de dureza y componentes que afectan la calidad nutricional u

organoléptica que impiden su uso de forma directa en cualquier tipo de alimento.
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3.3.1 Tratamiento de la quinua

Las semillas de quinua fueron previamente tratadas ya que las mismas presentan
saponinas que son glicosidos triterpénicos que se encuentran en la cubierta de la semilla
(peticarpio) (Ma y col., 1989), que le confieren sabor amargo y deben ser eliminadas antes
de su consumo. Hay varias formas de eliminarlas; la que se utilizd para este trabajo
consistio en mezclar las semillas con agua en una proporciéon 1:8 y enjuagar las semillas
por agitacion hasta eliminar la espuma. Las saponinas son compuestos espumigenos y
cuando la espuma desaparece se asume que el grano esta limpio (Koziot, 1992).

Una vez eliminadas las saponinas el paso siguiente fue determinar el tiempo de
coccion de la quinua. La coccidn consistié en poner la quinua en un recipiente con una
proporciéon quinua:agua de 1:3, llevar a ebullicién; mantener 3 minutos a ebullicién y
luego retirar del fuego. Se coldé luego la mezcla y se guardd hasta su utilizacion. Este
proceso se repiti6 tres veces para evaluar su reproducibilidad. En la Tabla 2.16 se muestra
la humedad y la actividad acuosa de las semillas de quinua para las tres cocciones. Como
se puede observar, si bien hay diferencia significativa entre las humedades, todas estan en
el rango de entre 64 a 67%; se remarca que con la humedad de la quinua es suficiente
para realizar la formulacion sin necesidad de agregar mas agua.

La formulacion llevo 22 g de quinua seca cada 100 g; como se la debe humedecer
para sacar las saponinas y luego cocinar para lograr un grano blando, lo que se obtiene es
quinua humeda; luego de la coccién se le determiné el contenido de humedad a las
muestras por pesada en estufa infrarroja. Una vez determinada la humedad utilizando la
Ecuacion 2.14, Ecuacion 2.15, Ecuacion 2.16 y Ecuacion 2.17 se calcularon los gramos

de quinua himeda equivalentes a 22 g de quinua seca.

Tabla 2.16. Humedad y actividad acuosa de la quinua antes y después de la coccion.

Humedad ay 25°C
Antes de coccién 13,60 + 0,08 0,686 + 0,008
Coccion 1 64,12 £ 0,56 B 0,993 * 0,002 A
Coccién 2 64,52 £ 2,41 AB 0,992 + 0,003 A
Coccién 3 67,31 £ 0,244 0,992 + 0,003 A
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Pf — Pi
g H,0 = %* 100 Ecuacién 2.14

gms =100—-g H,0

Ecuacion 2.15

g H,0
f= W Ecuacioén 2.16
my * 1+W
me = ( f) Ecuacion 2.17
1+ W,

Pt Peso final de la muestra

P; Peso inicial de la muestra

g HoO Gramos de agua

g ms Gramos de materia seca

mo Masa de quinua seca necesaria para la formulacion

Wo Humedad de la quinua seca expresada en g H2O / g ms

ms Masa final de quinua humeda a agregar a la formulacion

3.3.2 Tratamiento de la chia y el amaranto

La chia y el amaranto se calentaron en porciones sucesivas de 10 g cada una y por
vez, de modo de asegurar un calentamiento homogéneo a cada porcién. La chia se tostd
mediante calentamiento en hornalla a fuego medio durante tres minutos, mientras que el
amaranto se sometié a calentamiento seco para lograr el “popeo”. El “popeo” es un
proceso por el cual los granos que tienen una cascara dura y un relleno amilaceo como el
grano de amaranto, sellan esa humedad dentro del mismo y al calentarse aumenta la
presion desde el centro hasta romper violentamente la cascara. La finalidad de tratar
térmicamente los granos fue la de disminuir su dureza, ya que ambos granos son muy
duros si no se les aplica ningin tratamiento. A los granos también se les determiné la
humedad y la actividad acuosa antes y después del tratamiento térmico, valores que se

muestran en la Tabla 2.17.
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Tabla 2.17. Valotes de humedad y a, para las semillas de chia y amaranto antes y después de sus
procesos térmicos.

Humedad 2y, 25°C
Antes de tostado 9,30+0,07 0,680+0,001
Chia
Después de tostado 1,32%0,02 0,076x0,020
Antes de “popeo” 12,09 £0,13 0,676 = 0,005
Amaranto
Después de “popeo” 2,07 £ 0,27 0,087 £ 0,009

3.3.3 Preparacion de los bocaditos

Los bocaditos se prepararon colocando la quinua himeda en un recipiente de
acero inoxidable, luego se agregd la miel, el azucar y por ultimo la harina de algarrobo,
mezclando los ingredientes con cuchara de madera. Luego se agrego la chia y el amaranto
hasta obtener un producto homogéneo. La mezcla se dejo equilibrar 24 h a 4°C.

Una vez equilibradas las muestras se introdujeron en moldes de cobre circulares
de 27,32 mm de diametro interno y 9,08 mm de altura (Figura 2.45); el llenado al ras
albergd entre 6 y 8 g de mezcla. Las muestras se colocaron en bandejas de chapa

precalentadas en horno y se cocinaron a 160+10°C.

Figura 2.45. Moldes utilizados para la elaboracién de los bocaditos.

3.3.4 Determinacion del tiempo de cocciéon

Para determinar el tiempo de coccién, se puso como objetivo bajar el ay de cada
formulaciéon a menos de 0,7; siendo esta actividad acuosa la que se seleccionéd como
limite de seguridad. Para llevar a cabo el ensayo se prepararon seis bandejas, cada una de
ellas contenfa las 5 formulaciones arrojadas por el disefio de mezcla. L.as 6 bandejas se

ingresaron al horno y se las retiré del mismo a intervalos regulares de 5 minutos cada
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uno, por lo que la primera bandeja cociné las cinco formulaciones cinco minutos, la
segunda 10 minutos y asi sucesivamente hasta los 30 minutos. Este ensayo se realizé por
triplicado, por lo tanto de cada una de las formulaciones se obtuvieron tres muestras en
cada tiempo para determinar color, ay y humedad. Una vez determinados los tiempos de
coccion se hornearon 10 bocaditos mas de cada formulacion a los tiempos determinados
en el ensayo previo, con el fin de medir la textura de los mismos. Para todos los casos, los
bocaditos una vez cocidos se los guardé envueltos en film de nylon durante 24 horas a
temperatura ambiente (20°C) para lograr la estabilizacion de la humedad de la

formulacion. Luego de 24 horas los bocaditos estuvieron aptos para realizar los ensayos.
3.4 Ensayos de calidad del producto

3.41 Humedad

La masa de quinua himeda a utilizar en la formulaciéon se determiné
mediante pesada en una balanza termo-gravimétrica Metler (Metler Toledo, Suiza) a
105°C hasta peso constante.

La humedad del resto de los componentes y de los bocaditos se determiné
también en forma gravimétrica secando el producto en estufa de conveccién forzada San
Jor (San Martin, Buenos Aires) a 105°C hasta peso constante, tomando el peso constante
como la variacién entre pesadas menor al 3% del peso final. El contenido de humedad se

calcul6 de la misma forma que la expresada en el Capitulo 1.

3.4.2 Actividad acuosa (av)

La actividad acuosa (ay) se determiné en un equipo AQUALAB serie 3 que
emplea el método de determinacién de punto de rocio. En este equipo, la muestra es
equilibrada con el aire presente en una camara sellada que contiene la muestra, un espejo,
un sensor optico, un micro-ventilador y un termémetro infrarrojo. El ventilador interno
genera una circulacion de aire que reduce el tiempo de equilibrio entre la muestra y el aire
de la camara. El equilibrio se logra sin pérdida ni ganancia considerable de humedad para
la muestra en virtud de que su masa es mucho mayor que la del aire y sobre todo, que la

del vapor contenido en él. El rango de medicién de ay se encuentra ente 0,03 y 1, con una
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resolucion de £ 0,001. La medicién normalmente se logra en 5 minutos. El equipo exhibe

los datos de actividad acuosa y temperatura de equilibrio en un visor digital.

3.4.3 Color

El color se midi6 de igual forma que en el Capitulo I, determinandose los
parametros L*, a* y b* del espacio de color CIELAB. La variacién de color durante el
horneado se realizé transformando los parametros L*, a* y b* en los parametros C* y h*
que posibilitaron el calculo de la diferencia de color AE20 (CIEDE 2000), establecida
por la comisiéon internacional de iluminacién (CIE, por sus siglas en francés) y
relacionada con la diferencia de color antes y después del horneado. Esta nueva férmula
considera algunos parametros, ademas de los ya mencionados, para mejorar la
diferenciacion en la escala de los azules y de los grises.

Para el calculo del valor AE2o00 se divide en 4 pasos el procesamiento de los datos

(Luo y col., 2001, Sharma y col., 2005) teniendo para el tiempo inicial L*o, a*o, b*o:

Paso 1: medir L*, a*, b*y calcular C*,,

C*ap =Va*?+ b*? Ecuacion 2.18

Paso 2: Calcular 2’, C y i’

L'=L"; b =b* Ecuacién 2.19

 _ C*abO + C*ab . s
Crap = —2 Ecuacion 2.20

*—7
G=05%(1- C7+” Ecuacién 2.21
C*ap + 257
a=0+G)*a* Ecuacion 2.22
’ -1 b,

h' = tan a Ecuacion 2.23

C'=+va?+bp"? Ecuacion 2.24

Paso 3: Calcular AL’, AC’, AHP

AL'=L -L, Ecuacion 2.25
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AC'=C"-C", Ecuacién 2.26
Ah'=h" —h', Ecuacioén 2.27

(AR
AH' = 2% ,/C" = C'y*sin <T> Ecuacién 2.28

Paso 4: Calcular AE2000, donde L', C’, b’ son las medias aritméticas de los pares L,

Cyh.

AE AL\ L (AC g (A 2 R AC! AH' Ecuacién 2,20
= * *
2000 KL % SL KC « SC KH * SH T KC « SC KH « SH cuacion a.

L0015+ (L'~ 50)*

Jzo + (L' - 50)°

L= Ecuacién 2.30

Sc=1+40,045%C Ecuacién 2.31
Sy =1+0,015%C *Tyg Ecuacién 2.32
Doénde:

_ _ _ _ Ecuacion 2.33

Tag = 1= 0,17 * cos(h’ — 30°) + 0,24  cos(2h") + 0,32 x cos(3R’ + 6°) — 0,20 * cos(4h” + 63°)

(R —275°)]

AG =30 *expi— T Ecuacién 2.34
R, = Ecuacion 2.35
Ry = —sin(2 * AB) * R, Ecuacion 2.36

3.4.4 Textura de los bocaditos

La textura es una de las caracteristicas mas importantes que determinan la
preferencia de los consumidores en este tipo de productos; el analisis de TPA es utilizado
como estandar para evaluar las caracteristicas sensoriales de alimentos sélidos, este
ensayo intenta imitar la masticacion y sus parametros derivados (Kim y col., 2009).

La textura de los bocaditos fue evaluada directamente en las muestras tal cual
como se obtuvieron de los moldes, utilizando un texturémetro (TA.XT2i Stable Micro
Systems, UK). Los bocaditos fueron sometidos a dos ciclos de compresion del 40%, las
curvas de fuerza vs. tiempo fueron obtenidas a una velocidad de 0,5 mm/s con una

probeta plana de 75 mm de didmetro (SMSP/75). Se determiné la fuerza, consistencia,
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cohesividad, resiliencia, elasticidad y masticabilidad en 10 replicados de cada muestra. En
la Figura 2.50 se muestra dividido con lineas verticales un analisis del perfil de textura
tipico de un bocadito. Las lineas verticales numeradas con nimeros azules definen las
areas que se tuvieron en cuenta y los tiempos de analisis. La letra I indica la fuerza
maxima para el 40% de compresion e indica la dureza. Las Ecuaciéon 2.37 a Ecuacion

2.42 detallan como se calcul6 cada parametro de textura.

Fuerza (N)
&
|

0 I T i T i T T i |
! 5 10 15 20 |bs 30

Tiempo (s)

Figura 2.46 Perfil de textura tipico de un bocadito, los nimeros indican los intervalos de tiempo
para el calculo de las areas correspondientes.

Dureza = F (N) Ecuacion 2.37
Consistencia = Area 1: 2+ 2:3+4:54+5:6 (Ns) Ecuacion 2.38
Cohesi ,dd_Area4:5+5:6 )
ohesividad = Treal 2+ 2:3 Ecuaciéon 2.39
. Area 2:3
Resiliencia = Treal2 Ecuacion 2.40
Elasticidad = Tiempo 4:5
asticidad = Tiempo 1:2 Ecuacion 2.41
Masticabilidad = Fuerza * Cohesividad * Elasticidad (N) Ecuacién 2.42
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3.5 Analisis sensorial

Se utilizaron dos métodos para medir aceptabilidad sensorial, un ordenamiento
por preferencia que fue utilizado con el objetivo de discriminar una serie de muestras
segun un atributo. El segundo método utilizado fue el de escala hedénica, este método se
utilizé para saber cudl fue el grado de aceptabilidad de los bocaditos para los diferentes

atributos seleccionados (Civille y col., 1999).

3.5.1 Ordenamiento de preferencia

El objetivo de este primer panel fue que los evaluadores ordenen las
formulaciones de izquierda a derecha, desde la que gusta mds a la que gusta menos; para lo
que a cada evaluador se le entregd una bandeja con cinco muestras ordenadas en forma
aleatoria. Cada una de las bandejas contaba con cinco nimeros de tres digitos elegidos al
azar, cada uno de esos numeros correspondia a una muestra, y para cada bandeja el orden
de las muestras cambiaba ya que se realiz6 una aleatorizacion. A cada evaluador
conjuntamente con la bandeja se le entregd una planilla (Ver Anexo Capitulo II). El panel
sensorial se realizé entre las 15 y las 17 horas, horario recomendado ya que se encuentra
lejos de las comidas. Para la prueba se utilizaron 55 panelistas no entrenados. Una vez
obtenidos los resultados se calcularon las sumas de los ordenamientos para cada muestra
y se evalud estadisticamente con la ayuda del test de Friedman. Este test determina si las
sumas de los ordenamientos totales para cada muestra difieren significativamente
(Ecuacion 2.43).

Hay diferencias significativas si el valor de F es mayor a los valores tabulados para
determinados valores de N y k. En el caso de que existan diferencias significativas entre
los valores se realiza un ensayo de multiple comparaciéon con lo que se calculan las

diferencias de todos los pares de muestras utilizando la Ecuacion 2.44.

12

B = Nkk+ D)

(RZ+R5+-+R2)—3N(k+1) Ecuacién 2.43

N ntumero de evaluadores
k nimero de muestras

R1, R2 sumatoria de los ordenamientos de las muestras
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Nk(k +1
|Mu—MU|ZZa/2 % Ecuacién 2.44

M, — M,,| Diferencia de los valores absolutos de los puntajes
Z para una significancia de 0,05 es de 1,96
N numero de evaluadores

k nimero de muestras.

3.5.2 Escala hedénica

El objetivo del segundo panel fue caracterizar las dos muestras de mejor
preferencia seleccionadas de entre las cinco muestras totales, de acuerdo a cinco atributos
y plantear dos hipétesis: 1) la hipotesis nula que plantea que no hay diferencias
significativas entre las muestras y 2) la hipotesis alternativa que postula que entre las
muestras se encuentran diferencias significativas. Para realizar este panel se utilizaron
sesenta panelistas no entrenados y se le presenté a cada uno una planilla (ver Anexo
Capitulo II) con cinco atributos a evaluar que fueron: aceptabilidad general, apariencia,
cohesividad, aroma, dulzor y astringencia.

A cada evaluador se le presentaron dos muestras en una bandeja, codificadas con
numeros de tres cifras al azar, y cada bandeja en orden aleatorio. A cada uno de los
atributos de las planillas con la respuesta de los evaluadores se les asigné un puntaje de 1
al 9, siendo para el 1 7o gusta y para el 9 gusta. Una vez decodificadas las planillas se realiz6
un ANOVA para cada atributo utilizando una significancia de 0,05 y se compararon las

medias con el test de Fisher.

3.6 Analisis cuantitativo

Los ensayos cuantitativos se realizaron sobre bocaditos de la formulacion
seleccionada mediante andlisis sensorial. L.os mismos se secaron en estufa a 105°C hasta
peso constante, luego se molieron en molino de laboratorio (IKA® Heavy-Duty
Analytical Mill, Cole-Parmer, USA). Al polvo obtenido se le determino proteina por el
método de Kjeldahl, lipidos por el método de Soxhlet, cenizas por calcinacion a 550°C y

humedad hasta peso constante a 105°C. Todas las técnicas mencionadas se aplicaron de
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la misma forma que en el Capitulo 1. El contenido de hidratos de carbono se obtuvo por

diferencia.

4 Resultados y Discusion

4.1 Tratamiento de las semillas
Para la preparacion de los bocaditos las semillas sufrieron diferentes tratamientos
térmicos, en la Figura 2.47 a Figura 2.49 se muestra el aspecto antes y después de los

tratamientos térmicos para cada tipo de semilla.

c [wﬁopodz'zmz quinina

Figura 2.47. Quinua antes (izquierda) y después (derecha) de la coccion.

Amaranthus candatus

Figura 2.48 Amaranto antes (izquierda) y después (derecha) del proceso térmico “popeo”.
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Salvia bhisbanica

Figura 2.49. Chia antes (izquierda) y después (derecha) del proceso térmico.

4.2 Tiempo de horneado

En la Figura 2.50 a Figura 2.54 se muestran las graficas de humedad y actividad
acuosa en funcién del tiempo de horneado para cada formulacion. Se puede observar que
las formulaciones A y B tienen un tiempo de coccién de 25 minutos y que las
formulaciones C, D y E tienen un tiempo de coccion de 30 minutos, esto es esperable
dado a que las formulaciones A y B parten de una menor humedad debido a que la
formulacion A tiene menor cantidad de miel y tanto el azticar como el harina de
algarrobo no aportan humedad, mientras que la formulacién B solamente tiene azuicar y
harina de algarrobo. Por otro lado, en las formulaciones D y C (ambas sin azuicar) la miel
aporta humedad y son las formulaciones con mayor humedad de partida. La formulacion
E presento con el tiempo una disminucién de humedad menos pronunciada. En la Tabla
2.18 se muestran los tiempos finales de coccidn para cada punto, su humedad y actividad
acuosa y en la Figura 2.55 se muestran los bocaditos antes y después del horneado. No se
observaron diferencias significativas en los valores de ay de los diferentes bocaditos. Por
otro lado, para aproximadamente la misma ay, la muestra con miel fue la de mayor

humedad, mientras que la muestra con azucar resulté la de menor contenido de agua.
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Figura 2.50. Determinacion del tiempo de coccién para la formulacion A.
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Figura 2.51. Determinacion del tiempo de coccion para la formulacion B.
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Figura 2.52. Determinacion del tiempo de coccion para la formulacion C.
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Figura 2.53. Determinacioén tiempo de cocciéon para la formulacion D.
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Figura 2.54 Determinacion del tiempo de coccién para la formulacion E.

Tabla 2.18. Tiempos de coccion y valores de humedad y a,, para cada formulacion.

Formulaciéon | Tiempo (min) | Humedad Final a,, Final
A 25 17,83£2,50 AB 0,69510,042 A
B 25 17,30£3,86 8 0,710%£0,077 A
C 30 21,73%1,70 4 0,716%0,051 A
D 30 15,75£1,01 B¢ 0,645%0,053 A
E 30 12,70£1,96 ¢ 0,670%£0,037 A

&J’iI[Illl’llHFHIF'IHI[IIHJIIHFHHIIII”HUJHH}H.‘I‘I i

1 2 3 4 S 6

Figura 2.55. Diferentes formulaciones de bocaditos. Parte superior: antes de hornear, parte
inferior: después del horneado.
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4.3 Color de los bocaditos

Una caracteristica importante para los consumidores de barras de cereal es el color
superficial de las mismas, el que indica la magnitud de la energia calérica aplicada durante
el proceso de horneado; una exposicion prolongada a altas temperaturas puede tener una
seria influencia en el color de los productos horneados. La comparacion entre el tiempo
cero de horneado con los puntos posteriores se relaciona con las interacciones entre los
diferentes componentes de la formulacion, las que influyen no solo en las caracteristicas
fisicas sino también en las sensoriales. El AE es una medida de la variaciéon del color
global de la formulaciéon durante el proceso de horneado. En este trabajo se establecié un
AE de 3,7 (Sun-Waterhouse y col.,, 2010) para afirmar que se puede ver diferencia de
color entre el to y el tiempo correspondiente al final del horneado.

La Figura 2.56 muestra los valores de AE de las muestras en funcién del tiempo.
El AE vari6é con el tiempo de horneado, observandose para todas las formulaciones
excepto para la A un AE mayor a 3,7 lo que demostraria que a simple vista se pueden
encontrar diferencias de color entre el tiempo cero y el tiempo final de horneado
dependiendo de la formulacién.

El cambio de color en los bocaditos fue un proceso dindmico en los que ciertas
transiciones de color ocurrieron durante el proceso de horneado, los diferentes AE
sugieren que las diferencias en el color estan determinadas por las diferentes
formulaciones. De hecho, analizando el AE final, para el mismo contenido de miel
(0,33%), el bocadito con algarroba (D) present6 un valor de AE mucho mas alto que el
que contenfa partes iguales de algarroba y azucar (A), sugiriendo que el azucar para la
reaccion de Maillard no esta igualmente disponible, y es dependiente de si esta libre o

interaccionando con otras moléculas como es en el caso de la harina de algarrobo.
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Figura 2.56. Valores de AE para cada formulacion horneadas a diferentes tiempos.

4.4 Determinacion de la textura del bocadito

4.4.1 Textura de los bocaditos horneados

En la Tabla 2.19 se muestran los valores de textura determinados para los
bocaditos después de hornear. Las formulaciones de mayor dureza, consistencia y
masticabilidad resultaron ser las de mayor contenido de harina de algarrobo (B y D),
mientras que la mas blanda fue la que contiene solamente miel (C) la que no presentd
diferencias significativas con la que solo tuvo aztcar como aglutinante (E). Los bocaditos
con mayor nivel de harina de algarrobo presentaron mayor cohesividad, resiliencia y
elasticidad.

Todos los parametros de textura a excepcion de la dureza ajustaron con un nivel
de significancia del 95% (p<0,05) a modelos lineales con 12 mayores a 0,9. En la Tabla
2.20 se pueden ver los parametros de ajuste y los modelos matematicos para cada

parametro.
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La Figura 2.57 muestra la superficie de contorno para la consistencia, en la que se
observa un aumento de dicho parametro a medida que aumenta el contenido de harina de
algarroba (desplazamiento hacia el rojo).

En la Figura 2.58 se muestra la superficie de contorno para la cohesividad, la que
indica que el azicar conjuntamente con la harina de algarrobo (formulacién B) genera un
producto mas cohesivo y aunque si bien no tiene diferencia significativa con la
formulacion D, se puede ver una tendencia hacia una mayor cohesividad para los
bocaditos que se formularon con harina de algarrobo y aztcar. Este comportamiento
podria deberse a que la fibra que aporté la harina de algarrobo, un 7,47% para las
formulaciones B y D, absorberia agua y de esa forma los bocaditos quedarfan con una
estructura mas compacta, mas armados, por lo que se necesita mas fuerza para
desintegrarlos. El caso contrario fueron las formulaciones C y E que presentaron
diferencias significativas siendo la menos cohesiva la formulaciéon C, comportamiento que
podria deberse a que los componentes mayoritarios de la miel, fructosa y glucosa, no
cristalizan; mientras que la sacarosa de la formulaciéon E cristaliza impidiendo la
desintegracion del bocadito.

La Figura 2.59 muestra la resiliencia de los bocaditos, la misma es la capacidad que
tiene el bocadito de volver a su forma original luego de la primera compresion. Se puede
observar que los valores de resiliencia resultaron muy bajos para todos los puntos,
aunque aquellos con una mayor cantidad de harina de algarroba mostraron tener una
mayor resiliencia que el resto.

La Figura 2.60 muestra que tan elasticos son los bocaditos, la elasticidad esta
definida como la altura que recupera el bocadito entre el segundo ciclo de compresion y
el primero; la harina de algarrobo les aporta mayor elasticidad a las formulaciones.

Por ultimo la Figura 2.61 muestra el diagrama de contorno para la masticabilidad.
Este parametro esta directamente ligado a la dureza, a la cohesividad y a la elasticidad,
todos estos parametros aumentan de manera lineal con el agregado de harina de
algarrobo a la formulaciéon por lo que la masticabilidad sigue la misma tendencia,
encontrando un producto que ofrece mayor resistencia a la masticacion cuanto mayor es

la cantidad de harina de algarrobo en la formulacion.
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Estos resultados demuestran que la harina de algarrobo, probablemente por su

composicion rica en fibra y azicares, puede mejorar las propiedades texturales de un

producto tipo “barra de cereal” logrando as{ una mejor calidad organoléptica.

Tabla 2.19. Parametros de textura de los bocaditos.

For Dureza Consistencia Cohesividad Resiliencia Elasticidad | Masticabilidad
A 38,4+5,78 144,74254 ¢ 0,382+0,019 ¢ | 0,190£0,011 8 | 0,531£0,035D 2,7910,49 B
B 70,421,470 | 237449598 0,433£0,0334 | 0,243£0,0164 | 0,63910,0908 7,27+1,894
C 6,6t1,3¢ 27,0+52b 0,334+0,014> | 0,121£0,004D | 0,457+0,039 E 0,27£0,06 ¢
D 67,3554 283,4+23,24 0,419£0,01248 | 0,244%0,008~ | 0,69810,033 6,9010,724
E 122+1,6¢ 473+5,00D 0,385+0,010¢ | 0,144%0,006¢ | 0,439£0,017E 0,68%0,13¢
PC 38,4+6,88 148,7+29,6¢ 0,402+0,0168 | 0,182£0,0058 | 0,5824+0,018 ¢ 2,8110,44 8

For: Formulacion. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p <

Figura 2.57. Superficie de contorno de la Consistencia de los bocaditos.

Miel

0,05).

Algarroba

Consistencia

Azucar

111




Elaboracién de unw bocadito dulce con base en semillas nativay americanay y harina de algarrobo-blanco-

Algarroba

Miel Azucar

Cohesividad

Figura 2.58. Supetficie de contorno de la Cohesividad de los bocaditos.

Algarroba

Miel Azucar
Resiliencia

Figura 2.59. Superficie de contorno de la Resiliencia de los bocaditos.
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Algarroba

Miel Azucar

Elasticidad

Figura 2.60 Superficie de contorno de la Elasticidad de los bocaditos.

Algarroba

Miel Azucar

Masticabilidad

Figura 2.61. Superficie de contorno de la Masticabilidad de los bocaditos.
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Tabla 2.20. Valores de ajuste de los parametros de textura.

Dureza

No presenté ajuste

Consistencia

Modelo de ajuste: Lineal

Consistencia = +33,91 * Miel + 38,33 * Azucar + 371,09 * Algarroba

r2=10,97

p modelo = 0,024

p falta de ajuste = 0,051

Cohesividad

Modelo de ajuste: Lineal

Cohesividad = +0,33 * Miel +0,38 * Aztcar +0,46 * Algarroba

2= 0,96

p modelo = 0,034

p falta de ajuste = 0,90

Resiliencia

Modelo de ajuste: Lineal

Resiliencia = +0,12 * Miel + 0,14 * Aztcar + 0,30 * Algarrobo

20,99

p modelo = 0,0051

p falta de ajuste = 0,4684

Elasticidad

Modelo de ajuste: Lineal

Elasticidad =+0,46 * Miel + 0,43 * Azucar + 0,78 * Algarrobo

2= 0,950

p modelo = 0,0495

p falta de ajuste = 0,508

Masticabilidad

Modelo de ajuste: Lineal

Masticabilidad =-0,25 * Miel + 0,23 * Azucar + 9,91 * Algarrobo

2=10,99

p modelo = 0,0005

p falta de ajuste = 0,0508

4.5 Analisis sensorial

4.5.1 Ordenamiento de preferencia

Como se explicé anteriormente se repartieron las cinco formulaciones y los
panelistas ordenaron las muestras desde la que gust6 mas hasta la que menos gustd. Con
los resultados obtenidos se calcularon las sumas para los ordenamientos y se evaluaron

con el test de Friedman. Las sumatorias de puntajes obtenidos para cada formulacion se
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muestran en la Tabla 2.21. Las formulaciones con mas aceptabilidad tuvieron puntajes
mas bajos y las de menos aceptabilidad los puntajes mas elevados, es decir las muestras

mejormente aceptadas fueron la E en primer lugar y luego la A.

Tabla 2.21. Sumatorias de los puntajes otorgados para cada formulacion, teniendo un puntaje
menor la que mas gusté y un puntaje mayor la que menos gusto.

A B C D E

Puntaje 143 198 159 226 98

Aplicando la férmula de Friedman para un N = 55 y un k = 5 se obtuvo un valor
de F 69,01 que es superior al valor F tabulado que es de 9,49, por la tanto se pudo afirmar
que hay diferencia significativa entre muestras. Como se encontraron diferencias
significativas, se realiz6 un ensayo de multiple comparaciéon con lo que se calcularon las
diferencias de las sumatorias entre los pares de muestras utilizando la Ecuacién 2.44.
Aplicada la ecuacion y para un nivel de significancia de 0,05 la diferencia minima para que
exista diferencias significativas entre muestras es de 32,5, lo que dejo a las muestras en el

orden mostrado en la Tabla 2.22.

Tabla 2.22. Ordenes de las muestras de acuerdo a la aceptabilidad.

Muestra Sumatoria Diferencia Nivel de significancia
E 98 A-E =45 A
A 143 C-A=16
C 159 B-C =39 B
B 198 D-B =28 C
D 226 C

De los resultados de la Tabla 2.22 se deduce que la formulaciéon E que no contiene
harina de algarrobo, difiere significativamente del resto de las formulaciones; en segundo
lugar tenemos la muestra A siendo esta una muestra equilibrada en sus componentes
edulcorantes pero sin diferencias significativas con la muestra C que solo contiene miel,
dejando para el ultimo lugar y sin diferencias significativas entre ellas a las formulaciones
con mayor cantidad de algarrobo. De este primer panel se tomaron las dos mejores
muestras, en este caso la muestra E con sélo aztcar y la muestra A equilibrada, para

realizar un segundo panel sensorial para evaluar las muestras por atributos.
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4.5.2 Panel de aceptabilidad por atributos

Como se describi6 anteriormente el objetivo del segundo panel fue el de
caracterizar las dos muestras de mejor preferencia de acuerdo a cinco atributos. En la
Tabla 2.23 se muestran los valores medios con sus desvios para cada atributo y en la
Figura 2.62 se muestra un grafico de tela arafia con los diferentes atributos. En este
grafico se puede ver que si bien solamente en el parametro “apariencia’” hubo diferencia
significativa a favor de la muestra A (rechazo de la hipdtesis nula), para el resto de los
atributos no se encontraron diferencias significativas. Si bien la muestra E tiene una
tendencia favorable con el resto de atributos, las muestras entre ellas no presentaron
diferencias significativas, por lo tanto se puede apreciar que los bocaditos con azicar no
son estadisticamente superiores a los bocaditos que en su composicion tienen harina de
algarrobo, sugiriendo se puede reemplazar parcialmente el azicar por harina de algarrobo

y los bocaditos seguiran siendo aceptables.

Tabla 2.23. Puntajes de diferentes atributos sensoriales de los bocaditos.

Muestra | Aceptabilidad | Apariencia | Cohesividad | Aroma Dulzor Astringencia
global

A 6,20£1,824 7,00+1,48% | 5,45%2,17A 5,751,947 | 6,07£2,12A4 | 6,18%1,984

E 6,68%1,574 5,75£1,908 | 5,55£1,97» 6,231,534 | 6,70£1,894 | 6,57£1,934

Letras diferentes en la misma columna sugieren diferencias significativas (p < 0,05).

Los valores de aceptabilidad y de atributos organolépticos hallados para el
bocadito a base de harina de algarrobo son similares a los hallados por otros autores para
“snacks” o colaciones de tipo saludable. Estévez y col. (1995) para sus “snacks”
compuestos por avena, germen de trigo, nueces y extrudado de trigo y amaranto utilizo
como aglutinantes, miel, jarabe de azicar negra, jarabe de palma y compuestos grasos
como aceite de girasol, lecitina y glicerol en proporciones variables; encontrando puntajes
en rangos de 5,33-6,50 en apariencia, 4,92-6,30 en aroma, 2,58-3 en astringencia. Estos
rangos fueron similares a los obtenidos en este trabajo a excepcién de la astringencia en
donde nuestro producto mostré mayores valores de este parametro debido quiza a que la
percepcion de los polifenoles presentes en la harina de algarrobo (responsables de la
astringencia) estuvieron enmascarados por la presencia de otros componentes como los

azucares. En tanto que Azlyn y col. (1989) para sus barras de cereal ricas en fibra
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compuestas por fructosa, aceite de maiz, agua, lecitina, leche descremada, sal, goma,
salvado de trigo y salvado de maiz tuvieron para su mejor formulacién 6 puntos en sabor,
0,74 en apariencia y 6,24 en aceptabilidad general; también estos valores resultaron
comparables con los obtenidos en este trabajo. Escobar y col. (2000) en sus barras de
cereal elaboradas con cotiledones de algarrobo también obtuvieron valores similares de
aceptabilidad de entre 6,22-6,65, aunque un poco mas bajos a los presentados en este

trabajo para aroma (5,07-5,0), sabor (5,2-5,3) y dulzor (5,25 y 4,85).

Aceptabilidad
. —s—E
.L'-\.
Astringencia Apariencia
Dulzor \ ,/ // Cohesividad

Aroma

Figura 2.62. Grafico de tela arafia con los puntajes para los diferentes atributos y las dos
formulaciones.

De la Figura 2.63 a la Figura 2.68 se muestran los histogramas de frecuencia de
clecciébn para cada atributo. Azlyn y col. (1989) tomaron como parametro de
aceptabilidad un puntaje mayor o igual que 5. Todos los atributos tuvieron este puntaje
por lo que se puede suponer que los bocaditos fueron aceptables para cada uno de los
atributos, sin embargo los histogramas muestran las frecuencias para la eleccién de cada
atributo, para el caso de Figura 2.63 que muestra la aceptabilidad global, un 11,66% de los
panelistas rechazaron el producto que contiene solamente azicar como edulcorante, en

tanto que un 21,66% rechazaron el producto que tiene algarroba; tendencias similares se
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pueden observar también para el aroma (Figura 2.66) con un 13,33% de los panelistas
que rechazan al producto que tiene aztcar y un 26,66% que rechazan al producto que
tiene harina de algarrobo. Para el dulzor (Figura 2.67) los consumidores rechazaron en un
15% el producto con azicar y en un 25% el producto que contiene harina de algarrobo,
estos porcentajes denotan que si bien los puntajes son parejos para los atributos, un
mayor porcentaje de la gente rechaza la harina de algarrobo. Este hecho puede ser
explicado en base a que la harina es un producto novedoso y el sabor es caracteristico, no
estando los panelistas habituados al mismo. Resultados similares fueron obtenidos por
Hall y col. (2003) que prepararon un szack agregando harina de algarrobo a un producto
llamado Chex® el que se consume en Estados Unidos; este producto se cubrié con una
mezcla de H2O, almidén de maiz y harina de algarrobo, luego realizaron un panel
sensorial de este snack y encontraron una tendencia en la cual el producto presentaba
mayor rechazo por parte de los panelistas. La explicacién dada por el autor fue que al ser
un producto novedoso jamas probado antes por la mayoria de los participantes existe un
cierto riesgo potencial de rechazo por aversiéon al sabor de un producto desconocido
(harina de algarrobo), aunque la mayorfa de los participantes no percibieran el sabor

como algo negativo.

Aceptabilidad General

SN ¢
~

Frecuencia %

Puntajes hedénicos (1-disgusta, 9-gusta)

Figura 2.63. Distribucién de frecuencia del atributo Aceptabilidad General.
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Para parametros como la cohesividad (Figura 2.65) y la astringencia (Figura 2.68)
el rechazo fue de alrededor del 35% para ambas formulaciones en el primer caso y del
17% para ambas formulaciones en el segundo caso, lo que indica para estos parametros
que el rechazo es por un problema de la formulacién y no un problema de la harina o el
azucar que se utilizé como aglutinante. Por ultimo la apariencia de los bocaditos que
tuvieron como aglutinante azucar fue rechazada por el 25% de los panelistas, el caso
contrario ocurrié para la harina de algarrobo ya que el 95% de los panelistas aceptaron la
apariencia de los bocaditos formulados con esta harina, hecho que puede deberse a que

luego del desmoldado los bocaditos conservan mejor su forma cilindrica.
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Figura 2.64. Distribucion de frecuencia del atributo Apariencia.
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Figura 2.65 Distribucion de frecuencia del atributo Cohesividad.
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Figura 2.66 Distribucion de frecuencia del atributo Aroma.
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Figura 2.67 Distribucion de frecuencia del atributo Dulzor.
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Figura 2.68 Distribucion de frecuencia del atributo Astringencia.
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4.6 Composicion
En la Tabla 2.24 se muestran los resultados obtenidos para la composicién de la
formulacion A, que es la que contiene harina de algarrobo entre las 2 formulaciones mas

aceptadas (A y E) en los paneles sensoriales.

Tabla 2.24 Composicion de la formulaciéon A.

Componente Porcentaje
Humedad (%) 17,831+2,49
Proteina (% b.s.) 10,78£0,059
Lipidos (% b.s.) 5,24%0,01
Ceniza (% b.s.) 2,28%0,076
Hidratos de carbono* 63,87
Ay 0,651%0,036

*Los hidratos de carbono se calcularon por diferencia.

Escobar y col. (2000) prepararon barras de cereal con cotiledon de P. chilensis
tostado, y con distintos agregados de nuez y mani, obteniendo menores valores de
humedad en rangos de 7,2 a 11,2 y ay 0,59-0,65. Sun-Waterhouse y col. (2010) por su
parte realizaron barras rellenas para las que utilizaron arroz inflado, jarabe de glucosa,
miel, aceite vegetal avena arrollada, glicerol, suero de leche, maltodextrina y pectina para
la cubierta y para el relleno utilizaron pectina, azucar, acido citrico, jarabe de glucosa,
miel, margarina glicerol y puré de manzana. Estos autores utilizaron gran cantidad de
ingredientes para formular sus barras obteniendo porcentajes de proteinas de entre 1,07-
3,66% inferiores a los obtenidos en nuestro trabajo, una mayor concentraciéon de materia
grasa de entre 8,48 y 9,97% y una menor cantidad de minerales 0,77 a 1,33; presentando
un menor contenido de humedad entre 5,6 y 10,7% y una actividad acuosa de 0,460-
0,483. Estévez y col. (1995) en sus barras de cereal encontraron valores de 1,5 a 2,1% de
ceniza, 29-30% de materia grasa, valor este ultimo que supera 6 veces a la formulacion
obtenida en este trabajo, 10-15% de proteina y 49 a 57% de hidratos de carbono
reportando valores de ay de 0,6 a 0,75 similares a los obtenidos en este trabajo. El
Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI, 2011) publico un ensayo en el cual
consta el analisis cualitativo a 10 marcas comerciales de barras de cereal y 28

presentaciones de estas marcas, dando como resultados entre un 4,4 a 9,4% de proteinas,
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7,7 a 27% de grasas, y entre un 57 a 82% de hidratos de carbono, evidenciando un rango
amplio de cada uno de los componentes segun el tipo de producto. Un resultado para
destacar es que entre todas las barras de fabricaciéon nacional ninguna de ellas superé el
porcentaje de proteinas presentado en nuestro trabajo, ni tampoco tuvieron una menor
cantidad de lipidos. Si tenemos en cuenta la cantidad de fibra de la formulaciéon A en
funcion de la cantidad aportada por la harina de algarrobo, es un 3,74% minimo, sin tener
en cuenta la fibra aportada por las semillas; le siguen los bocaditos B y D con 7,47%
(32,12% harina de algarrobo en la formulacién). Este contenido de fibra resultd
intermedio a los valores obtenidos por (Sun-Waterhouse y col., 2010) (2,5-5,3%) y el
INTI (INTI, 2011) (0,3-7,5%).

4.7 Conclusiones parciales

Los resultados de este capitulo muestran la potencialidad de la harina de algarroba
para la elaboracion de bocaditos dulces saludables con atributos sensoriales
caracteristicos. LLos bocaditos presentaron variacion de color con el tiempo de coccion;
los de mayor aumento fueron las formulaciones con azucar, ya fuera sola en la
formulacién o aportada por la algarroba (D y E), mientras que la formulacién de menor
produccion de color resulté la del punto central (A), con la menor proporcion de azicar y
harina de algarrobo. La dureza, consistencia y masticabilidad resultaron mayores en las
formulaciones con mayor contenido de algarroba (B y D), mientras que los menores
valores se observaron para las muestras sin esta harina (C y E). En el ensayo sensorial de
preferencia, las muestras mas preferidas fueron por igual la que contiene solamente
azucar (E) y la del punto central (A). En el analisis por atributos de estas dos muestras, las
mismas presentaron igual aceptabilidad global, habiéndose elegido la A como la muestra
de mejor apariencia. Se puede concluir que la harina de algarroba resulta adecuada para el
desarrollo de color, pero en niveles superiores al 50% en la mezcla de aglutinantes
endurece los bocaditos y este hecho no baja la aceptabilidad por los consumidores. Sin
embargo, en una proporcion equivalente con miel y azucar, esta formulacion fue elegida
por su mejor apariencia, con igual percepciéon de aroma y dulzor que el bocadito
formulado con aztcar. Cabe destacar que estos bocaditos no llevan sodio agregado, la
formulacion es relativamente sencilla comparada con las de los otros trabajos ya que solo

lleva seis ingredientes que se consiguen en cualquier dietética. El contenido de proteina
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de este bocadito se encuentra por encima del valor documentado para la mayoria de las
barras de cereal, tanto las descriptas por otros autores como las comerciales analizadas en
el informe del INTI. A la inversa sucede para los lipidos; estos bocaditos son los que
menos contenido de lipidos documentan de entre todos los trabajos. En tanto que
sensorialmente para todos sus atributos superan los 5 puntos con un porcentaje de
aceptacion para todos los atributos mayor al 60% y para ciertos parametros casi del 80%
por lo que se puede concluir que se logré obtener un producto de facil elaboracién con
satisfactorias caracteristicas sensoriales y de muy facil transferencia para el elaborador

casero como también para el mediano productor de productos naturales.
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Perfume de cowrnowals

Me voy solo-con mi suerte
la Uevawré enw mis recuerdos
boyjo- un anoso-algarrobo
cortaba el aive unw parunelo,
baildando wna viejow zamba
yo-le enti mis sUenos.

tl sol quemalbo ew lov towrde
siluetos que pawrecion,
fantasmas amowrillentos
Uenos de tierravy de vida,
y yo-rendido- av tus ojosy
sintiendo- que me querias.

Ay, perfume de cowrnawval
you nuncow me he de olvidaw,
swpiel Uevaba el aromav
de flor y tierrav mojaday
belloy recuerdos que siempre
loy guawdo- dentro-del almaov.

Hay tiempos donde haw quedado
donde he perdido mis suenos;
quiéw sabe si el se acuerda

de wv viejo- mes de febrero;
y de aquel baile ew el caumpo-
y de mi amor verdadero-

No-quise decirle nada
Ll amé ewv silencio-esav tawde;
y sobre sus trengas negros
dejé mi coplow sentiday
me ful Uevando- sus ojos

Ay, perfume de carnoaval
yo nuncow me he de olvidawr,
swpiel Uevaba el aromav
de flor y tierra mojaday
belloy recuerdoy que siempre
los guawdo- dentro-del almov.

Letravy muisicov: Peteco- Carabajals
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1 Introduccion

Los productos derivados de los cereales, especialmente los panificados, son
componentes basicos en la dieta de varios paises debido a sus caracteristicas sensoriales y
su calidad nutricional. La manufactura de productos libres de gluten presenta problemas
complejos a la hora de su industrializacién. De hecho gran cantidad de productos libres
de gluten que se ofrecen en el mercado actualmente presentan un desarrollo tecnologico
deficiente, exhibiendo bajo volumen, color insuficiente, desgranamiento de la miga, entre
otras caracteristicas (Matos Segura y Rosell, 2011). Una gran variedad de panificados
libres de gluten han sido disefiados para proveetle a los pacientes celiacos una alternativa.
Gran cantidad de formulaciones de panificados libres de gluten contienen harina de maiz
(Zea mayg) y arroz (Oryza sativa) combinadas con diferentes almidones (Matos Segura y
Rosell, 2011). La harina de arroz es una de las harinas mas convenientes para preparar
productos libres de gluten debido a sus propiedades hipo-alergénicas, la falta de color y
su ausencia de gusto. La baja cantidad de prolaminas en el arroz nos lleva a utilizar
gomas, emulsificantes, enzimas o productos lacteos junto a la harina de arroz para
obtener masas con propiedades viscoelasticas adecuadas (Demirkesen y col., 2010).

Los panificados denominados “muffins” son productos populares, se los consume
a la hora del desayuno o la merienda. Se los venden en las panaderias siendo productos
dulces, altamente caléricos y muy apreciados por los consumidores debido a su buen
gusto y textura suave. La mezcla tradicional para preparar muffins se formula a partir de
harina, huevo, aztcar y agua donde las proteinas, azucares y minerales disueltos en agua
forman una fase continua, los lipidos del huevo se encuentran emulsionados y los
granulos de almidoén y proteinas insolubles estan dispersos. Una vez que el producto es
horneado, el calentamiento produce la gelatinizaciéon de almidén y la desnaturalizacion de
las proteinas y la posterior gelificacién de estos componentes conduciendo a la matriz del
panificado en los que estan insertas las burbujas de aire (fase discontinua).

Los muffins tienen una estructura porosa y un gran volumen lo que les confiere
una textura esponjosa. Para obtener esta estructura final se debe obtener una mezcla
estable con mucha cantidad de burbujas de diéxido de carbono que son retenidas en la
fase continua, dandole volumen al panificado luego del horneado. Los muffins

tradicionalmente estan compuestos por harina de trigo, azucar, aceite vegetal, huevo y
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leche. Por esta razén, las personas que padecen de enfermedad celiaca no pueden
consumir este tipo de producto de pasteleria. Los productos libres de gluten estan en
principio desarrollados para aquellos que padecen la enfermedad celiaca, aunque hoy en
dia por cuestiones de salud y para disminuir el consumo de harina de trigo en la dieta
mucha gente también se esta volcando al consumo de productos libres de gluten (Matos y
col.,, 2014).

La enfermedad celiaca es una de las enfermedades autoinmunes mas comunes, su
presencia ha sido documentada a lo largo del mundo entero (Fasano y Catassi, 2001).
Estudios poblacionales han demostrado que la incidencia de la enfermedad celiaca se da
en el 1% de la poblacién mundial, y la misma se ha identificado en todos los continentes.
La mayorfa de los celiacos se encuentran actualmente no diagnosticados, aunque la tasa
de diagnéstico de la enfermedad va en aumento. Es una enfermedad crénica que se
encuentra sub-diagnosticada, a pesar de que los pacientes presentan sintomatologia
recurrente. Este desfasaje ha sido atribuido mas a una demora de los médicos en llegar al
diagnoéstico que a una demora de los pacientes en buscar ayuda médica (Green y Jabri,
2000).

La enfermedad celiaca se desencadena por la ingestion de proteinas de trigo,
avena, cebada y centeno; estas macromoléculas inducen a una respuesta inflamatoria del
intestino delgado, resultando en la atrofia de las vellosidades intestinales, la hiperplasia de
las criptas de Lieberkin y la infiltracion de los linfocitos T (Green y Jabri, 2006). Eliminar
el gluten y proteinas similares de las dietas lleva a una mejora clinica e histologica del
paciente (Alaedini y Green, 2005). Los individuos con enfermedad celiaca consumen
varios tipos de alimentos sin gluten. Existen alimentos libres de gluten naturales, como
las frutas, vegetales, carnes no procesadas, pescado y aves; y otros alimentos procesados
como pan, pastas, galletas, entre otros, en los que la harina de trigo es reemplazada por
harinas libres de gluten (almidones y harinas de otras fuentes) que son adquiridas en
tiendas especializadas (Lee y col., 2007). Los productos mas dificiles de reemplazar para
los pacientes celiacos son los panificados y la gran cantidad de productos de pastelerfa.
Por lo que en este capitulo se tuvo como objetivo formular un panificado dulce
aprovechando de esta forma la gran cantidad de azucares que posee la harina de
algarrobo blanco, mayor al 50%, junto con las cualidades que tienen la harina de arroz y

la harina de mafz ambas muy empleadas en la obtencién de panificados libres de gluten.
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2  Objetivos

e FElaborar panificados libres de gluten con agregado de harina de algarrobo blanco

obtenida en el laboratorio a partir de la molienda de las vainas de Prosopis alba.

e Determinar las caracteristicas fisicas de los panificados formulados mediante un

disenio de mezcla de harinas: algarrobo, maiz y arroz.

e FEvaluar mediante un panel no entrenado la calidad sensorial de panificados con

diferentes niveles de harina de algarrobo.

3 Materiales y Métodos

3.1 Disefio experimental y obtencion de las formulaciones

La formulacién que se utilizo para la preparacion de los panificados se muestra en
la Tabla 3.25. Todos los ingredientes a excepcion de las harinas se mantuvieron
constantes. Las harinas utilizadas fueron: harina de arroz (Ganofi, Santa Fe, Argentina)
(HA), harina de maiz a granel (HM) y harina de algarrobo blanco. La harina de algarrobo
se obtuvo utilizando el protocolo descripto en el Capitulo I para HEF10 a partir de
vainas de Prosopis alba de la temporada 2011 (HA11S), obteniéndose asi una harina que
pasa a través de un tamiz de 500 um; a la misma se la llamara a partir de ahora HPA.

Las harinas forman parte de un 25% de la formulacién que se muestra en la Tabla
3.25. Se utiliz6 sacarosa (Ledesma, Bs.As.), polvo de hornear (Royal, Bs.As.), sal (Celusal,
Bs.As.), hidroxipropil metil celulosa -HPMC (Dow, USA), estearoil lactilato de sodio-
SSL (Danisco, Sao Paulo, Brasil), levadura en polvo (Levex, Bs.As.), leche descremada
(La Serenisima, Bs.As.), margarina sin colesterol ni grasas trans (Danica dorada, Avex
S.A., Bs.As.).

Las combinaciones de las harinas (harina de maiz-HM, harina de arroz-HA, harina
de algarrobo-HPA) se obtuvieron con el programa DesignExpert 7.0 (StatEase INC). A
través del programa se obtuvo un disefio de mezclas simplex lattice de segundo grado, el
que consto de 10 puntos experimentales y un replicado de punto central, que se describen

en la Seccién de Resultados y Discusion.
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Tabla 3.25 Ingredientes utilizados en la preparacion de los panificados cada 100 g de producto

crudo.
Ingrediente Masa (g)
Harina 25
Azicar 6
Polvo de hornear 0,2
Sal 0,2
HPMC 0,4
SSL 0,2
Levadura 1
Leche 35
Huevos 26
Margarina 6

3.2 Preparacion del panificado

El panificado se preparé pesando la margarina y el azicar en un bol. Luego se

prosigui6 a pesar todos los ingredientes sélidos (hatina/s, polvo de hornear, sal, HPMC y

SSL) y una vez pesados se los paso a través de un tamiz de 1000 um para uniformar el

tamafio de particula. La leche se pesé y luego se le agrego la levadura con el fin de

activarla. Los huevos primero se batieron manualmente en batidora Philips (Philips

Cucina HR 1560) y luego se pesé la cantidad necesaria para cada formulacion. Una vez

que todos los ingredientes estuvieron correctamente pesados y preparados se prosiguié

de la siguiente forma:

1-

2

I

4.

Se batié la margarina con el azucar durante dos minutos a la minima velocidad
(711 rpm) para lograr un efecto denominado cremado.

Se agregd la leche y se batié un minuto a 711 rpm.

Se agregd el huevo batido y se batié un minuto a 711 rpm.

Se agregaron los sélidos tamizados y se batié durante dos minutos mas a maxima

velocidad (858 rpm).

Al finalizar se obtuvo una mezcla de consistencia semi-liquida, incorporandose 35

g de la misma a cada molde de silicona tipo pirotin. Los preparados se llevaron a

fermentar a 30°C durante 40 minutos. Una vez terminada la fermentacidon se colocaron

en horno durante 25 minutos a 180 £ 10°C. Una vez transcurrido ese tiempo, se sacaron
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del horno, se esper6 hasta que se enfriaron y se los almacené durante 24 horas en bolsas

de nylon previo a su utilizacion en los diferentes ensayos.

3.3 Determinacion del tiempo de fermentacion

Para determinar el tiempo 6ptimo de fermentacion se realizé una puesta a punto
de la formulacién de punto central del disefio de mezcla que consistié en dejar fermentar
la formulacién durante diferentes perfodos: 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos, y luego
hornear los batidos fermentados a dichos tiempos durante 25 minutos a 180°C + 10°C.
El tiempo de fermentacion se determiné visualmente en base al mejor resultado

obtenido.
3.4 Evaluacion fisicoquimica de los panificados

3.41 Determinaciéon de volumen, altura y peso
Para determinar volumen de las piezas se utilizé el método de desplazamiento de
semillas, utilizandose una probeta graduada a la cual se le agregaron semillas de nabo

(Brassica napus). Para los calculos se sigui6 la siguiente ecuacion:

Vp =Vpp —Vpv Ecuacién 3.45

Siendo Vp, el volumen del panificado, Vpp el volumen ocupado por las semillas y
el panificado y Vpv el volumen ocupado sélo por las semillas de nabo. Se determiné el
volumen por triplicado a 5 panes de cada una de las formulaciones del disefio.

En cuanto a la altura, se le determiné con calibre a 10 piezas de todas las
formulaciones del disefio, teniendo en cuenta la expresion con dos cifras significativas.

Todas las muestras (10 piezas/muestra) se pesaron en balanza analitica

expresando los resultados con una significancia de cuatro digitos.

3.4.2 Preparacion de las muestras de miga

Los panificados se cortaron transversalmente a media altura, utilizandose la
porcién inferior. Se tomaron muestras de miga de la parte central con un sacabocado de
3,08 cm de diametro y 1,4 cm de altura. Estas muestras se utilizaron para las medidas de

humedad, color y textura.
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3.4.3 Determinacion de la humedad de miga
Las rodajas de migas se llevaron a estufa a 105°C hasta peso constante. Se
determind el peso constante cuando las migas alcanzaron una diferencia de masa entre

pesadas menor al tres por ciento. La determinacion se realizé por triplicado.

3.44 Color
Se midi6 el color de la corteza y de la miga a 10 muestras de cada formulacion, de

acuerdo con lo explicado en el Capitulo L.

3.4.5 Textura de la miga

La textura de la miga se realiz6 de igual forma que para el Capitulo 11, fue evaluada
en muestras cilindricas de miga, utilizando un texturémetro (T'A.XT2i Stable Micro
Systems, UK). Las migas fueron sometidas a dos ciclos de compresion del 40% con una
sonda cilindrica de 7,5 cm de diametro. Las curvas de fuerza fueron obtenidas a una
velocidad de 0,5 mm/s. Se determind la fuerza, resiliencia, adhesividad, consistencia,
cohesividad, elasticidad y masticabilidad utilizando 10 repeticiones de cada muestra. Las
ecuaciones para cada atributo textural ya fueron definidas en el Capitulo II, excepto la
correspondiente a la adhesividad, que se muestra en la Ecuacién 3.46, (Figura 2.46);
parametro que no fue descrito en el Capitulo II por no haberse encontrado la propiedad

de adhesividad en los bocaditos.

Adhesividad = Area 3:4 (N) Ecuacién 3.46

3.4.6 Alveolado de miga

Para determinar los parametros que caracterizan al alveolado de las migas se
utiliz6 el software Image | (V. 1,46r, National Institute of Health, USA). Como paso
previo, se escanearon rodajas del panificado de aproximadamente 5 cm de didmetro. Una
vez que las rodajas fueron escaneadas, se selecciond el area a determinar el alveolado y se
analiz6 con un complemento para Image | que determina alveolado de migas de
panificados libres de gluten. El complemento lo que hizo fue convertir a la imagen a
escala de grises en 8-bits. La segmentacion de la imagen (conversion a imagen binaria) la
realiz6 el programa por seleccién automatica del valor del umbral. Este método de

seleccion del valor umbral representdé mejor los rasgos fundamentales de las imagenes
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que la seleccion de un valor umbral Gnico e igual para todas las imagenes, debido a que
existen pequefias diferencias en los fondos de cada imagen. La imagen binaria tiene sélo
dos niveles de grises: 0 para las areas vacias (negro, alvéolos de aire) y 255 para las
paredes de los alvéolos (blanco, miga de pan). Se asigno la categoria de objeto (celdas de
aire) a aquellas zonas de la imagen que tenfan una intensidad de gris entre O y el valor
umbral que correspondiera a cada imagen. En la Figura 3.69 se muestra como ejemplo, la
imagen escaneada de una rodaja, la seleccion de la parte central de la miga, la
transformacion a escala de grises y por ultimo la imagen binarizada.

Se obtuvieron los siguientes parametros: densidad alveolar (numero de
alveolos/cm?), drea o tamafio promedio de alveolos (mm?), circularidad (medida que va
de 0 a 1 e indica que tan circulares son los alveolos, siendo 1 la mayor circularidad y 0 sin
circularidad), perimetro de los alveolos (mm) y superficie o porcentaje de area cubierto

por alveolos.

Figura 3.69. Secuencia del procesamiento de imagenes del analisis de alveolado de 1a miga.

3.5 Analisis sensorial de los panificados

El objetivo del panel sensorial fue caracterizar las muestras de acuerdo a cinco
atributos y plantear dos hipotesis: la hipétesis nula que plantea que no hay diferencias
significativas entre las muestras y la hipotesis alternativa que postula que entre las
muestras se encuentran diferencias significativas. Para realizar este panel se utilizaron 76
(setenta y seis) panelistas no entrenados. A cada evaluador se le presentaron cuatro
muestras en una bandeja como se muestra en la Figura 3.70, codificadas con numeros de
tres cifras al azar y dispuestas con orden aleatorio en cada bandeja. A cada uno de los
atributos de las planillas con la respuesta de los evaluadores se les asigné un puntaje del 1

al 9 (escala hedodnica), siendo para el 1 la opcion “disgusta” y el 9 para “gusta” para la
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evaluacion de los atributos de aceptabilidad general, color, aroma y sabor. Para el atributo
masticabilidad se utiliz6 la misma escala pero se asigné6 el nimero 1 a “baja”
masticabilidad y el 9 a “alta”, definiendo en la planilla el atributo masticabilidad. Una vez
decodificadas las planillas se realiz6 un ANOVA para cada atributo utilizando una
significancia de 0,05 y comparando las medias con el test Fisher. En el Anexo Capitulo

IIT se adjunta la planilla entregada a cada evaluador.

Aceptabilidad de panificados libres de gluten i

Usted recibird cuatro muastras de panificados libres de gluten con agregado de harina de
algarrobo. Por favor, pruebe | dela entre mu
v marque las casillas de acuerdo a su preferencia.

uuuuuu
uuuuuuu
uuuuuuu

uuuuu

nnnnnnn
uuuuu
aaaaa

uuuuuuu

Figura 3.70. Planilla y bandeja con muestras de los panificados de la evaluacion sensorial.

3.6 Analisis estadistico de los resultados

La diferencia entre las variables se realiz6 mediante la comparaciéon de medias
utilizando el Test de Fisher con un nivel de significancia de 0,05 (p<0,05) a través del
software Origin 9.0 Pro. Las superficies de respuesta y los modelos se obtuvieron con el
software DesignExpert 7.0.0; se tomaron los modelos que presentaron un nivel de ajuste
significativo con un p < 0,05. Se realiz6 el test denominado “Lack of Fit” (falta de ajuste),
mediante el cual se verifica la validez del modelo: se toma como valido cuando tiene un p

> 0,05, ya que si el p fuese menor se cumpliria con la falta de ajuste.
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4 Resultados y discusion

4.1 Preparacion del panificado

En las Figura 3.71 y Figura 3.72 se puede observar a modo de ejemplo el resultado
de una panificacién, en moldes individuales de la muestra de mayor contenido de harina
de algarrobo en mezclas con harinas de maiz y arroz (mezcla 9), antes y después del

horneado.

Figura 3.72. Formulacion luego del horneado.
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4.2 Determinacion del tiempo de fermentacion
La Figura 3.73 y Figura 3.74 muestran que el mejor tiempo de fermentacién fue el
de 40 minutos, ya que utilizando menores tiempos, el levado no resulté 6ptimo y a

mayores tiempos (50 y 60 min) se observé colapso de las estructura de los panificados.

D o« v ® 21 28
MH-3030  MALAYSIA

Figura 3.74. Vista superior de los panificados elaborados con diferentes tiempos de
fermentacion.

4.3 Panificados del disefio experimental

Los datos arrojados por el programa DesignExpert 7.0.0 se muestran en la Tabla
3.206; se informan las diferentes proporciones de cada harina para cada punto del disefio,
como fue explicado anteriormente, manteniendo constante el resto de los ingredientes.
Los diferentes contenidos de las harinas se expresan en forma porcentual dentro de la
formulacion, el contenido total de harina o mezcla de harinas siempre fue del 25% p/p

sumando los otros componentes el 75% restante.

4.4 Aspecto y color de los panificados

ILa Figura 3.75 muestra los panificados de los diferentes puntos del disefio. Se
puede observar que la harina de algarrobo le confiere coloracion marrén, debido quiza a
un mayor desarrollo de reacciones de Maillard durante el horneado. Estas reacciones

estan favorecidas con este procesamiento, requieren alta temperatura y deshidratacion, y
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se producen por la reaccion entre azicares reductores y los aminoacidos de las proteinas.
La harina de algarrobo presenta azucares reductores (glucosa y fructosa) y alto contenido
de sacarosa que podria estar experimentando una hidrdlisis parcial y por ende estar

contribuyendo a la reaccion de pardeamiento.

Tabla 3.26. Disefio de mezcla de harinas utilizadas en la formulacion de los panificados de
acuerdo al planeamiento experimental triangular. Valores codificados: C1 harina de maiz, C2
harina de arroz, C3 harina de algarrobo. Masa: masa de harina (valores decodificados).
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HM HA HPA
Mezcla (0] Masa (g) C2 Masa (g) C3 Masa (g)
1 1 25 0 0 0 0
2 0 0 1 25 0 0
3 0 0 0 0 1 25
4 0,5 12,5 0,5 12,5 0 0
5 0,5 12,5 0 0 0,5 12,5
6 0 0 0,5 12,5 0,5 12,5
7 0,666 16,66 0,166 4,16 0,166 4,16
8 0,166 4,16 0,666 16,66 0,166 4,16
9 0,166 4,16 0,166 4,16 0,666 16,66
10 0,333 8,33 0,333 8,33 0,333 8,33
11 0,333 8,33 0,333 8,33 0,333 8,33

Figura 3.75. Panificados correspondientes a los diferentes puntos del disefio.
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La determinacion experimental del color de la parte externa de los panificados se
muestra en la Tabla 3.27. Los mayores valores de luminosidad (L*) se obtuvieron para las
muestras con harina de maiz y de arroz, solas o en mezcla 1:1 (muestras 1, 2 y 4), y las
muestras conteniendo harina de arroz fueron las mas claras sin presentar diferencias
significativas en este parametro. Resultados similares fueron presentados por Bigne y col.
(2016), quienes reemplazaron en porcentajes de 15, 25 y 35% la harina de trigo del pan
por harina de algarrobo y reportaron una disminucién de los parametros L* y b* ante el
aumento del agregado de harina de algarrobo. En nuestro caso se observa un
comportamiento similar aunque el parametro a* no muestra una tendencia clara.

Por otro lado, la muestra menos luminosa resulté ser la de mayor contenido de
harina de algarrobo (muestra 3). La superficie de contorno generada por el modelo de
respuesta para esta variable se muestra en la Figura 3.76, que muestra la tendencia
descripta anteriormente.

Los mayores valores de b* que denotan una mayor tendencia al color amarillo, se
observaron para las muestras sin HPA (muestras 1, 2 y 4), no presentando diferencias
significativas entre los mismos. La superficie de contorno (Figura 3.77) muestra los
mayores valores de b* para panificados con HM y HA y un aumento de este parametro a
medida que aumenta la HPA. Los valores de a* no pudieron ser ajustados con un modelo

(Tabla 3.27).
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Tabla 3.27. Parametros de color de corteza obtenidos para las diferentes formulaciones.

Muestra L* a* b*
1 59,01 + 3,458 8,39 + 1,694 32,38+ 1,974
2 68,88 + 1,854 234 + 1,445 33,26 £ 0,424
3 42,75 £ 1,75F 7,21 +0,558 10,31 + 1,326
4 67,30 £ 1,804 4,07 £2,26P 33,81 £ 0,564
5 46,83 £ 1,240 6,92 + 0,608¢ | 15,81 £ 0,73E
6 48,34 £ 0,80 7,22+ 0,538 15,51 £ 0,70 E
7 5442 +1,79¢ 594 £1,61¢ 22,84 + 1,058
8 53,26 + 1,66 ¢ 7,19+ 1,018 19,41 £ 5,96 ¢
9 4475 + 1,54E 7,20 £ 0,568 1254 + 1,20°F
10 48,39 £ 1,77b 6,77 £ 1,09 8¢ | 17,66 £ 0,68 €D
11 48,02 £ 1,290 6,92 £0918¢ | 1725+ 0,90bE

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (p<0,05)

Algarrobo
1

Maiz

L* corteza

Figura 3.76. Superficie de contorno de luminosidad-L* de la corteza. Rojo: mayor L*, Azul:
menor L*,
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Algarrobo
1

b* corteza

Figura 3.77. Superficie de contorno de la coordenada azul-amarillo-b* de la corteza.

El tipo de modelo y la ecuacién de L* y b* se muestran en la Tabla 3.28. Se puede

observar el buen ajuste (r> > 0,9) que presentaron ambos parametros.

Tabla 3.28. Ecuaciones obtenidas de los modelos aplicados a las variables de color de corteza del
panificado.

Modelo de ajuste: Cuadratico

L* corteza = 59.64 *Maiz+ 68.16 * Arroz + 43.94 * Algarrobo+0.54842* Maiz * Arroz-

25.19* Maiz *Algarrobo-41.61085* Arroz * Algarrobo
L*

2 =093

p modelo = 0,0048

P falta de ajuste = 0,0582

a* No present6 ajuste

Modelo de ajuste: Cuadratico

b* corteza = 32.52 * Maiz+32.41* Arroz+11.31 * Algarrobo-5.94 * Maiz * Arroz-28.35 *

Maiz *Algarrobo-33.30% Arroz *Algarrobo
b*

r2= 0,94

p modelo = 0,0032

p falta de ajuste = 0,0717
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4.5 Propiedades fisicoquimicas de los panificados

En la Tabla 3.29 se muestran los valores medios de volumen especifico, altura, y
humedad. El volumen present6 diferencias significativas entre muestras; los panificados
del punto central, con cantidades equivalentes de las tres harinas, presentaron el mayor
volumen, seguido de los que contenfan gran cantidad de algarrobo (muestras 3 y 9). El
panificado de maiz fue el de menor volumen. La altura presenté diferencias significativas
entre muestras, el modelo se presenta en la Figura 3.78. Se puede apreciar en el mismo
que los puntos que presentaron menores valores son los de maiz y algarrobo; la mejor
estructura, o sea, el panificado de mayor altura, la presentaron las muestras con mayor
cantidad de arroz. En la Tabla 3.30 se muestran los valores de ajuste de los parametros.
Los valores de humedad en un producto panificado, dependen en gran medida del
tiempo de horneado que en este caso fue el mismo para todas las formulaciones. Si bien,
las muestras presentaron diferencias significativas en los valores de humedad, éstos

rondaron los 49 g H>O/100 g muestra.

Tabla 3.29. Propiedades fisicas de los panificados.

Volumen Humedad
Altura
Muestra especifico (cm? / (g H20 /100 g)
(cm)
g

1 2,05£0,026 2,51 £0,0876 48,48+0,33¢
2 2,15+0,02 bE 2,83 10,154 49,3610,5348
3 2,30+0,03¢ 2,45+ 0,126 48,5110,108¢
4 2,1240,02F 2,78 £ 0,19 A8 49,0010,214BC

5 2,15+0,01E 2,78 £ 0,068 48,3810,42¢

6 2,13£0,02 EF 2,77 £ 0,07 A8 49,49£0,46A

7 2,14+0,02E 2,66 £ 0,08 CDE 48,2810,40¢

8 2,16£0,02 bE 2,71 £ 0,04 BCD 49,5510,78A

9 2,170,020 2,72+ 0,128¢ 49,4910,80A
10 2,37+0,028 2,58 £ 0,09 EF 48,851+0,614BC
11 2,5240,024 2,62 + 0,07 bE 49,2310,4548

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas

(P<0,05)
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Algarrobo

1 0,5 1
Maiz Arroz

Altura

Figura 3.78. Supetficie de contorno de la altura de los panificados.

Tabla 3.30. Ecuacion obtenida del modelo aplicado a la variable altura del panificado.

Modelo de ajuste: Cubico especial

Altura = 2.50* Mafz+2.81 * Arroz+2.47 * Algarrobo+0.41 * Mafz * Arroz+1.25 * Maiz *
Algarrobo+0.53 * Arroz * Algarrobo-5.94 * Maiz * Arroz * Algarrobo

2 = 0,02

p modelo = 0,033

p falta de ajuste = 0,35

4.6 Caracteristicas de la miga

ILa miga presento diferencias de color con respecto a la corteza y los resultados se
muestran en la Tabla 3.31. Los valores de L* y b* fueron mayores que los
correspondientes a los de corteza, indicando que la miga presenta menor coloracion;
valores similares fueron reportados por Bigne y col. (2016) quienes obtuvieron valores de
L* y b* para la miga menores que para la corteza. Los valores de a* fueron negativos para

las muestras sin HPA y el mayor valor lo presenté la muestra con sélo HPA. Sélo se
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ajustaron a un modelo los parametros L* y b*; las caracteristicas del modelo se muestran
en la Tabla 3.32 y las superficies de contorno en la Figura 3.79 y Figura 3.80. Al igual que
para corteza, para la miga los panificados con mayor cantidad de HPA presentaron

menor L* y mayor b*.

Tabla 3.31. Parametros de color de la miga obtenidos para las diferentes formulaciones.

Muestra L* a¥ b*
1 70,214+1,14¢ -1,80£0,12H | 29,52+0,49 4
2 77,3510,894 -4,52+0,11J | 23,90+0,49¢
3 52,810,436 5,670,174 | 14,45+0,261
4 73,521,508 -3,10£0,111 | 26,550,508
5 55,3811,20F 3,370,100 | 15,82+0,206
6 56,6310,91 £ 4,0810,13¢ | 14,84£0,26H!
7 62,2612,68D 0,870,146 | 18,31+0,44D
8 62,791£1,29D 1,00+0,14F | 16,30£+0,27 ¥
9 54,2710,55F 44610,16® | 15,150,711
10 58,47+0,98 £ 2,600,175 | 16,82£0,45E
11 57,40+1,30F 2,61£0,24% | 16,42£0,56F

Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias significativas (p<0,05).

Algarrobo
1

Maiz
L* miga

Figura 3.79. Superficie de contorno de la luminosidad-L* de 1la miga.
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Algarrobo
1

Arroz
b* miga

Figura 3.80. Supetficie de contorno de la coordenada azul-amarillo-b* de la miga.

Tabla 3.32. Ecuacion obtenida del modelo aplicado a los parametros de color (L*, b*) de la

miga.

I*

Modelo de ajuste: Cuadratico

L* miga = 70,21* Maiz +76,74 * Arroz +53,75 * Algarrobo-8,23 * Maiz * Arroz-28,61 *
Maiz * Algarrobo — 39,13 * Arroz * Algarrobo
2 =0,96

p modelo = 0,0009

p falta de ajuste = 0,24

No presentd ajuste

b*

Modelo de ajuste: Cuadratico

b* miga = 28,92 * Maiz+23,35 * Arroz+15,42 * Algarrobo-7,03 * Maiz * Arroz-28,02768 *
Maiz * Algarrobo-20,57 * Arroz * Algarrobo

2= 0,90

p modelo = 0,0150

p falta de ajuste = 0,082
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4.7 Alveolado de la miga

Los diferentes parametros de alveolado de la miga se muestran en la Tabla 3.33.
La mayor area total ocupada por alvéolos fue para las migas de formulaciones con HPA
(muestras 3, 5, 6 y 9), como también se puede inferir de la superficie de contorno (Figura
3.81). Los alvéolos de los panificados con alto contenido de HPA (muestras 3, 9, 5 y 0)
presentaron una mayor superficie individual (1,94-2,54 mm?) comparados con las
muestras que contienen solo HA o HM o mezcla de ambas (1,16-1,75 mm?). Dichos
alvéolos presentaron forma mas irregular, como lo demuestran los valores de circularidad
mas alejados de la unidad y los mayores valores de perimetro. Este comportamiento
puede deducirse tanto de los valores medios de los parametros (Tabla 3.33) como de las
superficies de contorno (Figura 3.82, Figura 3.83 y Figura 3.84). Estas mismas muestras
ricas en algarrobo, a su vez presentaron densidades alveolares (nimero de alveolos/cm?)
significativamente mayores a las observadas para el resto de las muestras, siendo la
muestra con solo HPA la de mayor densidad alveolar, mientras que la 9 no presentd
diferencias significativas con la 5, sugiriendo que HM contribuye mas que HA a la mayor
densidad de alvéolos, ya que el panificado 6 que contiene HPA+HA presentd una
densidad de alveolos significativamente menor que la del panificado 5 (HPA+HM). La
superficie de contorno de la densidad alveolar (Figura 3.85) muestra que ésta es mayor
cuanto mayor es el nivel de HPA, pero que también la formulacién resiste la
incorporacién de una cierta proporcion de HM sin alterarse estos valores. Las ecuaciones
de los ajustes se muestran en la Tabla 3.34. En el trabajo realizado por Bigne y col. (2016)
obtuvieron una densidad alveolar para panes de harina de trigo con el 15% de sustitucién
con algarrobo (aproximadamente equivalente a la formulaciéon 9 del presente trabajo en
cuanto a nivel de algarrobo) de 18 alveolos / cm?2, mientras que para panes con 25%
(equivalentes en nivel de algarrobo a la formulacién 3) obtuvieron 22 alveolos / cm?, si
bien la cantidad de alveolos obtenidos por ellos es mayor, el resultado es similar en
cuanto que a mayor cantidad de harina de algarrobo hace que se produzca una mayor
cantidad de alveolos. Esta misma tendencia en matrices tan diferentes (una con gluten y
la del presente trabajo sin gluten) puede estar relacionada con el efecto de la harina de
algarrobo sobre el proceso de fermentacién. La harina de algarrobo tiene un alto
porcentaje de sacarosa (mayor al 50%) lo que posiblemente influya en la fermentacién

elevando la tasa de reproduccion de las levaduras. Los autores mencionados encontraron
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también una superficie alveolar individual menor cuanto mayor es la cantidad de harina
de algarrobo agregada. En nuestro caso, las mezclas de algarrobo con harina de maiz o
arroz en un nivel del 50% presentaron los mayores tamafios alveolares individuales.
Estos resultados indicarfan entonces que la harina de algarrobo favorece la produccion de
alveolos, pero éstos, al generarse en el seno de una matriz probablemente mas rigida por
los componentes aportados por la algarroba (particularmente la fibra) se dilatarfan con
dificultad lo que explica su mayor perimetro y menor circularidad. Este mas deficiente
desarrollo alveolar explicarfa la menor altura obtenida en el caso de los muffins
preparados solamente a base de harina de algarrobo. Cuando se combina la algarroba con
otras harinas que si contienen almidén, particularmente harina de maiz (que actuarfan
como agentes estructurantes al gelatinizar durante el horneado y luego gelificar
consolidando la miga), la morfologia alveolar (superficie alveolar, circularidad, perimetro)
mejora y esto podtia estar vinculado con una mejor calidad de miga y la mayor altura de

los panificados.

Tabla 3.33. Parametros de alveolado de miga.

e Area Superficie Perimetro Circularidad Densidad
(%) (mm?2) (mm) (alveolos/cm?)

1 9,191,221 F 1,64%0,29 £ 4,7110,40¢D 0,766x0,023 A | 5,67%£0,74P
2 11,413,115 | 1,160,086 4,4210,09 P 0,669£0,019F | 9,80%2,47 BC
3 22,3211,344 | 1,94£0,29¢ 7,030,764 0,568%£0,0216 | 11,711,354
4 8,49£1,03F 1,75£0,30 PE 4,8510,37 ¢ 0,747£0,0258 | 4,89+0,41D
5 2347£1,584 | 2,2740,268 6,58%0,54 4 0,653%£0,019 ¢ 10,40£0,86 8
6 23,02£1,254 | 2,54£0,234A 6,8910,424 0,632%0,019F 9,11%0,61¢
7 15,11£1,09¢ 1,82£0,16 PE 5,17%0,23 BC 0,736x0,014 B¢ | 8,30%+0,36 ¢
8 12,95+0,92PE | 1,52+0,13 EF 4,8310,25¢P 0,721£0,022¢ 8,55%0,70 ¢
9 22,611,944 | 2,07£0,23 BC 6,640,514 0,617£0,017F 10,94£0,69 AB
10 13,50+2,14P | 1,41+0,24F 4,6910,43 €D 0,708%£0,016¢ | 9,64%0,92 8¢
11 16,93£2,548 | 1,90£0,41 €P 5,55%0,56 8 0,689%£0,013P | 9,08%+1,15¢

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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Algarrobo
1

Maiz Arroz

Area (%)

Figura 3.81. Superficie de contorno del porcentaje de area ocupada por alvéolos en la miga.

Algarrobo
1

1 0,5 1
Maiz Arroz

Superficie alveolar

Figura 3.82. Superficie de contorno para la superficie alveolar individual.
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Algarrobo
1

1 0,5 1
Maiz Arroz

Perimetro

Figura 3.83. Superficie de contorno para el perimetro del alvéolo

Algarrobo
1

1 0,5 1
Maiz Arroz

Circularidad

Figura 3.84. Superficie de contorno para la circularidad del alvéolo.
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Algarrobo

Densidad alveolar

Figura 3.85. Superficie de contorno para la densidad alveolar de la miga.

4.8 Perfil de Textura

Los parametros del perfil de textura se muestran en la Tabla 3.35. La miga mas
dura y de mayor consistencia fue la del panificado con HM, mientras que la de HPA
resulté ser la mas blanda. Este comportamiento también se puede observar en las
superficies de contorno (Figura 3.86 Figura 3.87). En panes con gluten se obtuvieron
resultados opuestos segun Bigne y col. (2016) quienes informan que al aumentar el
contenido de harina de algarrobo se aument6 la dureza para todos los porcentajes de
sustitucion.

La resiliencia es la capacidad que tiene la miga de recuperarse luego de la primera
compresion. Se puede observar que esta capacidad la tienen las muestras con HM pero
especialmente las elaboradas con HA. La muestra con HPA (muestra 3) presentd la
menor resiliencia, indicando que la miga no se recupera luego de la compresion.
Asimismo, cabe sefialar que la muestra con cantidades iguales de HPA y HM (muestra 5)

no difiri6 significativamente de la muestra 1, sugiriendo una predominancia del efecto de
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la harina de maiz frente a la de algarroba; comportamiento que se observa claramente en

la superficie de contorno (Figura 3.88) (zona verde). La harina de algarrobo le confiere

una textura blanda de baja resiliencia.

Tabla 3.34. Ecuaciones obtenidas del modelo aplicado a los pardmetros de alveolado de la miga.

Modelo de ajuste: Cibico especial

Area (%) = 9,68* Maiz +11,15 * Arroz+22,33 * Algarrobo-6,75 * Maiz * Arroz+31,88 *
Maiz * Algarrobo+24,17 * Arroz * Algarrobo-115,13 * Maiz * Arroz * Algarrobo

Area
2 = 0,96
p modelo = 0,005
p falta de ajuste = 0,862
Modelo de ajuste: Cubico especial
Superficie = 1,67 * Maiz + 1,12 * Arroz + 1,93 * Algarrobo + 1,39 * Maiz * Arroz +1,98 *
Maiz * Algarrobo +3,88 * Arroz * Algarrobo - 19,98 * Maiz * Arroz * Algarrobo
Superficie
2= 0,90
p modelo = 0,0449
P falta de ajuste = 0,972
Modelo de ajuste: Cibico especial
Perimetro = 4,74 * Maiz + 4,35 * Arroz + 7,07 * Algarrobo + 1,311 * Maiz * Arroz +2,98
* Maiz * Algarrobo + 4,60 * Arroz * Algarrobo — 32,78 * Maiz * Arroz * Algarrobo
Perimetro
2 =0,95
p modelo = 0,01
p falta de ajuste = 0,97
Modelo de ajuste: Lineal
Circularidad =+0,77 * Maiz + 0,70 * Arroz + 0,56 * Algarrobo
Circularidad 2 =091
p modelo < 0,0001
p falta de ajuste = 0,459
Modelo de ajuste: Cibico especial
Densidad = 5,84 * Maiz +9,78 * Arroz +11,66 * Algarrobo -11,08 * Maiz * Arroz +7,13 *
Densidad Maiz * Algarrobo -6,67 * Arroz * Algarrobo + 43,78 * Maiz * Arroz * Algarrobo
alveolar 2 =098

p modelo = 0,0016

p falta de ajuste = 0,571
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La elasticidad, en este caso definida como la altura que recupera la miga durante el
tiempo transcurrido entre el segundo ciclo y el primer ciclo y es el cociente entre las
distancias desde el inicio del pico hasta el punto maximo, da idea de en qué proporcion se
recupera la miga luego de dos ciclos de compresion. En general, la elasticidad siguié un
comportamiento similar al de la dureza, las migas mas elasticas fueron las que contenfan
HA, HM vy la mezcla da ambas, mientras que la menos elastica fue la de HPA. Las
muestras con poco contenido de HPA (muestras 7 y 8) no resultaron significativamente
diferentes a la muestra con HA o HA+HM. El agregado de mayor cantidad de HPA
(muestras 10/11, 5 y 6) disminuyé la elasticidad pero sin llegar al valor de HPA. Estos
resultados sugieren que niveles bajos de harinas de maiz y arroz ya son suficientes para
mantener la elasticidad de la miga, que recién se ve disminuida cuando estas harinas estan
ausentes en la formulaciéon; comportamiento que se ve reflejado en la pequefia area azul-
celeste en la zona de HPA (Figura 3.89).

Las caracteristicas texturales de las migas de los productos con alto contenido de
algarroba se pueden relacionar con la mayor densidad y superficies alveolares totales
encontradas y discutidas previamente, como se puede apreciar de la comparacion de la
Figura 3.81 y Figura 3.85 con la Figura 3.86, Figura 3.87, Figura 3.88 y Figura 3.89.
Cuanto mayor densidad alveolar y mayor area alveolar total, menor dureza, consistencia,
elasticidad y resiliencia. Gallagher y col. (2003) para panes libres de gluten fortificados
con proteinas lacteas de diferentes origenes no encontraron una tendencia similar,
demostrando que segun el tipo de proteina que agregaban variaba tanto el area alveolar
como la textura sin presentar una correlacion entre ambos parametros. En tanto que
Hager y Arendt (2013) para panes libres de gluten elaborados con harina de arroz, trigo
sarraceno y maiz, encontraron una tendencia similar a la descrita en este trabajo, panes
con mayor cantidad de alveolos presentaron menor dureza. Hager y col. (2012) no
encontraron correlaciéon entre los parametros de densidad alveolar y dureza para
diferentes panificados con y sin gluten. Nunes y col. (2009) probaron para una
formulacion libre de gluten diferentes emulsificantes y tampoco hallaron relacién entre la
densidad alveolar y la dureza, por lo que se puede concluir que no siempre la relacion
entre mayor densidad alveolar y menor dureza y viceversa esta relacionada, la misma

depende exclusivamente de las formulaciones utilizadas pare realizar los panificados.
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La cohesividad se relaciona con la capacidad de los componentes estructurales de
la miga de mantenerse unidos contribuyendo a un menor desgranamiento frente a la
aplicacion de una fuerza. Los valores de cohesividad no presentaron grandes variaciones
entre las distintas formulaciones, encontrandose todos ellos en el rango 0,415-0,478. La
harina con mayor capacidad para obtener una miga mas cohesiva fue la de arroz y la
menos cohesiva fue la de maiz, presentando para este parametro la harina de algarrobo
valores intermedios (Tabla 3.35, Figura 3.90).

A diferencia del pan de trigo, estos panificados con mezcla de HPA, HM y HA
presentaron migas con cierta adhesividad. Este comportamiento esta relacionado con la
formulacién; estos panificados por un lado contienen leche y huevo que le estin
aportando lipidos que actuan como lubricantes, y por otro estas harinas al no formar
gluten que en general retiene agua en su estructura, no absorben el agua de la misma
forma. Aun en ausencia de gluten, la captacion del agua del medio por estas tres harinas
result6 diferente entre si. Los de harina de algarrobo presentaron migas mas adhesivas
sugiriendo una menor captacion de agua, debido quiza al alto contenido de fibra insoluble
y de sacarosa; mientras que las migas de los panificados con HA presentaron muy baja
adhesividad. (Figura 3.91)

En el caso de la masticabilidad, que esta relacionada con la dureza siguen una
tendencia similar, la masticabilidad disminuye con el agregado de harina de algarrobo,
obteniéndose un producto mas blando, lo que se puede apreciar en la superficie de
contorno (Figura 3.92). Todos los parametros de textura ajustaron con un nivel de
significancia del 95% (p < 0,05) a modelos cuadraticos (Tabla 3.36) a excepcién de la

resiliencia que ajusté a un modelo ctbico especial, con r2 mayores a 0,90.
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Tabla 3.35. Parametros de textura de miga.

M Dureza Consistencia Resiliencia Elasticidad Adhesividad Cohesividad Mas

1 | 22,0410,740 | 214,5£7,44 | 0,26510,007F | 0,8631£0,010¢ | 0,197£0,118> | 0,415£0,0072 | 7,89+0,36*
2 1 17,14+1,248 | 161,1£11,3% | 0,3824+0,010* | 0,906+0,0074 | 0,050+0,036% | 0,478+0,0054 | 7,43£0,518
3 | 7,31£1,626 | 53,2+11,36¢ | 0,147£0,013% | 0,766+0,045E | 1,115+0,395% | 0,441+0,0146 | 2,4810,62"

4 117,35+1,218 | 161,5£13,8% | 0,333+0,007¢ | 0,893+0,0094 | 0,127+0,111PE | 0,456£0,007PE | 7,06£0,42¢
5 | 7,170,676 | 64,5+6,3F¢ | 0,268%0,005F | 0,854%0,011¢P | 0,3424+0,056¢ | 0,454+0,004EF | 278+0,25H!
6 | 7,44£0,676 | 68,716,5¢ 0,307£0,009¢ | 0,858+0,007¢ | 0,130£0,047PE | 0,463+0,007¢ | 2,9530,26H
7 | 13,86£0,49P | 134,3+51¢ | 0,306£0,008E | 0,885+0,016* | 0,208+0,150P | 0,443+0,007FG | 544+0,24F
8 | 14,7410,96¢ | 140,3+8,5¢ | 0,361£0,0058 | 0,905£0,008* | 0,119£0,044PE | 0,471+0,0038 | 6,28+0,39P
9 |6,71£0,406 | 59,24+3,66 0,24410,0076¢ | 0,841£0,018> | 0,485%0,0758 | 0,448+0,007F | 2,53%0,15!

10 | 12,2740,81F | 116,5£5,6 | 0,316+0,007° | 0,881+0,01548 | 0,374£0,125¢ | 0,461£0,005¢P | 4,98+0,33F

11 | 9,750,068 | 92,9+6,1E 0,313£0,005PE | 0,865£0,0128 | 0,110£0,058PE | 0,454%+0,006EF | 3,831+0,316

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05). M: muestra.

masticabilidad
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Figura 3.86. Superficie de contorno para la dureza de la miga.
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Algarrobo
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Figura 3.87. Supetficie de contorno para la consistencia de la miga.
Algarrobo
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Figura 3.88. Superficie de contorno para la resiliencia de la miga.
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Figura 3.89. Superficie de contorno para la elasticidad de la miga.

AIga;robo

Maiz Arroz

Cohesividad

Figura 3.90. Superficie de contorno para la cohesividad de la miga.

156



Elaboraciéw de ww panificado- dulce apto-para celiacos con harina de algarrobo

Algarrobo

1 0,5 1
Maiz Arroz

Adhesividad

Figura 3.91. Superficie de contorno para la adhesividad de la miga.
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Figura 3.92. Superficie de contorno para la masticabilidad de la miga

157



Elaboraciéw de uw panificado- dulce apto-para celiacos con hawina de algarrobo-

Tabla 3.36. Ecuaciones obtenidas del modelo aplicado a los parametros de textura de la miga.

Modelo de ajuste: Cuadratico
Fuerza = 21,55 * Maiz + 17,32 * Arroz + 7,12 * Algarrobo - 4,70 * Maiz * Arroz -
Dureza 26,51 * Maiz * Algarrobo - 14,33 * Arroz * Algarrobo
™) r2 =0,96
p modelo = 0,0012

p falta de ajuste = 0,778

Modelo de ajuste: Ciibico especial
Resiliencia = 0,26 * Maiz + 0,38 * Arroz + 0,14 * Algarrobo + 0,04 * Maiz *Arroz
+0,24 * Mafz*Algarrobo + 0,16 * Arroz*Algarrobo
2= 0,99

Resiliencia

p modelo < 0,0001

p falta de ajuste = 0,268

Modelo de ajuste: Cuadratico
Adhesividad = 0,18 * Maiz+0,04 * Arroz+1,09 * Algarrobo+0,29 * Maiz * Arroz-
Adhesividad 1,00 * Maiz * Algarrobo-1,53 * Arroz * Algarrobo
(Ns) 2 =0,94
p modelo = 0,0039

p falta de ajuste = 0,952

Modelo de ajuste: Cuadratico

Consistencia = 209* Maiz+162 * Arroz+51 * Algarrobo-58 * Maiz * Arroz-237 *

Consistencia Maiz * Algarrobo-101 * Arroz * Algarrobo
(Ns) 2 =091
p modelo = 0,0011

p falta de ajuste = 0,705

Modelo de ajuste: Cuadratico
Cohesividad = 0.41 * Maiz+0.47 * Arroz+0.43 * Algarrobo+0.029 * Maiz *
Arroz+0.091 * Maiz * Algarrobo+1.3E-003 * Arroz * Algarrobo

Cohesividad

r2=0,96
p modelo = 0,0009

p falta de ajuste = 0,696

Modelo de ajuste: Cuadratico
Elasticidad = 0.86 * Maiz+0.90 * Arroz+0.76 * Algarrobo+0.03 * Maiz *
Arroz+0.16 * Maiz * Algarrobo+0.09 * Arroz * Algarrobo
2= 0,97
p modelo = 0,0004
p falta de ajuste Lack of fit = 0,782

Elasticidad
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Modelo de ajuste: Cuadratico
Masticabilidad = 7.73 * Maiz + 7.52 * Arroz + 2.39 * Algarrobo - 0.75 * Maiz *
Arroz - 8.35 * Maiz * Algarrobo - 6.22 * Arroz * Algarrobo
12 = 0,96
p modelo = 0,0013

Masticabilidad

p falta de ajuste = 0,877

4.9 Analisis sensorial

En la Tabla 3.37 se muestran los valores medios con sus desvios para cada
atributo sensorial y en la Figura 3.93 se muestra un grafico de tela arana con los diferentes
atributos. En dicho grafico se puede observar que si bien solamente en los parametros de
aceptabilidad global y sabor hubo diferencias significativas a favor de la muestra 9 con
respecto a las muestras 5 y 10 aunque no con respecto a la 6, se ve una clara tendencia
que dicha muestra es mejor para todos los atributos. En el caso de masticabilidad se toma
al parametro como satisfactorio cuando es bajo, las formulaciones demostraron tener una
baja masticabilidad lo que se correlaciona con los valores de masticabilidad obtenidos
mediante el texturometro observandose que las muestra de mayor y menor contenido de
harina de algarrobo, la 10 y 9 respectivamente, determinadas con el texturémetro se
corresponden con las analizadas en forma sensorial.

La Figura 3.94 a la Figura 3.98 muestran los histogramas de frecuencia de eleccion
para cada atributo. Los histogramas permiten diferenciar mejor que el valor medio la
eleccion por parte de los evaluadores de los diferentes atributos para cada muestra. En
cuanto a aceptabilidad global, la muestra 9 presenté mayor porcentaje de respuesta entre
los valores 7, 8 y 9. La muestra 10 correspondiente al punto central, con cantidades
equivalentes de las tres harinas, exhibié un 30% de respuestas para el puntaje 7 (mayor
ain que para la muestra 9) pero presentdé menor porcentaje de respuestas de valores 8 y
9. La muestra 9 también presenté mayor proporcion de puntuacion 8 y 9 en color, aroma
y sabor en comparacion con las otras tres muestras ensayadas. El histograma de la
masticabilidad presenté una distribucién mas aleatoria. Zolfaghari y col. (19806) para
muffins realizados con harina de trigo reemplazada con diferentes porcentajes de harina
de algarrobo de Prosopis glandulosa realiz6 un ensayo sensorial utilizando una escala

hedonica del 0 al 10, utilizando como valor 0 inaceptable y 10 excelente y encontré para
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los atributos de color y sabor valores entre 7,4 y 7,2, los que entran en un rango medio de

la escala.

tomo como puntajes entre 1-4 como rechazo por parte de los consumidores. La Tabla
3.38 muestra para cada atributo cual fue el porcentaje de rechazo, encontrandose que el
menor porcentaje de rechazo en aceptabilidad general y sabor lo tiene la muestra 9 (16%
de harina de algarrobo), el color y el aroma tienen un menor porcentaje de rechazo en la
muestra 6 (12,5% harina de arroz y 12,5% de harina de algarrobo) en cuanto a los

porcentajes de rechazo para todos los atributos los mayores puntajes los presentaron las

Tomando como parametro lo analizado para el bocadito en el Capitulo II, se

muestras 10 y 5 que son las que poseen mayor cantidad de harina de maiz.

Tabla 3.37. Atributos de calidad sensorial de panificados conteniendo harina de algarrobo.

Aceptabilidad
Muestra Color Aroma Sabor Masticabilidad
global
5 6,05+1,768 6,66+1,554 | 6,21£1,834 | 55112088 3,321+1,544
6 6,30+1,77 48 6,701,444 | 6,30£1,704 | 5,84+2 01 AB 3,181,424
9 6,62+1,742 6,781,584 | 6,62£1,684 | 6,38+1,824 2,93+1,554
10 6,051,508 6,451,464 | 6,321,624 5,751,718 3,39+1,34 4

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Tabla 3.38. Porcentajes de rechazo para los diferentes atributos.

Aceptabilidad
Muestra Color Aroma Sabor
global
5 17,10% 11,84% 17,48% 32,89%
6 17,10% 6,75% 7,89% 23,68%
9 10,52% 10,52% 11,84% 14,47%
10 17,10% 6,57% 13,15% 23,68%
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Figura 3.93. Grafico de telarafa de los atributos sensoriales ensayados a Is panificados con harina
de algarrobo.
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Figura 3.94. Histograma de frecuencia para Aceptabilidad global.
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Figura 3.95. Histograma de frecuencia para Color.
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Figura 3.96. Histograma de frecuencia para Aroma.
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Figura 3.97. Histograma de frecuencia para Sabor.
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Figura 3.98. Histograma de frecuencia para Masticabilidad.

Que no se hayan registrado diferencias significativas en los parametros de color,

aroma y masticabilidad indica que desde el punto de vista de la preferencia se puede
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incorporar harina de algarrobo, harinas de maiz y arroz y viceversa sin modificar sus
caracteristicas sensoriales. Por otro lado, el mayor puntaje en sabor y aceptabilidad global
y el menor en masticabilidad a la muestra con mayor proporcion de harina de algarrobo
(muestra 9), ratifica el gran potencial que tiene esta harina en la elaboracién de

panificados libres de gluten a base de un recurso forestal subutilizado.

5 Conclusiones Parciales

Los muffins libres de gluten con harina de algarrobo resultaron con caracteristicas
diferenciales y superiores en muchos aspectos a los formulados s6lo con harinas de maiz
y de arroz, tanto desde el punto de vista de los aspectos fisicos medidos
instrumentalmente (color, volumen, textura), como en su evaluacién sensorial. La
muestra con mayor contenido de harina de algarrobo fue la que presenté menor dureza,
menor masticabilidad, mayor adhesividad (lo que confiere sensacién de humedad al
panificado). Estos atributos pueden relacionarse con las caracteristicas estructurales de la
miga: aunque mads irregulares en su forma, los alvéolos ocuparon mayor porcentaje de
area y se observé mayor densidad alveolar (nimero de alveolos por unidad de area) en los
productos ricos en harina de algarrobo lo que permitié obtener migas mas blandas.
Desde el punto de vista de la aceptabilidad sensorial, los resultados demuestran que los
atributos caracteristicos conferidos por la harina de algarrobo contribuyeron
positivamente al perfil del producto. Inclusive, el color mas oscuro que el de los muffins
tradicionales resulté bien aceptado, y podria asi constituir un mimético de productos a

base de chocolate.
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Alojoy, wnaw bebida tradicional del Novoeste Argentino-

BIENHAIGA CON TL MOCITO
(Chacawrera)

Bienhaiga covw el mocito-
bailando- la noche entera
mudanceando- amanecido-
la chacarera, la chacarera.

Bienhaiga covw el mocito
de dénde se habrd venido
no-se-hav perdido- ni wv gatos,

Y agowrando-lo guitorra
componiendo-la gowrganto
con uwn traguito- de alojo

Y ast noy cantay, y ast noy canto.

Soy del pago-de la alojo
e donde calcina el sol
Pal tiempo-de lo algowrrobo
iSantiagueno- soy senor!

Ew Loveto yo- U nacido
pal tiempo-del carnowval
por eso-lav vidalitow
me hace Uorar, me hace Uorar.

Conogeo la triste quejo
que sufrew loy salitrales
quemaos’ por awdientes soles
Ueno- U pesares; Ueno- i pesares.

Mipago-es v veces triste
y alegre ex sy emociones
por eso- mantiene siempre
suy tradiciones, sus tradiciones

Soy del pago-de Lo alojov
en donde calcina el sol
pal tiempo-de law algawroba
iSantiagueno- soy senor!

Letray Musica: Fortunato Judres
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1 Introduccion

1.1 La bebida, su historia

La aloja es una bebida artesanal elaborada principalmente con los frutos del
algarrobo blanco. Es una bebida tipica del norte y la regiéon chaquefia de Argentina.
Algunos testimonios sobre la bebida son los siguientes:

“E/ algarrobo era de vital importancia para los comechingones que poblaron nuestras tierras pues
le brindaba comida y bebida (aloja) la cual era utilizada para las fiestas: pedido de ayuda para el
Chigui, cosechas, casamientos, tintunaco, e inicio de guerra (...). Existen todavia nombres que hacen
referencia al algarrobo como Conchulnca, que gnarda relacion con la produccion de algarroba pues conchn,
en quichua, significa mosto de aloja, por lo que significaria “lugar donde se cuida o hace el mosto de
alogja”. La cuenca del actual rio Cruz del Eje (Cordoba), era lamado Tocotoco (0 Tacutacu), que
significaria el rio de los algarrobales. ... A su veg estos fabricaban bebidas alcohdlicas, como la aloja, de la
gue Ulrico Schmidl (primer cronista del Rio de La Plata) opind: con la algarroba hacen también un vino
mny bueno, tanto como alla en Alemania el hidromiel (Ing. Agr. Ringuelet, G.1. Escuela IPEN N*
104 “Arturo Capdevila” Cruz del Eje).”

En cada pueblo existen alimentos y bebidas que tienen un valor simbdlico y que
estan asociadas a ceremonias y rituales, la Aloja no es una excepcién. Samuel Lafone
Quevedo, publica cartas en el diario L.a Nacién entre los anos 1883 y 1885 con historias y
costumbres de la provincia de Catamarca. En una de las cartas dio noticia acerca de
“Fiesta o Juego del Chiqui” (Lafone Quevedo, 1888), en donde recoge la historia del
indio Peralta nacido en el pueblo ya abandonado de Pantanto, en donde se juntaban
hombres y mujeres bajo el algarrobo con varias tinajas llenas de aloja; dos dias antes de la
fiesta salfan a cazar animales como liebres, guanacos, pumas y aves excepto avestruces
que las respetaban. La fiesta consistia en dar vueltas alrededor del arbol con las cabezas
de los animales que cazaban, entonando el canto o vidala de los indios y tomando aloja;
por la tarde se organizaban carreras de hombres con hombres y mujeres con mujeres que
se colocaban a unos doscientos metros del arbol, y con una sefial empezaba la carrera, en
la cual el primero que llegaba al arbol obtenfa el premio asignado que consistia en
huahuas (mufiecos) de masa y bizcocho colgados del arbol.

En el ano 1859 el cura Maubecin, presumiblemente pariente de Vicente Maubecin

gobernador de Catamarca, suprime la fiesta cuyo objetivo era el de conjurar la mala suerte
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en el tiempo de seca u otra calamidad (Lafone Quevedo, 1888). El dibujo intenta
representar la Danza de El Chiqui, tal como se la bail6 en Pantanto y Machigasta hasta
fines del siglo XIX. También en la imagen se pueden apreciar las tinajas de aloja, el arbol

de algarrobo en el centro de la imagen con los mufiecos de masa colgados de ¢l (Figura

4.99) (Gentile, 2001).
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Figura 4.99. Danza de El Chiqui.

La fiesta de El Chiqui era costumbre en el sector arido montafioso de La Rioja y
Catamarca, aunque una carta del Gobernador de Tucuman Alonso de Rivera
informandole al rey los problemas causados por los indios en la fiesta, dan la pauta que
también se realizaba en la zona de Santiago del Estero. La carta decia textual:

“... especialmente en tiempo del algarroba que son los meses de Diciembre, Enero y Febrero,
[cnando es] la fueria de ella y cuando ellos la cogen y hacen sus borracheras en las cuales se hieren y
matan y hacen mil estragos y ofensas de Dios sin perdonar parientes aunque sean mmuy cercanos y todo
esto con tanto exceso que en esta cindad |Santiago del Estero] donde estoy yo y mi teniente y dos alcaldes
ordinarios y el algnacil mayor y menor y otros ministros de justicia y sus propios encomenderos que todos

procuramos quitar los desordenes que digo y las borracheras de donde proceden quitandoles el agna y

quebrandoles la vasija en que la hacen [la aloja] y prendiendo y castigando a muchos de los que se hallan
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culpados y todos no somos parte a que no se maten ni descalabren ni hagan los demids desordenes que
arriba digo, por esto podrd vuestra Majestad juzgar lo que pasard en los pueblos donde no hay esparioles
ni ningsin ministro de justicia que se lo estorbe.”

El Chiqui era definido como la fortuna adversa, lo que relacioné el dato con la
fiesta y la vidala Lafone Quevedo (1888), en el relato de Peralta se notaba que el ritual se
realizaba con un fin sagrado, en cambio en el relato de Cativa en 1938 desaparece el
aspecto sagrado y se ofrece como un divertimento subsistiendo la formalidad de la fiesta
pero no lo tradicional. La fiesta se realizaba en pleno verano a la sombra del algarrobo y
bebiendo aloja. En La Rioja y Catamarca los cultivos de maiz con déficits hidricos en la
época estival presentan senescencia temprana, debido a eso la rogativa de los pobladores
por el agua, la preocupacion de los aborigenes para abordar el tema de la fiesta estaba
relacionada con sucesos que no podian controlar con su tecnologfa, sino que debian
pactar con quienes los provocaban para que no los dafien ni vientos, lluvias, terremotos,
etc.; las sefiales que usaban para predecir esta clase de acontecimientos eran ciertas
constelaciones, cometas, comportamientos anormales en animales, entre otros (Gentile,
2001).

Si bien la bebida no se puede conservar mucho tiempo y se prepara para el
“momento de consumo”, la Aloja se vendia como bebida refrescante y hasta los 1960s
era comun su venta en “quioscos” (despachos callejeros) especiales ubicados en las plazas
de ciudades como San Miguel de Tucuman. Recientemente han surgido algunos intentos
de recuperar la venta callejera de esta bebida tradicional como lo atestigua la siguiente
entrevista realizada por el diario La Gaceta de Tucuman:

“Muchos turistas te preguntan qué es lo propio de aca y yo le ofrezco achilata o
aloja. Es muy parecida a la sidra, a la gente le encanta”, asegura el vendedor Pedro
Goémez, quien aprendio la receta hace unos 30 afios. “Me la ensefié un hombre que me
vendi6 un triciclo en el que yo salia a vender. Se pone la vaina de algarroba blanca en
agua y se deja fermentar una semana en tachos de plastico o en tinas de barro cocido.
Después se le agrega aztcar quemada, que es lo que le da el color marroncito y se cuela.
También se le agregan unos granitos de maiz, pero eso ya son toques especiales de cada
uno”, apunta el vendedor instalado y recuerda que la chicha, tipica de Santiago del
Estero, es como la aloja pero de maiz, y que no es cierto aquello de que para que

fermente se mastican los granos y se los escupe en un fuentén. Gémez, quien hace traer
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la algarroba de Termas, no puede asegurar si la aloja tiene o no alcohol como producto de
la fermentacion [sic]. “La Aloja se servia en jarras pero ahora viene en botellas
descartables de gaseosa. Para limpiarlas las pongo en fuentones con agua y lavandina”

[JZ[], asegura el vendedor. http://www.lagaceta.com.ar/nota/473726/tucumanos/aloja-intenta-volver-

instalarse ciudad.html.

1.2 Elaboracion de la Aloja

Las recetas para preparar Aloja se han ido transmitiendo en forma oral a través de
las generaciones y por lo tanto difieren entre elaboradores ya que es una practica realizada
de forma casera y dependiente también de la regiéon en donde se elabora. Los azuicares de
la algarroba son directamente fermentables (principalmente sacarosa) y por lo tanto no
necesitan de un proceso de sacarificacibn como ocurre con las bebidas obtenidas de
sustratos amilaceos como la Chicha (proveniente de la fermentacion del maiz)
(Elizaquivel y col., 2015). Por esta razén el proceso de preparacion de Aloja es bastante
simple de llevar a cabo lo que queda evidenciado en las recetas reportadas en la literatura
y la que transmiten los elaboradores familiares, algunas de las cuales se describen a

continuacion.

Caso I (http://www.oni.escuelas.edu.ar/olimpi98/ Algarrobo/p151at.htm)

o Moler el fruto del algarrobo blanco en mortero de madera

o Agregarle agna y azsicar

o Colocar la mezcla en un recipiente tapado y gnardarla en lugar fresco, seco y oscuro
o  Dearla unos dias para que fermente

o Luego de unos dias, sacar la mezcla y colarla en un paio

o Colocar el liguido en un recipiente y beberlo como bebida alcobdlica

Caso II (Chicha y Aloja. http://www.revisionistas.com.ar/?p=12526)

“La algja se prepara con las vainas de algarrobo. Es preferible las rubias aungue las negras son
mds fuertes y mds amargas. Cerca de diciembre, se recogen las vainas de algarrobo. Se las pone en un
mortero y las machacas hasta que quede polvo. Luego se pone a fermentar con agna en un noque, (que es
una vasija de cuero) o en una batea de yuchdn. 1o ideal es ponerlo en una batea de algarrobo forrada con

cuero. A los pocos dias, dependiendo del calor, que es lo que logra el punto justo de fermentacion, se sacan
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los restos de vainas que quedan y se le agregan mids algarroba machacada para que siga la fermentacion.
A los 3 dias ya estard lista y en su punto justo. Para consumirla, se cuela con un lienzo, se le agrega
azdcar a gusto (preferentemente azsicar marron), y se bebe bien fria. Como no se conserva mucho tienpo,

se aconseja tomarla toda (...)

Caso III (Entrevistas a elaboradores caseros de Santiago del Estero)

Rosendo Padilla

Esta actividad la desarrollaba hace diez afios, hoy ya no la realiza. Se molia la
algarroba recién cosechada en mortero con cuatro partes de agua dejando fermentar un
dia. Al segundo dia se sacaba la parte solida y se le agregaba igual cantidad de algarroba
recién molida. Dejaba fermentar por dos dias mas. Se filtraba y guardaba en lugar fresco

(tinaja) por una semana. El sabor es parecido a la sidra dulce y poco acida.

Maria José Jiménez

Molia algarroba y ponia con 8 partes de agua a fermentar en el sol por un dia, no
lo mezclaba, lo hacia a la mafiana temprano y a la tarde tipo 20 horas lo filtraba con un
lienzo y guardaba en damajuana de vidrio en lugar fresco por 3 dias. En la actualidad no

realiza la actividad, el sabor que lograba era un poco acido.

Coman Nora Roxana

Seleccionaba las vainas, lavaba la algarroba, la picaba a mano dejandola en remojo
en agua. El agua debia sobrepasar lo solido en unos centimetros (1 dedo), se dejaba al sol
4 dfas y se la movia una vez por dia. Se le incorporaba un poquito de azucar para
contrarrestar la acidez. El filtrado se realizaba con tela de lienzo y se envasaba en botellas
de vidrio. Se la conservaba en lugar fresco y oscuro de diciembre a mayo. Obtenia un

producto sensorialmente aceptable de color amarillo sabor dulce y un poco acido.

La produccion de la Aloja es por fermentacion espontanea llevada a cabo por la
gente en sus casas utilizando utensilios rudimentarios bajo variadas condiciones
higiénicas. De acuerdo a los comentarios de elaboradores artesanales la molienda humeda
es muy importante para una eficiente extraccién de los componentes de las vainas, la que

se logra mezclando las vainas con una determinada cantidad de agua. En todos los casos
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la molienda se ve facilitada por el uso de un mortero fabricado con el mismo tronco de

Algarrobo.

1.3 Antecedentes del tema

Desde el punto de vista cientifico, esta bebida no ha sido estudiada hasta el
momento, por lo que no se encuentra informacién al respecto. Sin embargo se han
realizado fermentaciones con otras especies del genero Prosopis spp., por ejemplo para
obtener un saborizante denominado Okpebe a partir de semillas hervidas de Prosopis
africana 'y posteriormente sometidas a un proceso de fermentacion envueltas en hoja de
platano durante 96 horas entre 28-30°C. El producto fermentado se moldea en pequefias
pelotas y se las deja secar al sol, una vez secas se las tritura y envasa. Las bacterias
mayoritarias encontradas son bacterias esporulantes del género Baci//us, pero también se
encontrd Staphylococens aurens, Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae (Achi, 1992, Ogunshe
y col., 2007, Odibo y col., 2008). Spencer y col. (1995) realizaron un estudio sobre la
poblacién de levaduras presentes en las vainas y exudados de los algarrobos situados en 9
sitios distribuidos en el Chaco, Valle de Cafayate y Cachi. En las vainas encontraron el

predominio de 3 levaduras: Cryotococcus spp., Candida famata, y Candida ciferrii.

2 Obijetivo y desarrollo general del trabajo

El objetivo de este trabajo fue la caracterizacién del proceso de elaboracion de la
Aloja. Debido a las diferentes “recetas” encontradas en bibliografia y a la posibilidad de
contactarse con elaboradores familiares residentes en la ciudad de Santiago del Estero, se
les realiz6 una entrevista y se llevé a cabo una primera elaboracion casera para conocer el
“saber hacer” de la Aloja. A partir de esa primera experiencia se disefié un proceso tipico
que se llevo a cabo en el laboratorio durante dos afios consecutivos con materia prima

recolectada de la zona.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Materia prima y elaboracion de Aloja

Se llevaron a cabo diferentes fermentaciones de la algarroba con vainas
recolectadas en 3 anos consecutivos. Para conocer el proceso de la Aloja se realizé un
viaje a la capital de Santiago del Estero (27°47°42”S, 64°16°1”W), para una entrevista con
Nancy Campos, una elaboradora artesanal de productos derivados de la vaina de la
algarroba (Prosopis alba), quien nos ensefio la técnica de elaboracién de la bebida. El
trabajo en grandes rasgos constd de la molienda de las vainas en mortero de madera,
posterior fermentacion y luego filtrado. El ensayo se realizé entre los dias 19 y 22 de
diciembre del ano 2011, a la que luego siguieron trabajos en laboratorio con la posterior
estandarizacion de la elaboracion de la bebida. En Santiago del Estero contamos con el
apoyo de la Facultad de Agronomia de la UNSE para el analisis de las muestras. Las
restantes fermentaciones se efectuaron en el CINDEFI durante los afos 2013 y 2014
mediante un proceso estandar adoptado del primer ensayo y con la materia prima
recolectada de diferentes zonas de la ciudad de Santiago del Estero en diciembre del 2012
y 2013 respectivamente. Las vainas de algarroba se enviaron al laboratorio en bolsas
protegidas del aire y se conservaron en camara a 20°C. Para las fermentaciones realizadas
en el laboratorio se compré un mortero de madera de algarrobo tipico de la region. A
continuacién se detallan el origen de las vainas, el tiempo de almacenamiento y las

fermentaciones realizadas (Tabla 4.39).
3.2 Analisis microbiolégicos y fisicoquimicos

3.2.1 Composiciéon de la materia prima

El analisis de composicion de las vainas comprendié la determinacién de
humedad, proteinas, lipidos, cenizas, sacarosa, glucosa, fructosa. Las técnicas de analisis
de composicion de vainas y harinas se explicaron previamente en detalle en el Capitulo 1.

La composicion de las vainas utilizadas en los diferentes ensayos se indican en la
Tabla 4.40.

Para las fermentaciones de laboratorio se emple6 agua de pozo proveniente del

Acuifero Puelche, de la zona de Arana, Partido de La Plata. (Tabla 4.41 y Tabla 4.42).
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Tabla 4.39. Condiciones de recoleccion y almacenamiento de vainas y de elaboracion de la

bebida.
Fecha. d N Elaboracion de Tiempo de
recoleccion de Lote . . Proceso
. Aloja almacenamiento
las vainas
. Santiago del Estero . I
Diciembre 2011 (27°47°87S 64°16170 Diciembre 2011 - (claboradora)
1. Silipica
(28°02742”S 64°13726”0)
Diciembre 2012 | 2 Arraga Marzo 2013 3 meses 11
(28°03°04”S 64°1326”0)
3. Loreto
(28°18'8"S 64°10'47"O)
1 Febrero 2014 2 meses 111
. Santiago del Estero
Diciembre 2013 (27°47°47S 64°16'170
Abril 2014 4 meses I\Y

Tabla 4.40. Composicion de la materia prima para cada ensayo de elaboracion de aloja.

Ensayo I Ensayo II Ensayo III-IV
Rec. Dic 2011 Rec. Dic 2012 Rec. Dic 2013
Componentes (% base hiimeda)
Lote 2011 Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 2014
(VA11S) (VA12S) (VAI2A) (VA12L) (VA13S)
Humedad 3,98 7,23 8,16 8,12 3,54

Componentes (% base seca)

Azucares totales 41,48 37,00 46,31 43,36 52,0
Fibra dietarfa 36.24 37,11 26,92 28,74 20,7
Proteinas 9,26 13,17 8,73 7,98 8,52
Cenizas 3,09 3,12 2,99 2,94 2,58
Lipidos 1,52 1,53 0,68 0,82 1,29

Rec: Afio de recoleccion.
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Tabla 4.41. Analisis fisicoquimico del agua.

Resultados Limite tolerable Unidad
pH 7,3 6,5—-18,5 U de pH
Conductividad 801 - pmhos/cm
Dureza 51 400 mg de CaCO;3/L
Alcalinidad Total 367 - mg de CaCO;3/L
Cloruros 22 350 mg/L
Sulfatos 3 500 mg/L
Nitratos 70,0 45 mg/L
Nitritos <0,005 0,1 mg/L
Fluoruros 0.86 2,0 mg/L
Arsénico 0,004 0,01 mg/L
Amonio <0,1 0,2 mg/L
Solidos Totales 600 1500 mg/L

Tabla 4.42. Analisis microbiolégico del agua.
Microorganismos Resultados Limite tolerable
Heterotrofas totales 50 UFC/mL Menos de iol? UFC por

. Menos 3 NMP/ Menos de tres NMP por
Coliformes totales 100mL. 100 mL.
Coliformes fecales Ausente ausente en 100mL
Escherichia coli Ausente ausente en 100mL
Psendomonas aernginosa Ausente ausente en 100 mL

3.2.2 Muestreo y analisis microbiologico

Para el analisis quimico y microbiolégico se tomaron tres muestras sucesivas del
medio de fermentacion de diferentes partes del recipiente, se filtraron con un colador
para separar las partes sélidas y el liquido obtenido fue recolectado en un envase limpio
para su andlisis. Para los recuentos microbianos se realizaron diluciones seriadas al 1/10
con solucién de peptona (1 g/1). La dilucién inicial se realizé con 10 mL de muestra en 90

mL de diluyente, la cual se agité 20 min en shaker. Se plaquearon en todos los casos 0,1

mL en superficie.
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La composicion de los medios de cultivo para el aislamiento de los

microorganismos y su preparacion se describen en el Anexo Capitulo IV.

3.2.2.1 Recuento de mesdtilas totales (RMT)
Se emple6 el medio PCA (Plate Count Agar).

3.2.2.2 Recuento de levaduras (RL)

Para el aislamiento y enumeracion de levaduras se utilizé el medio WL
(Wallerstein Laboratories). En este medio las colonias pueden presentar diferentes
morfologias que facilitan su identificacion (Pallmann y col., 2001). El medio contiene
como indicador de pH verde de bromocresol que permite una identificacion rapida de
aquellas colonias productoras de acido (Fugelsang y Edwards, 2007). Al medio WL se
agreg6 100 mg/1 de cloranfenicol que es un antibiético de amplio espectro para inhibir el
crecimiento bacteriano. El stock de cloranfenicol se preparé concentrado en etanol y se
agregd al medio antes de autoclavar. Para diferenciar levaduras Saccharomyces spp. de no-
Saccharomyces spp. se empled el medio Lisina en el cual no crecen Saccharomyces spp. ya que

esta especie no puede utilizar lisina como unica fuente de N (Fowell, 1965).

3.2.2.3 Recuento de bacterias licticas (RBAL)

Para el recuento de bacterias lacticas se utiliz6 el medio M.R.S que es un medio
apropiado para el recuento y aislamiento de lactobacilos a partir de muestras de alimentos
(De Man y col., 1960). Al medio se lo suplement6 con 20 % (v/v) de jugo de tomate y 40
mg/L de cicloheximida para inhibir levaduras y hongos filamentosos. El stock de
cicloheximida se prepard en etanol y se agregd al medio luego del autoclavado. Para el
cultivo anaerébico las placas se incubaron en Jarra Anaerdbica Oxoid. (Oxoid Limited,

Inglaterra)

3.2.2.4 Recuento de enterobactetias (REB), coliformes y estafilococos

Para el recuento de enterobacterias se utilizé el medio Mac Conkey (Apas y col,
2008), que se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de facil desarrollo,
aerobios y anaerobios facultativos. Otro medio utilizado fue el VRBA (Violeta Rojo Bilis
Agar) que se utiliza para la investigaciéon presuntiva y recuento de coliformes en alimentos

y productos lacteos y por ultimo se utiliz6 el MSA (Manitol Salado Agar) para el
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aislamiento diferencial de estafilococos. Todos los medios utilizados fueron marca

Britania (Britania, Buenos Aires, Argentina)

3.2.3 Conservacion de cepas

Las colonias de bacterias y levaduras provenientes del aislamiento inicial se
purificaron mediante dos pasajes en medio WL (levaduras), MRS (BAL) y Luria Bertani
(EB). El protocolo de crio-conservacion de levaduras y bacterias se muestra en las Figura

4.100 y Figura 4.101.

Estriado levaduras

Incubacién de
levaduras medio
GPY liq.
30°C por 48 h
200RPM.

1,5 mL de sobrenadante

Centrifugacién en criovial
de 2 ml.. —— P sobrenadante
5000 g por 10 min.

Pellet

v

Lavado y centrifugacion
5000 g por 10 min

Pellet

v

Homogenizacion y
congelacién a -80°C

1,5 mL HO(d) estéril—» —»  sobrenadante

2 mL glicerol al 10%——»|

Figura 4.100. Crioconservacion de levaduras.

3.2.4 Observacion de microorganismos y pruebas bioquimicas

Se realizaron observaciones microscopicas directas de las bacterias y de las
levaduras al microscopio 6ptico utilizando objetivos de contraste de fase con un aumento
de 500X para levaduras y 1250X para bacterias lacticas. Alternativamente se empled
campo claro para la tincion de Gram.

Las bacterias aisladas de los distintos medios (MRS, Mc Conkey, PCA ) fueron
caracterizadas mediante la tincion de Gram, prueba de catalasa y oxidasa (Olmos y col.,

2010).
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Estriado bacteriano

Incubacién de
colonia en medio
MRS liq.
30°C por 48 h.

1,5 ml. de sobrenadante

Centrifugacion en criovial
de 2 mL. ——»  sobrenadante
16000 g por 15 min.

Pellet bacteriano

Lavado y centrifugacion
16000 g por 15 min

Pellet bacteriano

1,5 mL HyO(d) estéril—>» —»  sobrenadante

300 pL caldo MRS Homogenizacién y
(20% glicerol) congelacién a -80°C

Figura 4.101. Crioconservacion de bacterias.

3.2.5 Test en placas para la determinaciéon del potencial enzimatico de las

levaduras

El potencial de producir poligalacturonasa, amilasa, celulasa y xilanasa, se evalué
mediante tests en placas empleando una modificacién de la técnica descripta por McKay
(McKay, 1988). Los tests en placa para amilasa, celulasa y xilanasa fueron equivalentes a
los empleados para la PGasa pero reemplazando el acido poligalacturénico por almidon
soluble, carboximetilcelulasa y xilano, respectivamente. Para los tests las cepas se
cultivaron a 30°C, en aerobiosis y agitacion en shaker (180 rpm) toda la noche en medio
de Wickerham (15 mL). El cultivo se observo al microscopio para corroborar la ausencia
de contaminaciones y para realizar un recuento aproximado. Se diluy6 a 106 células /mlL
con agua estéril sembrandose 5 ul en las placas divididas en triangulos (una gota en el
centro de cada triangulo). Las placas se incubaron 3 dfas a 30 °C. Las células se lavaron
de las placas con agua desionizada, luego de lo cual el medio se cubri6 con solucion
reveladora: para PGA, HCI 6 M, el polimero sin degradar precipita en medio fuertemente

acido, por lo que la formacién de un halo claro es indicativo de actividad enzimatica
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extracelular. Para los otros tests, los reveladores empleados fueron: amilasa y celulasa:
lugol y xilanasa soluciones de Rojo Congo al 1% (tincién) y NaCl (decoloracion). (Kasana
y col., 2008).

Las placas se prepararon con 1,25 % de acido poligalacturénico, 0,68 % de fostato
de potasio, pH 3,5, 1% de glucosa, 0,5 % extracto de levadura, 0,2 % peptona
bacteriolégica, 2,5 % de agar y cloranfenicol 50 mg/L.. El medio se preparé en dos
fracciones, el polimero por un lado y el resto de los componentes. A cada una de ellas se
le ajusté el pH a 3,5 con HCI 1,0 N y se esterilizaron por separado 10 minutos a 121 °C.
Se dejaron enfriar a 45°C, se mezclaron y se plaqued aproximadamente 10-15 mL por
placa.

Fraccion A: Acido poligalacturénico, carboximetilcelulosa, xilano u almidén, 0,625
g; agua destilada 25 mL.

Fraccion B: Fosfato monopotasico 0,35g; Glucosa 0,5g, Extracto de levadura 0,05
g, Peptona bacteriolégica 0,10g, Agar 1,25¢, Cloranfenicol 25 ul de stock 1% en etanol,
agua destilada 25 mL.

3.2.6 Identificacion molecular de los aislamientos

3.2.6.1 Bacterias

Para las bacterias lacticas presuntivas, crecimiento en agar MRS, bacilos o cocos
Gram positivos, catalasa negativos y productores de acido lactico se confirmé su
identidad mediante el analisis molecular. El método mas utilizado para identificacion de
bacterias en la actualidad es la amplificacion del gen rrs también denominado ADN
ribosomal 16S, a partir de cuya secuencia se puede obtener informacion filogenética y

taxonémica (Gray y col., 1984, Renvoisé y col., 2013, Rodicio y Mendoza, 2015).

3.2.6.1.1 Extracciéon de ADN

La extraccion de ADN bacteriano se realizé utilizando el kit Illustra bacteria
genomicPrep Mini Spin Kit de GE Healthcare (Little Chalfont, Inglaterra) siguiendo el
protocolo del fabricante para extracciéon de ADN de bacterias Gram positivas (Figura
4.102). Este método consta de sucesivos pasos de lisis enzimatica, siendo la primer lisis
llevada a cabo por la lisozima que cataliza la hidrdlisis de los enlaces B1-4 entre los

residuos de acido N-acetilmuramico y N-acetil-D-glucosamina de los peptidoglicanos de
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pared, seguido de la proteinasa K para digerir las proteinas y eliminar la suciedad de las
preparaciones de acido nucleico, inactiva rapidamente las nucleasas que de otro modo
podrian degradar el ADN durante la purificaciéon. El agregado de RNasa como ultimo
paso es para obtener ADN libre de ARN, una vez que actian todas las enzimas la
muestra se pasa a una columna de separaciéon en donde se siguen sucesivos pasos de
lavados y descarte. Como ultimo paso se eluye la muestra con un buffer de lavado en
caliente. Una vez obtenido el ADN gendmico se realizé un gel de agarosa (ver protocolo
en Anexo Capitulo IV) para confirmar la integridad del mismo y se cuantifico la cantidad
de ADN extraido mediante NanoDrop®. Con este equipo se cuantificé la concentracion
aproximada del ADN extraido y su grado de pureza, mediante la relacion Azeo/ Aogo; si esa
relaciéon es mayor o igual a 2, la muestra se considera pura, relaciones menores que 2
indican como resultado que las muestras pueden llegar a estar contaminadas con

proteinas. L.a muestra se almacen6 -80°C hasta su utilizacién.

3.2.6.1.2 Amplificaciéon por PCR

Se amplificé la region del genoma que codifica para el ARNr 16S, utilizando los
primers 27F y 1492R (Invitrogen, Estados Unidos) (ver Anexo Capitulo 1V), siguiendo la
técnica descrita por (Edwards y col,, 1989). L.a mezcla de reacciéon se preparé en un
volumen final de 50 pL. (ver Anexo Capitulo IV). Las condiciones de reacciéon se
muestran en la

Tabla 4.43. La reaccién se llevo a cabo en un termociclador MyCycler de BioRad®.
Para comprobar la integridad del producto obtenido y si se corresponde con los pares de

bases especificos se ensayo en un gel de agarosa al 1%.

Tabla 4.43 Condiciones de ciclado para amplificacion de ADN bacteriano.

Ciclos Fase Temperatura Tiempo

1 Desnaturalizacion 94°C 4 minutos
Desnaturalizacién 94°C 30 segundos
35 Hibridacién 58,6°C 40 segundos
Extension 72°C 60 segundos

1 Extension final 72°C 7 minutos
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10 pL bacterias conservada a -80°C

‘ Incubacién de bacterias en MRS liquido en eppendorf 30°C por 20 h ‘

v

‘ Centrifugacién a maxima velocidad 30 seg }—P Sobrenadante

\
Pellet
v

40 pL buffer para lisozimagb‘ Vortex 10 seg ‘

10 pL lisozima 1% P/V —ﬂ Vortex 10 seg + incubacién durante 5 min 25°C

‘ Vortex + centrifugacién 5 seg 1000 g + incubacién 5 min ‘

v

10 pL proteinasa K 2% P/ VH‘ Vortex + centrifugacion 5 seg 1000 g + incubacién 7 min 55°C ‘

v

‘ Vortex + centrifugacion 5 seg 1000 g + incubacién 8 min 55°C ‘

v

centrifugacion 5 seg 1000 g ‘

v

5ul. RNasa A 2% P/V 4?‘ Vortex + centrifugacién 5 seg 1000 g + incubacion 15 min 25°C ‘

v

500 uL. buffer lisis tipo IV‘% Vortex + incubacién 5 min 25°C ‘

v

‘ Vortex + centrifugacion 5 seg 1000 g + incubacién 5 min 25°C ‘

\
Contenido del eppendorf
v

‘ Columna de separacién + tubo de recoleccién ‘

:

‘ centrifugacién 1 min 11000 g }—b Vaciar tubo de recoleccion

v

500 pL buffer lisis tipo IVH‘ centrifugacion 1 min 11000 g }—b Vaciar tubo de recoleccién

v

500 uL buffer lavado tipo VI‘V‘ centrifugacién 3 min 16000 g }—V Eliminar tubo de recoleccién

Transferir la columna de separacion a un eppendorf

200 uL buffer lavado tipo V cﬂhcnte—b‘ Incubar 1 min 25°C + centrifugacién 11000g }—P Eliminar columna

:

ADN genomico purificado,
se almacena a -80°C

Figura 4.102. Protocolo de extraccion de ADN de bacterias Gram +.

3.2.6.1.3 Secuenciacién del producto de PCR
El producto de amplificaciéon de cada bacteria fue enviado para su purificacion y
secuenciacion a Macrogen (Corea), de acuerdo a procedimientos estandarizados y

utilizando un equipo ABI3730XL (Applied Biosystems, California, Estados Unidos).
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Cada muestra fue secuenciada dos veces, la primera con el primer 27F y la segunda con el
primer 1492R; se realizé6 de esa forma ya que los extremos 3’ de las lecturas de los
instrumentos de secuenciacion son de muy baja calidad, obteniéndose de esta forma dos
secuencias. Obtenidas las dos secuencias y mediante un software llamado GAP 4 del
paquete Standen Package, se obtuvo la secuencia consenso (secuencia obtenida a partir de
las dos secuencias). Para el analisis de identificacion taxonémica de las bacterias se utilizo
el algoritmo de alineamientos locales BLAST sobre las bases de datos nucleotidicas no
redundantes para seleccionar las secuencias homodlogas mas cercanas a la secuencia
consenso creada con el Gap4. Se escogié la secuencia con mayor score, cobertura y
porcentaje de identidad, y con el E-value mas cercano a cero para asignar el género y la

especie a la bacteria.

3.2.6.2 Levaduras

Para la identificaciéon de levaduras se empled el secuenciamiento de la regién
D1/D2 del 285 ADNt. En las levaduras el ADNr tiene su secuencia repetida entre 150 y
200 veces ocupando esta repeticion el 60% del cromosoma XII. En las levaduras cada
repeticion tiene cuatro genes que codifican para el ARNr: la subunidad larga también
conocida como ARNr 268, la subunidad pequefia ARNr 188 y las subunidades 5,8S y 5S.
Entre las secuencias conservadas de esta regioén se encuentran regiones variables como
los espaciadores transcriptos internos (ITS 1 y 2), dos transcriptores espaciadores
externos (ETS 1y 2) y dos espaciadores intergénicos (IGS 1 y 2); estas son regiones no
codificantes pero que se transcriben y separan las subunidades codificantes. Gran
cantidad de estudios han demostrado que la mayoria de las levaduras pueden ser
secuenciadas amplificando el dominio D1/D2 de 600 pb (pates de bases) de la subunidad
de ARNr 26S. La representacion de la secuencia ADNr con sus genes codificantes para
ARNY y el dominio D1/D2 se muestra en la Figura 4.103 (Kurtzman y Robnett, 1998,
James y col., 2009). La Figura 4.103 muestra los diferentes componentes que constituyen
cada unidad de ADN ribosomal. Los cuatro genes se encuentran en el genoma creando
un paquete (un repead) de unas 9 kb (millares de pares de bases), esta subunidad basica se
encuentra repetida entre 50 y 200 veces u esta contenida en el locus RDN1 (1-2 Mb) en el

cromosoma XII. 5S: gen del RNA ribosomal 5S; 28S: gen del RNA ribosomal 288,
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ITS2: internal transcribed spacer 2; 5.8S: gen del RNA ribosomal 5.8S; I'TS1: internal
transcribed spacer 1; 18S: gen del RNA ribosomal 18S.

' rDNA Repeat (9.1 kb) N
| ITS1 ITS2 |
58 — 185 5.85 26S

/B A !

f"’ | _ _ _ — \

promoter terminator
N
LFlOFl
L—4

g
Ao D1/D2 Region g _J
Figura 4.103. Representacion de la secuencia ADN; con sus genes codificantes para ARN; y el

dominio D1/D2.

3.2.6.2.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de levaduras se utilizé6 el método descrito por
Kurtzman y Robnett (1998) con modificaciones. Las levaduras crecieron en 10 mL de
medio de Wickerham (ver Anexo Capitulo IV) en aerobiosis durante 20 horas con
agitacion a 200 rpm a 30°C (Figura 4.104).

El paso en el que se hizo la cosecha de levaduras se realizé dos veces para tener
un mayor numero de levaduras y asi lograr mayor extraccion de ADN. Se utilizé un
buffer de lisis (Ver Anexo Capitulo IV) para romper las células y una solucion
desnaturalizante compuesta por fenol-cloroformo-alcohol isoamilico en proporciones
25:24:1 para la extracciéon de lipidos, proteinas y componentes celulares por
desnaturalizacion y solubilizacién. Una vez obtenido el ADN gendmico se realizé un gel
de agarosa (ver protocolo Anexo Capitulo IV) para confirmar la integridad del mismo y
se cuantifico la cantidad de ADN extraido mediante NanoDrop®, equipo con el cual se
cuantific la concentracién aproximada del ADN extraido y su grado de pureza mediante
la relacién Azso/Azso. Si esta relacion es mayor o igual a 2 la muestra se considera pura,
relaciones menores que 2 indican como resultado que las muestras pueden llegar a estar
contaminadas con proteinas. Ya comprobada la integridad y cantidad de ADN, se realizo6
una dilucién de trabajo en agua bidestilada 1/10 y la solucién se almacend a -18°C, la

solucion de ADN concentrado se almacené a -80°C. Las colonias utilizadas para realizar
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la determinaciéon molecular fueron la denominada irregular que aparece hasta las 24 horas
de fermentacion y la crema que aparece desde el principio de la fermentacion hasta el fin

de la misma (ver Resultados y Discusion).

100 pL levadura conservada a -80°C

Incubacién de levaduras en medio de Wickerham.
30°C por 20 h 200RPM.

1 mL de sobrenadante

Centrifugacién en tubo eppendorf de

0,1 g de petlas de vidrio de 0,1 mm de didmetro ————» 1,5 mL 2 maxima velocidad 5 min.

———» Sobrenadante

Pellet

.

Centrifugacién 5 min
maxima velocidad

1 mL HoO esteril —— P —» Sobtenadante

Pellet
300 uL buffer de lisis ——— 3 min votex,
» ) centrifugacion 5 min
300 pL solucién desnaturalizante ——— P> 13000g

200 pL sobrenadante

Mezclado en eppendorf
1,5 ml, se espera a que se
200 uL isopropanol -18°C———p enturbie la solucién y se —» Sobrenadante
centrifuga a maxima
velocidad 5 min

Pellet

v

Secado en estufa de
vacio 50 mmHg
60°C 5 min

100 ul H20 Mili Q

ADN genémico que
se almacena a -80°C
hasta su utilizacion

Figura 4.104. Protocolo de extraccion de ADN genémico de levaduras.
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3.2.6.2.2 Amplificacién por PCR de la region D1/D2

Se sigui6 el protocolo propuesto por (Kurtzman y Robnett, 1998) con
modificaciones, se emplearon los “primers” NL1 y NL4 (ver Anexo Capitulo 1V) para
amplificar parte del ARNr 26S, especificamente el dominio D1/D2. La mezcla de
reaccion se prepard en un Eppendorf de 100ul. para un volumen final de 50uL (ver
Anexo Capitulo IV). Las condiciones de reacciéon se muestran en la Tabla 4.44. La
temperatura Optima de hibridacion se determindé con un termociclador MyCycler
BioRad®, el que permitié utilizar ocho diferentes temperaturas de hibridacién entre los
60°C y los 53°C, dando como resultado una temperatura 6ptima de hibridacién de
58,6°C, lo que se comprobé realizando un gel de agarosa al 1% vy visualmente
comprobando con que temperatura se correlacionaba la banda mas nitida y de mayor
grosor, lo que demuestra gran cantidad de ADN amplificado. Una vez obtenida la
temperatura Optima se realiz6 el mismo protocolo con la temperatura determinada
anteriormente pero para las muestras incognita. Las PCR de las levaduras se llevaron a
cabo en un termociclador MRC PCR-300. Una vez terminada la PCR también se
comprob¢ la integridad del ADN amplificado en un gel de agarosa al 1%. El ADN

amplificado se guardé a -18°C hasta su envio a secuenciar.

Tabla 4.44. Condiciones de reaccion de PCR.

Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94°C 4 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos

Hibridacién 58,6°C 40 segundos 35
Extensién 72°C 60 segundos
Extension final 72°C 7 minutos 1

3.2.6.2.3 Secuenciacién de la region D1/D2
El producto de amplificacion de cada levadura fue enviado para su purificacion y
secuenciacion a Macrogen (Corea), de acuerdo a procedimientos estandarizados

utilizando un equipo ABI3730XL (AppliedBiosystems, California, Estados Unidos). Cada
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muestra fue secuenciada dos veces, la primera con el primer NL1 y la segunda con el
primer NL4. Se realiz6 de esa forma ya que los extremos 3’ de las lecturas de los
instrumentos de secuenciacion son de muy baja calidad, obteniéndose de esta forma dos
secuencias para cada una de las levaduras. Para el analisis de identificaciéon taxonémica de
las levaduras se utilizé el algoritmo de alineamientos locales BLAST sobre las bases de
datos nucleotidicas no redundantes para seleccionar las secuencias homoélogas mas
cercanas a la secuencia consenso creada con el Gap4. Se escogi6 la secuencia con mayor
score, cobertura y porcentaje de identidad, y con el E-value mas cercano a cero para

asignar el género y la especie a la levadura.

3.3 Anailisis fisicoquimicos de la bebida

Las muestras para analisis fueron tomadas a diferentes tiempos de fermentacion.
Dependiendo el tiempo de fermentacién se tomaron volumenes de 10 o 150 mL. Los
sélidos en suspension se removieron mediante centrifugaciéon (15 minutos a 7000 g) y en
general se congelaron a -20 °C hasta su posterior analisis. El pH y la temperatura de

midieron dentro del recipiente de fermentacién.

3.3.1 pHy acidez

El pH y la acidez total de las muestras se midié por potenciometria. Para la acidez total
se colocaron en un vaso de precipitado de 100 mL, 10mL de muestra y 30 mL de agua
destilada, se agité y se llevé la muestra hasta pH 8,2 con NaOH 0,IN (ver Anexo
Capitulo IV). Los resultados se expresaron como g acido lactico %, ya que el acido lactico

es la especie predominante en la fermentacién.

3.3.2 Cromatografia de acidos organicos en capa delgada

La cromatografia en capa delgada (TLC) se utilizé para confirmar la presencia de
acido lactico mediante la técnica descripta por Delanoe y col. (2003). En este caso se
utiliza una fase movil cuya mezcla de solventes se informa en el Anexo Capitulo 1V, que
tiene la ventaja de no necesitar un tratamiento posterior ya que contiene un indicador
acido-base para detectar los 4acidos organicos, y una vez seco los resultados se pueden
evaluar directamente. El solvente utilizado contiene el indicador de pH verde de
bromocresol, que cambia de color desde el amarillo hasta el azul en el rango de pH 3,8—

5,4 de manera que los acidos aparecen como manchas amarillas sobre un fondo azul. Se
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utilizaron placas de silice clasicas TLC 60 Merck (Merck, Darmstadr, Alemania)
sembrandose 30 ul de patrén de acido lactico al 0,3% v/v y 15 ul. de muestra. Las placas
se llevaron a cuba cromatografica hasta que el frente de corrida quedo a 1cm del final de
la placa. Luego se secaron las placas con aire caliente, dejando a la vista manchas de color

amarillo correspondientes al acido organico sobre fondo azul.

3.3.3 Determinacion de acidos organicos por HPLC

Para la determinacién de acidos organicos por HPLC los sobrenadantes fueron
filtrados a través de filtro de membrana de nylon de 0,44 um previo a su inyeccion en el
equipo. Se cuantificé acido acético y acido lactico utilizando patrones en un rango de
concentracion de 1 a 20 pg/pl. El HPLC estaba compuesto por una bomba binaria
Waters 1525, un detector de fotodiodos en serie Waters 2998, un bucle de inyeccién de
20ulL. La columna utilizada fue Bio-Rad Aminex 87-H, como fase mévil se utilizé HaSO4
0,009N, la temperatura de la columna fue de 60°C y la longitud de onda del detector fue

de 214 nm. Los analisis de los cromatogramas se realizaron con el software PeakFit

v4.12.

3.3.4 Determinacion de azucares por HPLC

Los azucares fueron analizados a los diferentes tiempos de fermentacion mediante un
equipo de HPLC (Waters modelo 996, Millipore Corp., Milford, MA, USA). Las muestras
para determinar azucares se centrifugaron en tubos tipo Falcon® de 15ml. a temperatura
ambiente durante 10 minutos a 7000g en centrifuga Eppendorf 5430 y luego se filtraron a
través de membrana de nylon de 0,44um para que las muestras estuvieran en condiciones
de ser inyectadas. La columna utilizada para la determinacioén fue una columna Varian C5
NH: (i.d. 4,6mm), 25 cm de largo, con un detector de indice de refraccion. La fase movil
utilizada fue acetonitrilo—agua 70:30 con una velocidad de flujo de 1,0 mL/min. Los
estandares utilizados fueron de glucosa, fructosa y sacarosa (Sigma Aldrich), con una
concentracion maxima de 20 mg/mlL de azucar. Los cromatogramas fueron analizados

por el software PeakFit v4.12 (Framingham, MA, USA).

3.3.5 Determinacion contenido alcohdlico

La determinacion de alcohol en los destilados del medio se realizdé por

picnomettia o con un alcoholimetro segun OIV/OENO (OIV, 2009).
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4 Resultados

4.1 Ensayo I. El “saber hacer” de la Aloja

La Aloja fue preparada en la Ciudad de Santiago del Estero, en la casa de la
productora Nancy Campos. Para hacer la bebida se utilizaron vainas recogidas en el
Parque Aguirre situado en la ciudad de Santiago del Estero, una vez realizado esto las
vainas se extendieron sobre una mesa y se seleccionaron las mejores, el criterio de
seleccion se basé en la sanidad de las vainas y la ausencia de orificios producidos por
insectos. Se pesaron cuatro kilogramos de vainas y se las dividié en dos grupos de
acuerdo al proceso que se iba a seguir para fermentar. Dos kilogramos de vaina, fueron
lavados con agua potable y partidos en mitades, luego se empezé con la molienda
humeda en mortero de madera de algarrobo para la cual se agregd de forma secuencial las
vainas limpias y luego el agua; todo el contenido del mortero se molié hasta obtener una
pasta. La pasta obtenida se pas6é a un recipiente de acero inoxidable al que se agregd
cantidad suficiente de agua de lluvia para completar los cinco litros. A este proceso se lo
denominé fermentador acero (FAc). El proceso descripto anteriormente se repitié con
los otros dos kilogramos de vaina, cambiandose para el proceso el tipo de agua, utilizando
para el segundo método agua de red de Santiago del Estero y un recipiente plastico para
la fermentacién, denominando a este proceso como fermentador plastico (FPlas). Los
dos recipientes se dejaron tapados a la intemperie a temperatura ambiente. A las 24 h se
agregaron dos litros mas de agua y se continué la fermentacion. Luego de 48 h el medio
se filtr6 por un lienzo para separar los solidos del liquido. El filtrado obtenido es la
“Aloja”. Las muestras para analisis fueron tomadas a tiempo cero, 12 h, 24 h antes y
después del agregado de agua, 36 h y finalmente 44-48 h. Todos los procedimientos se
efectuaron siguiendo la practica real de la elaboradora, la cual implica el uso de las
instalaciones domésticas, sin uso de guantes y la utilizaciéon de agua de lluvia de varios
dias. En la Figura 4.105 a la Figura 4.108 se pueden apreciar los procedimientos
descriptos, el “saber hacer” de la Aloja y las condiciones de trabajo totalmente

rudimentarias.
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Cabe destacar que en los dfas de elaboracion el clima fue muy caluroso (media
histérica 29-30°C), en la Tabla 4.45 se indican las temperaturas ambiente durante el
proceso de elaboracion.

Tabla 4.45. Temperatura de los dias de estancia y temperaturas medias para el mes de diciembre.

Dia T°C Media | T°C Maxima | T°C Minima
19 29,6 41,2 17,2
20 32,6 41,7 234
21 33,7 432 24,2
22 34,6 442 27,0

Media historica Diciembre 29-30°C

Figura 4.105. La imagen de la izquierda muestra la recoleccion manual de las vainas de algarrobo
y la de la derecha el proceso de seleccion de las vainas.

Figura 4.106. Imagen del mortero de algarrobo a la derecha, a la izquierda se puede apreciar
como quedan las vainas luego de la molienda hiimeda.
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Figura 4.107. En la figura de la izquierda se puede apreciar como las vainas se pasan a baldes y
se mezclan con agua para la fermentacion. La figura de la izquierda muestra los dos baldes
utilizados para fermentar, en la foto superior el balde de acero inoxidable y en la inferior el balde
de plastico.

Figura 4.108. Escurrido manual y posterior filtrado de la bebida.

4.2 Analisis de la fermentacion

ILa fermentacién de la algarroba es un proceso espontaneo que se inicia al ponerse
en contacto la flora microbiana epifitica del fruto con agua. L.a molienda humeda es
indispensable para disgregar el tejido y facilitar la extraccién de los componentes solubles,
en particular el azicar que es la fuente de carbono para los microorganismos, y también la
dispersiéon de los microorganismos en el medio. El fenémeno mas caracteristico del

proceso es la acidificacion rapida del medio que se manifiesta en una disminucién del pH
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inicial de 6,0 a 4,5 luego de 12 h de fermentacién. Esta situacion es debida a la actividad
de los microorganismos que da lugar a la formacion de 4cidos organicos. Dado que no se
agregan compuestos que inhiban microorganismos indeseables, como es el metabisulfito
de potasio en la vinificacion o sal en la fermentaciéon de vegetales, es evidente que la
acidificacion es la unica barrera frente a patégenos en el proceso de la Aloja. En la Tabla
4.46 se muestra la evolucién del pH y acidez total y en la Figura 4.109 se incluye la
concentraciéon de azucares totales en los dos procesos (FAc y FPlas). Dentro del error
experimental y teniendo en cuenta que no se efectuaron réplicas de cada condicién de
fermentacioén se puede concluir que ambas fermentaciones siguieron una cinética similar.
La disminucién del pH y el concomitante incremento de la acidez titulable contindan
hasta las 36 h estabilizandose finalmente en 3,3 y 0,75% respectivamente. A las 24 h y por
el efecto del agregado de agua tanto los azucares totales como la acidez disminuyeron, el
cambio de pH no fue tan apreciable debido a que este parametro tiene una escala
logaritmica. Un analisis cualitativo de acidos organicos mostré que el acido lactico es el
acido no volatil predominante (Figura 4.110). La temperatura del medio de fermentacién
vari6 entre 27°C (mafana) y 42-43 °C (tarde). Las temperaturas elevadas evidentemente

promovieron una intensa actividad fermentativa.

Tabla 4.46. Cinética del pH y acidez en funcién del tiempo (Ensayo I).

Ferm Ac Ferm Plas
Tiempo (h) pH Acidez % pH Acidez %
0 6.06 0.10 6.00 0,07
12 4.50 0,36 4.50 0,33
24 4.24 0,70 4.29 0,56
24D 4.27 0,51 4.24 0,46
36 3.82 0,73 3.79 0,58
4 3.82 0,76 3.83 0,77
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Figura 4.109. Cinética de la fermentacion (Ensayo I).
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Ac.
Lactico

Aloja

Figura 4.110.TLC de acidos organicos de muestra de aloja a 44 h de fermentacién. Rf = 0,77.

La cinética de consumo de azicar muestra claramente que durante el periodo de
mayor acidificaciéon, hasta las 24 h, el nivel de azicar en el medio se mantiene
relativamente alto e incluso aumenta desde un 8-9 % inicial hasta 12%. A partir de las 24
h la concentracién de azicar disminuye marcadamente y a las 48 h el valor es inferior a
0,5%. La interpretacion de esta cinética no es tan directa. Si consideramos la composicién
de los frutos del ensayo I, el 40% de la vaina humeda es azicar siendo mayormente
sacarosa. Para la relaciéon inicial de peso vainas:agua inicial (1:2,5), la concentracion
teérica inicial de aztcar en el medio, es decir aquella que se obtendrfa asumiendo una
extraccion completa en el volumen de agua agregado, es del 16% o sea el doble del valor
inicial medido. Por lo tanto es evidente que al inicio el azticar no ha sido extraido en
forma completa y que el aumento de la concentraciéon en el medio es debido a que la
difusién de azucar de los soélidos es mayor que su consumo, en este aumento hay que
considerar también un efecto de concentracion debido a que las partes solidas de la vaina
absorben agua disminuyendo el volumen efectivo de medio liquido. El analisis por HPLC
muestra que la sacarosa es el azdacar predominante (85-90%) hasta las 24 h de
fermentacién, luego solo se detectan glucosa y fructosa en concentraciones

aproximadamente iguales lo cual sugiere que son productos de la hidrélisis de la sacarosa.
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La determinacién de alcohol a las 44 h dio valores de 6,4610,062% y 7,69£0,129% (v/v)
para las fermentaciones FAc y FPlas respectivamente.

El analisis microbiologico permitié completar el analisis del proceso (Tabla 4.47).
Unicamente se hicieron recuentos iniciales, a las 24 y 44 h de bacterias licticas y levaduras
en medios selectivos. También se incluyé medios para Staphylococens y enterobacterias
(EB), en estos casos solamente se hicieron estriados para verificar su presencia sin
cuantificar. La siembra en el medio para Staphylococcus spp. dio negativo desde el inicio
mientras que las EB dieron negativo recién a las 44 h lo cual se atribuye a la acidificacién
del medio ya que es conocido que estos microorganismos no crecen en ambientes acidos.

Los recuentos iniciales se evaluaron luego de una hora de preparado el medio, por
lo tanto son valores aproximados ya que no se efectudé una extraccion exhaustiva de los
microorganismos de las vainas. Los datos de recuentos fueron del orden de 105 UFC/mL
lo cual corresponde a un orden similar por gramo de vaina. Los recuentos de BAL se
incrementaron 3 o6rdenes en 24 h alcanzando valores de 2-4 x 108 UFC/mL lo cual
explica la intensa fermentacion lactica durante ese periodo (Tabla 4.47). Las colonias
aisladas en MRS fueron de color crema observandose que correspondian a bacilos Gram
positivos y catalasa negativos, propiedades caracteristicas de las BAL. Los recuentos de
BAL se mantuvieron hasta el final. También se aislaron levaduras pero en este caso la
situaciéon fue diferente. Las levaduras crecieron durante toda la fermentaciéon pero el
mayor aumento ocurrié entre las 24 y 44 h durante el periodo de mayor consumo de
azucar. En cuanto a las levaduras se observaron dos colonias bien definidas, una colonia
de apariencia rugosa, que se encontré predominantemente a las 24 horas y una colonia de
apariencia cremosa la que se aislé de las placas de 44 horas. Esta ultima levadura presento
caracteristicas tipicas de Saccharomyces spp. lo cual es consistente con la presencia de

niveles moderados de alcohol en el medio al final de la fermentacion.

Tabla 4.47. Recuento de microorganismos en el Ensayo 1.

Medio Fermentador TO T24 T44
Fac 7.20E+04 1.90E+06 9.60E+07
WL
Fplas 1.03E+05 2.60E+05 3.00E+07
Fac 1.60E+05 4.20E+08 1.70E+08
MRS
Fplas 1.70E+05 2.30E+08 1.90E+08
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Los resultados obtenidos en la elaboracién de Aloja siguiendo la receta de la
elaboradora familiar permitieron conocer en que consiste la fermentacion del fruto del
algarrobo para hacer la bebida. El proceso es extremadamente simple, las vainas se
recolectan secas como corresponde al fruto maduro y mediante una molienda humeda y
el agregado de agua comienza una fermentacién espontanea promovida por los
microorganismos epifiticos y el ambiente anaerébico del recipiente debido a la ausencia
de mezclado y aireaciéon. El proceso global es relativamente corto, a juzgar por el
consumo de azucares fermentables y el crecimiento microbiano, de no mas de 3 dias. La
fermentacién podria dividirse en dos etapas considerando el rol de los microorganismos y
la fermentaciéon predominante: una primera hasta las 18-24 h caracterizada por una
intensa produccién de acido que disminuye el pH del medio de 6,4-6,6 inicial a 4,5, la
acidez total alcanzada durante esta etapa es de aproximadamente 0,7%. El desarrollo de
bacterias lacticas hasta recuentos del orden de 3 x 108 UFC/mL indica que son estas
bacterias las principales productoras de acido. De hecho el acido lactico fue el principal
acido organico detectado en el medio de fermentacién. A las 24 h la “bebida” tiene aun
un ligero sabor dulce y es agradable. La presencia de levaduras fue otra caracteristica de la
fermentaciéon. A partir de las 24 h las levaduras aumentan en numero de manera
considerable debido, entre otros factores, al medio acido que favorece su crecimiento. Si
bien la fermentacion lactica continua, esta no explica el gran consumo de azicares que se
observa entre las 24 y 48 h. La determinacion de alcohol dio valores de 6,5-7,5 % (v/v) lo
cual indica que en este perfodo la mayor actividad fermentativa esta asociada al
metabolismo de las levaduras, podriamos considerarla como la etapa de la fermentacién
alcoholica. La observacion microscopica del medio de fermentacion y de las colonias de
levaduras aisladas a las 48 h muestran células de morfologia globosa tipicas de levaduras
del género Saccharomyces spp. lo cual es consistente con lo anteriormente mencionado. A
las 44 h la bebida es agria y alcoholica por lo cual sensorialmente no es agradable. Esto
explica por qué en las recetas se le incorpora azicar para beberla. La presencia de EB era
esperada ya que estas bacterias estan presentes en todas las fermentaciones de vegetales y
pueden también tener su origen en el suelo de donde se recolectan las vainas y el agua.
Las EB practicamente desaparecen a las 48 h lo cual es atribuible al efecto combinado de
la acidificaciéon del medio y el etanol. No obstante la fermentacion lactica debe

considerarse como la principal barrera contra patégenos en la fermentacion de la Aloja,
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habida cuenta que no se agregan al medio compuestos inhibitorios como nitratos, NaCl o

metabisufito.
4.3 Fermentaciones en laboratorio

4.3.1 Estandarizacion del proceso

La experiencia obtenida en la preparacion de Aloja se tom6 como referencia para
diseflar un proceso base para los ensayos de laboratorio. Los mismos tuvieron como
objetivo central reproducir la bebida lograda en la temporada anterior en la ciudad de
Santiago del Estero, evaluar la reproducibilidad del proceso con frutos recolectados de
dos afios sucesivos y continuar con la caracterizacion fisicoquimica y microbiologica de la
misma. La materia prima empleada fue descripta en Materiales y Métodos, para
estandarizar el agua empleada se utiliz6 agua de pozo proveniente del acuifero Puelche de
la zona de Arana, partido de La Plata. En cada fermentacién se emplearon 2 kg de vainas

seleccionadas y 5 litros de agua.
La bebida se elaboré de la siguiente manera:

1- En un mortero de algarrobo adquirido en Santiago del Estero, similar al utilizado
en el primer ensayo, se realizé una primera molienda en seco de 500 g de vaina.

2- Una vez que las vainas estuvieron bien trituradas se les agregé 200 mL de agua de
pozo y se continu6 con la molienda durante 5 minutos hasta obtener una pasta. La
menor humedad de los frutos recolectados en el 2013 requirié un poco mas de

agua para la molienda humeda.
3- Una vez obtenida, la pasta se pasé a un balde de plastico con capacidad para 10L.

4- El proceso se repiti6 4 veces hasta moler 2 kg de vainas.

5- Obtenidas la totalidad de las vainas se agregaron 4,2 L. de agua atemperada a 30°C
para lograr los 5 L finales.

6- Los baldes se llevaron a un cuarto a temperatura constante de 30°C durante 48
horas periodo durante el cual se tomaron muestras para analizar a diferentes
tiempos.

Las fermentaciones se hicieron con frutos recolectados en diciembre del 2012 y
2013. En el primer caso los frutos provinieron de tres localizaciones geograficas

diferentes efectuando una sola fermentaciéon con cada uno de los lotes luego de tres
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meses de conservacion de los frutos (lotes A, B y C; Ensayo II). Con la cosecha 2013 se
realiz6 una fermentacién con 3 réplicas utilizando frutos de 2 meses de conservacién
(Réplicas R1, R2 y R3, Ensayo III) y posteriormente una a los 4 meses de
almacenamiento (Ensayo IV). En la Figura 4.111 se muestra la molienda seca efectuada
en el laboratorio y el tamafio de las partes de las vainas trituradas en dicho proceso. En
tanto que en la Figura 4.112 se pueden ver como quedaron las vainas luego del proceso

de molienda himeda y el fermentador con medio al inicio.

Figura 4.111. Mortero de algarrobo procedente de la provincia de Santiago del Estero. Molienda
en seco.
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Figura 4.112. Molienda humeda, pasta y fermentador con medio al inicio.

4.4 Resultados

4.4.1 Cinética de fermentacion

El analisis de los procesos realizados en las dos cosechas sucesivas mostraron una
dinamica de fermentaciéon comparable con lo observado en el Ensayo I. Dentro de cada
ensayo no hubo diferencias importantes entre lotes lo cual puede explicarse porque la
composicion de la algarroba de los 3 lotes de cosecha de los distintos lugares resulto
similar y en el Ensayo III se emplearon tres réplicas de un mismo lote de cosecha. La
mayor diferencia de los ensayos de laboratorio respecto al Ensayo I se observé en el pH
inicial y la cinética de acidificaciéon. En estos casos el pH promedio inicial del medio y el
de las 12 h fue de 6,76 £ 0,054 (n=7) y 5,5-5,8 comparados con el valor de 6,0 y 4,5
respectivamente en la elaboracion casera. Estas diferencias pueden atribuirse en parte a la
temperatura controlada de las fermentaciones de laboratorio y a la calidad del agua que
pudo influir en el pH inicial. En la Figura 4.113 se muestra la evoluciéon del pH y la
temperatura en los lotes de los tres ensayos donde se evidencia que en todos los ensayos
la acidificacion fue mas lenta que la observada en el Ensayo I e incluso el pH final de la
bebida fue ligeramente superior, alrededor de 4,1 en comparaciéon con el Ensayo I que
fue de 3,83.

Se observa claramente la homogeneidad de los datos obtenidos en los lotes de los
Ensayos II y III, habiendo en cambio una diferencia significativa en la cinética de

acidificacion del Ensayo II en comparacion con las del Ensayo 111 Sin embargo cabe
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Figura 4.113. Evolucion del pH y la temperatura en las fermentaciones de los 3 ensayos. A los fines de

clarificar la figura las lineas solo se indican en uno de los lotes de cada ensayo (rojo Ensayo II; azul
Ensayo III y verde Ensayo IV).

aclarar que en el Ensayo III la temperatura inicial no fue 30°C sino 22 °C lo cual sin duda
afectd la cinética de la fermentaciéon. También se puede observar que en todos los casos

la temperatura aumenta entre 3 y 4 °C entre las 24 y las 36 h que coincide con el periodo
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de mayor velocidad de consumo de azucar. En la Figura 4.114se muestran los datos
obtenidos en los 3 ensayos referidos a los parametros pH, acidez total, azicares totales y
temperatura como asi también los recuentos viables de los cuatro grupos de
microorganismos estudiados: mesofilos totales (MT), enterobacterias (EB), bacterias
lacticas (BAL) y levaduras (Lev).

Al final de la fermentacién, a juzgar por el consumo de azucar, la acidez total
alcanzé en promedio un valor de 0,85% para todas las fermentaciones. El analisis por
HPLC de acidos organicos de muestras de Aloja de 48 h del lote B del ensayo II permitio
confirmar la presencia mayoritaria de acido lactico y en menor proporcion acido acético.
En estas muestras la suma de ambos acidos, segin la cuantificaciéon del cromatograma,
tue del 1,1%, la cual es ligeramente superior a la acidez total obtenida por titulaciéon en
dicha muestra (0,9%). La concentracién de acido lactico y acido acético fue de 0,85% y
0,25% respectivamente. El acido acético es un metabolito de la fermentacién y puede ser
producido por las levaduras, las EB o las BAL. La cinética de consumo de azucar es muy
similar a la descripta en el ensayo 1. En las primeras 18 h la concentracion de azdcar en el
medio se mantiene relativamente alta (alrededor del 10-12%) y se consume
mayoritariamente entre las 18 y 36 h, perfodo durante el cual se observa el mayor
aumento de acidez total y la produccién de alcohol, es la etapa de mayor intensidad
fermentativa en los ensayos de laboratorio lo cual se corresponde con el aumento
continuo de la temperatura del medio que llega a un maximo valor a las 36 h.

El pH inicial del medio cercano a la neutralidad y rico en aztcares fermentables
genera un aumento muy rapido de las EB y BAL en las primeras 12 h de fermentacion
dando lugar a la acidificaciéon pronunciada del medio. El maximo recuento de EB se
alcanza cerca de la 18 h y el de las BAL a las 24 h con valores promedio de 1,8 x 108 y 107
UFC/mL respectivamente. Las EB comienzan a declinar su nimero debido a la
acidificacion y a partir de las 48 h en adelante ya no se detectan (crecimiento negativo en
McConkey sembrando 0,1-0,2 mL. de medio sin diluir). Las BAL comienzan a declinar a
partir de las 36 h pero mantienen al final recuentos del orden de 108 UFC/mL. Los
recuentos en MRS dieron los mismos valores incubados aerdbicamente como en
anaerobiosis lo cual indica que las BAL asiladas de la Aloja son aero-tolerantes. Las
colonias son tipicamente de color crema medianas que se observan nitidamente en las

placas del medio MRS a las 48-72 h de incubacién (Figura 4.115).
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Figura 4.114. Evolucion de distintos parametros de proceso y recuentos microbianos en las
fermentaciones de los 3 ensayos. A los fines de clarificar la figura los valores de pH y acidez total
son el promedio de todos los lotes de cada ensayo.
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La observacién microscopica de estos aislamientos a lo largo del proceso mostréd
bacilos o cocos Gram positivos y catalasa negativo (Figura 4.116). La diferenciacién de
las colonias de ambos tipo de BAL fue dificultosa. Los cultivos de ambas bacterias en
caldo MRS muestran la presencia de lactico en consistencia con el medio del cual se
aislaron (Figura 4.117).

Es interesante destacar la dinamica que se observa en el medio para mesofilas
aerébicas totales (MT). En este medio desarrollan en 24 h de incubacién colonias
grandes, algunas gomosas bien diferenciadas. Luego de 48-72 h de incubacién comienzan
a verse colonias pequenas solo observables con lupa o a tras luz. Estas colonias son muy
dificiles de diferenciar entre si. Estos dos tipos de colonias caracteristicas corresponden a
las EB y BAL respectivamente, lo cual se determiné haciendo estriados cruzados a partir
de colonias puras en los medios McConkey y MRS, observacién microscopica con
contraste de fase y coloraciéon de Gram. Esta situacidon es consistente con el hecho que
los recuentos de MT hasta las 24 h son siempre mayores que los observados en el medio
MRS. A medida que las EB desaparecen los recuentos tienden a coincidir, esto se observa
claramente a partir de las 36 h de fermentacion.

A partir de las 18 h la presencia de levaduras es notoria observandose claramente
dos tipos de colonias en el transcurso de la fermentacién, las rugosas de bordes
irregulares (R) que predominan entre las 18 y 24 h y las cremosas y lisas (L) que colonizan
finalmente el medio. A las 36 h las colonias L son las unicas que se observan en la placas
en las diluciones altas. Al microscopio las levaduras R se ven como células ligeramente
elongadas y las L globosas. El desarrollo de las levaduras partir de las 24 h puede
atribuirse a que el pH del medio es mas favorable (5,0) o a la liberaciéon de factores
nutricionales de las bacterias que estimulan su crecimiento o ambos (Figura 4.118). A las
44-48 h el nivel de alcohol en el medio varié entre 6,6 y 7.2%. Este metabolito es
mayoritariamente producido por la actividad fermentativa de las levaduras.

Es interesante destacar que el seguimiento de la fermentacion mediante la
observacién microscopica es un buen parametro de como evoluciona el sistema. A las 16
h se observa una gran cantidad de bacilos medianos, de bordes rectos muy moviles, estos
resultaron ser las EB. Estos bacilos se mantienen hasta las 24 h, luego pierden la
movilidad y desaparecen completamente al final. Simultineamente desarrollan bacilos

finos no tan rectos y de forma cocoide en forma de hojuelas de a pares tipicas que se
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corresponden con los aislamientos del medio MRS. En la Figura 4.119 se muestra una
microfotografia del final de la fermentacién en donde se aprecian claramente los bacilos y

las levaduras (L) con forma globosa.

Figura 4.115. Colonias tipicas de bacterias lacticas en medio MRS. En general corresponden a bacilos
Gram +.

Figura 4.116. A la izquierda cocos aislados, de a pares o en cadena, Gram +, a la derecha bacilos aislados
Gram + de colonias aisladas del medio MRS. Muestra lote B Ensayo II 24 h.

Figura 4.117. TLC de acidos organicos. Las muestras de coco y bacilo son sobrenadantes de
cultivos en MRS liquido, las de Aloja corresponde a muestras de 36, 48 y 60 h del lote 2 Ensayo
II.
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Cremosa

borde
liso (L)

Figura 4.118. Aislamiento de levaduras en medio WL. En los tubos se observa los cambios en el
medio WL liquido producidos por las levaduras, se puede apreciar que las levaduras que provienen de las
colonias rugosas forman velo.

Figura 4.119. Microfotografia de contraste de fase (1250 x) de la Aloja de 48 h de fermentacion.
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4.4.2 Identificacidon y caracterizacion de los microorganismos fermentadores

A partir de los aislamientos de bacterias y levaduras se procedio a su identificaciéon
combinando pruebas bioquimicas y métodos moleculares. L.as EB en McConkey
crecieron como colonias rosas o rojizas indicando que metabolizan la lactosa del medio
por lo cual se consideran del tipo coliformes que incluyen géneros como Citrobacter,
Klebsiella, Escherichia y Enterobacter. A las 12 h y particularmente entre las 18 y 24 h se
puede observar en el medio de fermentaciéon mediante el microscopio de contraste de
fase una gran cantidad de bacilos medianos muy méviles que desaparecen totalmente a las
36-44 h. Estas caracteristicas se corresponden con las observadas en las colonias de
McConkey y las grandes colonias gomosas tipicas del medio PCA. En un trabajo
realizado con las vainas del Ensayo III y mediante el analisis por MALDI-TOFF de 40
colonias tomadas al azar del medio McConkey se identificd el 50% de las EB como
Enterobacter, 15-16% a Escherichia y Citrobacter y en menor proporcion Klebsiella (Ferreiro,
2015). A excepcion de Klebsiella, 1as demas coliformes son moviles que coincide con la
observaciéon microscépica. La presencia de E. c/i fue confirmada empleando el medio
EMB, ya que las mismas colonias identificadas por MALDI-TOFF dieron en este medio
el caracteristico brillo verde metalico (Pathak y Gopal, 2001).

En relacién a las BAL se identificaron los dos aislamientos correspondientes a los
bacilos y los cocos mediante secuenciamiento del ADNr 16S. Se identificé al bacilo y al
coco como Lactobacillus plantarum y Enterococcus faecinum respectivamente.

Con respecto a las levaduras se determiné que la R crece en agar lisina y por lo
tanto es una no-Saccharomyces mientras que la L. no desarrollé que es una caracteristicas
tipicas de Saccharomyces spp. El secuenciamiento de la region D1/D2 del ADNr 28S
permiti6 identificar esta levadura como Saccharomyces cereviseae y a la levadura de la colonia
rugosa como Wickerbamomyces anomalus — (Hansenula andmala). Estos resultados son
consistentes con la evolucién del alcohol en la Aloja. A partir de las 24 h la levadura
Saccharomyces comienza a predominar y es la unica aislada a las 36 h. Su crecimiento
coincide con el perfodo de mayor consumo de aztcar y la produccién de alcohol.

Los test de actividad enzimatica para Wickerbamomyces anomalus dio positivo
unicamente para poligalacturonasa (Figura 4.120) mientras que todos fueron negativos

para Saccharomyces cereviseae.
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Figura 4.120. Tests de poligalacturonasa en placa. RIMEM2 control positivo (Saccharomycopsis
crataegensis), GT2B control negativo (Saccharomyces cerevisiae). Foto: gentileza de (Brea, 2015)

4.5 Discusion y conclusiones parciales

En el presente trabajo se estudi6 el proceso de elaboraciéon de Aloja, una bebida
rustica obtenida por la fermentacion espontanea de los frutos de la algarroba. A partir de
la entrevista realizada con una elaboradora artesanal se conocid el “saber hacer” de la
Aloja. El proceso de elaboracion casera es sumamente simple y consiste en una molienda
himeda de los frutos utilizando en general un mortero de algarrobo, el agregado de una
determinada cantidad de agua para fluidificar la pasta molida y la incubacién de la mezcla
en recipientes cerrados a temperatura ambiente por un determinado tiempo. Dentro de
este concepto de proceso existen multiples recetas o combinaciones de materia prima,
agua y condiciones de fermentaciéon que hace dificil definir la Aloja como un producto
unico. Por otra parte la bebida no se conserva, se consume en el momento y ese
“momento” es dificil de definir ya que cada elaborador suele tener su propia receta o
concepto de la bebida. A pesar de estas diferencias, es claro que la Aloja es un proceso de
termentacién llevado a cabo por la flora epifitica del fruto y los microorganismos que se
van incorporando al fruto desde su recoleccion en el suelo hasta el procesamiento, como
asi también los que pueden estar presentes en los utensilios, en especial el mortero que se
emplea para moler el fruto.

LLa microbiota epifitica, es decir, los microorganismos normalmente presente en la
superficie de la materia prima vegetal comestible, es muy variable. Su composicion
depende de si las partes se cosechan cerca o en el suelo mismo. La susceptibilidad de la

materia prima al ataque de la flora epifitica depende mucho de su contenido de humedad.
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Asf las frutas secas que contienen menos del 50% de agua no presentan problemas de
deterioro bacteriano debido a su baja actividad acuosa, esta situacion es la que prevalece
en las vainas de algarrobo. En este trabajo los frutos de algarroba fueron recolectados en
distintas zonas de Santiago del Estero durante el mes de diciembre. Estas vainas estin
sometidas a una intensa radiacion solar, altas temperaturas diurnas y son recolectadas del
suelo cuando caen al madurar. La fermentaciéon espontanea de estos frutos muestra
claramente que la microflora fermentativa sobrevive en las vainas hasta casi 6 meses de
almacenamiento de los frutos a 4°C en ambiente protegido de la luz y humedad. Por lo
tanto la elaboracién de la bebida puede hacerse en principio a lo largo del afio lo cual es
muy importante porque evita la necesidad del procesamiento inmediato o su congelacion,
como ocurre con las frutas frescas.

Los estudios realizados demostraron que la fermentacién es llevada a cabo por
tres grupos de microorganismos: enterobacterias, bacterias lacticas y levaduras. Las BAL
y las EB son las responsables de la acidificacion inicial del medio. La presencia de
enterobacterias (EB) en los alimentos es en general visto como un factor negativo desde
el punto de vista de la seguridad alimentaria ya que cepas de algunas especies son
patégenas o provocan el deterioro de la materia prima o el alimento elaborado (Baylis y
col., 2011). Sin embargo las EB, en particular las coliformes, se encuentran ampliamente
distribuidas en suelos, semillas y vegetales y por lo tanto es inevitable que estén presentes
al inicio de la fermentacion ya que se introducen junto con la materia prima, excepto que
la misma sea pasteurizada lo cual no siempre es posible por su potencial efecto negativo
en el producto o simplemente por no ser un procedimiento practico. Quizas por este
motivo el rol de las EB en la elaboracion de alimentos fermentados ha sido poco
estudiado en comparacién con las BAL y levaduras. No obstante hay que tener en cuenta
que las EB compiten por los nutrientes y producen metabolitos que podrian tener cierta
incidencia en las caracteristicas sensoriales y nutricionales del producto. Algunos estudios
de identificacién de EB en la Aloja llevados a cabo con los frutos del ensayo III,
demostraron la presencia de coliformes del género Enferobacter como mayoritario y de
Citrobacter vy E. coli en menor proporcion (Ferreiro, 2015). Estas EB tienen un
metabolismo de acidos mixtos (Citrobacter, Escherichia) o butanodidlica (Enterobacter) y

aportan al medio diversos compuestos como acido lactico, etanol, acido succinico, 2,3
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butanodiol, acido acético, entre otros, en distintas proporciones (Converti y Perego, 2002,
Oh y col., 2008).

Al inicio de la fermentacién de vegetales siempre hay un periodo inicial en el cual
el ambiente aun no es restrictivo, el medio es poco acido y hay nutrientes disponibles.
Garrido-Fernandez y col. (1972) reportaron la presencia de bacilos Gram negativos no
esporulados pertenecientes a los géneros Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, Aeromonas y
Achromobacter en las salmueras de cuatro variedades de aceitunas negras durante los
primeros dias de la fermentaciéon. Hurtado y col. (2008) estudiaron la fermentacion de las
aceitunas arbequinas de mesa y encontraron niveles maximos de EB a los 5 dfas en la
zona mas supetficial de la salmuera con recuentos del orden de 105-107 UFC/ml (medio
VRBG), el 80 % de los aislamientos correspondieron a Proteus vulgaris y el 20% restante a
Providencia rettgeri. Quintana (1986) encontraron un maximo de EB a los 4-7 dfas en
salmueras al 2% con un predominio de Citrobacter freundii (96%0) y Proteus mirabilis (4%). En
la elaboracién de chucrut las coliformes como K. preunoniae, K. oxytoca, Enterobacter cloacae
o E. agglomerans estan presentes en las primeros dias de la fermentacién, luego la
acumulaciéon de 4cido lactico provoca la declinacién de la poblacion hasta su desaparicion
a los 5 dias. En una fermentaciéon tipica del chucrut las enterobacterias crecen
rapidamente en los primeros 2 a 3 dias provocando un caida del pH de 6,5 a 44 y
alcanzando recuentos cercanos a 108 UFC/mL. A partir de ese momento, cuando la
fermentacién lactica se dispara, las EB comienzan a disminuir en el recuento viable y no
se detectan luego de 10 dfas de fermentacion. Entre los 2 y 5 dfas de proceso la acidez
lactica aumenta hasta un valor de 0,9-1,0% que se mantiene constante hasta los 10 dfas de
fermentacién y luego se incrementa por acidificacion de bacterias lacticas mas acidofilicas
(Nout y Rombouts, 2000, Doyle y Buchanan, 2012).

Una caracteristica muy interesante de la Aloja es la velocidad con la cual ocurre la
fermentacion, a diferencia de los procesos mencionados, la fermentaciéon de la algarroba
dura entre 60 y 72 h, a juzgar por el agotamiento de los azucares. Esto puede ser
explicado porque no se adiciona al medio inicial inhibidores como nitratos, NaCl o
metabisulfito de potasio, practica utilizada en las fermentaciones carnicas, de vegetales o
el vino para controlar el crecimiento de hongos y bacterias indeseables, estos compuestos

pueden restringir la actividad de las BAL y hacer mas lenta la acidificacion.
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El consumo de Aloja no parece ser un problema desde el punto de vista de la
seguridad alimentaria. En muchos alimentos fermentados la fermentacion lactica es la
principal responsable de la completa desaparicion de las EB o de la inhibicién de
anaerobios estrictos como Clostridinm botulinum que no desarrolla a pH <4,6 (Doyle y
Buchanan, 2012).

Lindgren (1993) determiné que concentraciones de acido lactico entre 0,02 y 0,1%
en un medio liquido en anaerobiosis a pH 4,2-5,4 eran inhibitorias de las EB. El efecto
inhibitorio aumenta con la disminucién del pH debido a que la forma no disociada del
acido es la que acta como permeabilizante de la membrana externa de las bacterias
Gram negativas (Alakomi y col., 2000).

Otro factor de stress para las EB a considerar es el etanol. Semanchek y Golden
(1996) en un estudio con la cepa de E.co/i enterohemorragica O157:H7 observaron una
pérdida completa de viabilidad (6,4 log CFU/mL inicial, limite de deteccién 0,5 log) luego
de 3 dias de fermentacion de la sidra a 20°C lo cual se atribuy6 al efecto combinado de la
acidez y el alcohol (acidez sidra 0,3-0,7 % como acido malico, etanol 5-6%). Jordan y col.
(1999) observaron un efecto sinérgico entre el lactato (0,45%) y el etanol (5%) en el
efecto bactericida de ambos compuestos sobre la misma cepa de E. co/i. El efecto fue mas
pronunciado a pH < 5,0.

En base a estas consideraciones es evidente que en la Aloja la fermentacion lactica
inicial y la accién combinada del acido lactico con el etanol a partir de las 24 h en adelante
son las principales barreras al desarrollo de las EB y otros potenciales patégenos. Las
concentraciones de acido lactico y etanol son superiores a las que ejercen el efecto
bactericida lo cual explica la rapida desaparicion de las EB de la Aloja en comparacion
con los tiempos reportados en otras fermentaciones, como las mencionadas
anteriormente de la oliva o el chucrut.

Las BAL presentes en la Aloja fueron bacilos y cocos identificados como
Lactobacillus plantarum y Enterococcus faecium. 1a presencia de L. plantarum era esperable en
parte porque esta especie es cosmopolita en la mayoria de vegetales. Emerenini y col.
(2013) identificaron Lactobacillus plantarum en un 36% de las colonias aisladas de frutas y
un 27% de las aisladas de hortalizas, porcentaje mayoritario a cualquier otra bacteria lo
que demostré que esta especie es cosmopolita en la mayoria de vegetales. Su presencia

explica el rol que tiene en las fermentaciones del chucrut, aceitunas y materias primas
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vegetales en general (Nout y Rombouts, 2000). Por su parte Valan Arasu y col. (2015)
encontraron que las primeras 24 horas de fermentacién para silos de pastura la bacteria
predominante es el L. plantarum con crecimientos en el orden de 5,8 x 108 UFC/g, lo que
demuestra que puesta en condiciones de fermentaciéon esta bacteria es un
microorganismo que tiene una tasa de crecimiento elevada y por lo tanto produce una
marcada acidificaciéon del medio. El metabolismo de los azucares por parte de L.
Pplantarum puede ser homo o heterofermentativo. Estudios metabdlicos con la cepa
heterofermentativa WCFS1, cuyo genoma se ha secuenciado Kleerebezem y col. (2003),
mostraron que el 80% de la glucosa es metabolizada a lactato bajo condiciones de
limitacion de C en cultivos continuos (Teusink y col, 2006). Con una cepa
homofermentativa, Giraud y col. (1991) observaron un rendimiento de 0,7 g acido
lactico/g glucosa en cultivos batch con pH inicial 5,0.

El género Enterococcus incluye a un conjunto de microorganismos extremadamente
versatiles. Los enterococos forman parte de la microbiota intestinal normal de individuos
sanos, y estan presentes en muchos alimentos fermentados, particularmente quesos,
embutidos y productos vegetales. Poseen propiedades tecnologicas de interés como sus
actividades glicolitica, lipolitica y proteolitica, y la producciéon de bacteriocinas (Moreno y
col.,, 20006) y también pueden resultar patégenas para los humanos. De hecho en la tltima
década, estos organismos han adquirido cada vez mas importancia como patégenos
nosocomiales, a pesar de su baja virulencia pueden ser patégenas (Schillinger y Holzapfel,
1995).  Enterococcus faecinm es homofermentativa y ha sido encontrada en varios alimentos
fermentados siendo empleada como inéculo en procesos de ensilado, elaboracién de
quesos, etc. (Giraffa, 2002); las cepas de Enterococcus suelen ser productoras de aminas
biogénicas, propiedad que debe ser tenida en cuenta para un analisis mas pormenorizado
de la Aloja (Gardini y col., 2001).

Con respecto a las levaduras se encontré como especie dominante en las primeras
horas de la fermentacion a Wickerhamomyces anomalus, re-clasificacion de la especie Pichia
anomala (Kurtzman y col., 2008). Esta levadura se la ha encontrado en ambientes muy
diferentes como frutas, ensilados, materiales vegetales, granos de cereales, entre otros; es
poco fermentativa y en la vinificaciéon predomina en medios con bajo tenor de alcohol
siendo a su vez altamente productora de ésteres como acetato de isoamilo o acetato de

etilo (Walker, 2011). El genoma de Wickerbamonzyces anomalus ha sido recientemente
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secuenciado (Schneider y col., 2012). Por otra parte y como era de esperar Saccharomyces
predomina en la etapa de la fermentacién alcohdlica. Es interesante destacar las
potenciales aplicaciones de W. anomalus para conferir aroma en vinos (Suarez-Lepe y
Morata, 2012, Sabel y col., 2014) y el uso de cultivos secuenciales de Wickerbamomyces
anomalus 'y Saccharomyces cerevisiae para aumentar la complejidad sensorial de sidras (Ye y
col,, 2014). Esta ultima aplicacion es equivalente a lo que se observa en la elaboraciéon de
Aloja y es probable que el aroma a éster que ocurre en las primeras horas de la
fermentacién derive de los compuestos volatiles que produce esta levadura. La cepa
aislada de la Aloja mostré una cierta actividad pectinasa, propiedad que también fue
observada en otra cepa de la misma especie aislada de cascara de naranja (Martos y col.,
2013).

Un balance de materia aproximado basado en la estequiometria de las
fermentaciones permite inferir como se distribuye el consumo de azucar de la algarroba
durante la elaboraciéon de la Aloja. Las vainas contienen en promedio 40% de azuicar
fermentable como sacarosa, por lo tanto para la relaciéon agua-fruto empleada la
concentracion teodrica de azdcar para fermentar serfa del 16%. Si tenemos en cuenta los
rendimientos de la fermentacién, la produccion de 0,85-0,9% de acido lactico implica el
consumo de ~ 1,1% de azicar, mientras que para la produccién de 7% de alcohol por las
levaduras se necesitan entre 12 y 13% de azucar (Lepe y Leal, 1990). Por lo tanto solo una
minima fracciéon de la fuente de C se destina a productos derivados de la fermentacion
bacteriana y al crecimiento de estos microorganismos (<10 %), mientras que cerca del 75-
80 % del azicar es consumido en la fermentaciéon alcohdlica. Esto explica claramente la
cinética de consumo de azuicar y los perfiles de temperatura que ocurren entre las 24 y 36
h periodo en el cual las levaduras Saccharomyces crecen y dominan la fermentacion.

Una caracteristica a destacar del proceso es la evolucion sensorial de la bebida,
hasta las 24-36 h tiene un sabor dulzén que enmascara la acidez lactica siendo el aroma y
sabor ligeramente agradables. El flavor de chocolate tipico de la algarroba se mezcla con
cierto olor ceténico atribuido al metabolismo fermentativo de las bacterias o las levaduras
que aparece en los primeros tiempos. El olor a etanol empieza a sentirse a partir de las 24
horas. A medida que avanza la fermentacién y la produccién de alcohol aumenta con la
consiguiente disminucioén del azicar, la bebida se vuelve agria y alcohdlica lo cual es poco

agradable al gusto. El olor a alcohol se hace mas notorio a las 48 h. Es comun que la
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Aloja se consuma con agregado de aztcar y bien fria para neutralizar en parte estas
caracteristicas organolépticas.

Estimar un rendimiento de Aloja en base al peso de vainas empleadas es
dificultoso ya que depende del proceso empleado (relacion agua:vainas) y de cémo se
separan los solidos (prensado o filtraciéon simple). En nuestro caso la recuperacion de
liquido luego de filtrar por un lienzo fue de aproximadamente un 52% en base al
volumen de agua empleado, esto representa 1,3 litros de Aloja por kg de vaina utilizada.
Obviamente la bebida se puede diluir o se le puede incorporar azicar con lo cual el
rendimiento podria ser mas alto.

Cabe preguntarse ¢qué es la Aloja realmente? y ¢qué consume la gente? En la
Figura 4.121 se puede observar el medio en el fermentador cerca de las 60 horas previo a

la filtracién y la bebida una vez filtrada.

Figura 4.121. Fermentador a las 60 horas a la izquierda y aloja filtrada a la derecha.

En la Tabla 4.48 se indican los valores de algunos parametros de la bebida y los
recuentos a las 24 h y las 48-60 h cuando las EB ya han declinado su numero
significativamente o no se detectan. Como puede verse ademas de alcohol (que es mayor
que al de una cerveza pero menor al del vino por litro) los consumidores ingieren una alta
concentracién de bacterias y levaduras viables si es que la bebida no se pasteuriza. Es
interesante resaltar que varias cepas de los microorganismos identificados en la Aloja
como L. plantarum, E. faecium y W. anomalus presentan propiedades interesantes para ser

empleados en alimentos fermentados como probidticos, productor de bacteriocinas y
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compuestos antifungicos individualmente o en co-cultivos (Leroy y col., De Vries y col,,

2006, Coda y col., 2011, Schneider y col., 2012).
Tabla 4.48. Caracteristicas de la Aloja a las 24 y 60 h.

Recuento viable log UFC/ml
Tiempo Acidez Azucar Alcohol
pH BAL Levaduras EB
(h) total (%) (%) (%)
24 456+0,25 | 0,53£0,04 | 10,92+ 3,2 - 8,73+0,25 | 7,03+0,59 7,0-8,1
48-60 408+0,12 | 0,85+0,04 <0,5 67+05 | 831039 | 814+022 | 0-<103

Cabe finalmente destacar que las vainas de algarroba se cosechan entre mediados
de diciembre y enero y que luego deben conservarse secas para hacer los estudios de
fermentacién. No se han hecho estudios sistematicos para determinar cémo evoluciona la
flora microbiana en funcién de las condiciones y tiempo de almacenamiento. Es de
esperar que ocurran cambios y por lo tanto las condiciones iniciales del proceso no seran
las mismas a medida que el tiempo de conservacion aumenta. También tiene que influir el
afio de cosecha (condiciones de clima) y como se recolecta y transporta el fruto, el agua
empleada en el proceso, la molienda, entre otros. A pesar del gran numero de variables
involucradas, se ha observado en el transcurso de 3 afios de ensayos bajo las mismas
condiciones de fermentacion en el laboratorio con vainas cosechadas en distintos lugares,
afios y tiempos de almacenamiento (entre una semana y varios meses), que el proceso
fermentativo en lineas generales sigue la misma cinética y que la bebida evoluciona dentro
de cierto rango de valores que le son caracteristicos como acidez, alcohol, entre otros.

La composicion quimica de las vainas no es uniforme habiendo diferencias, por
ejemplo, en el contenido de aztcar. Es de esperar que estas variaciones puedan afectar los
niveles finales de alcohol ya que esta fermentacion llevada a cabo por el Saccharomyces
cerevisiae s responsable de gran parte del consumo de aztcar de la algarroba.

Una investigacion mas detallada de la microbiologia de la Aloja sin duda permitira
identificar con mas detalle la flora microbiana, sus propiedades fermentativas y su
impacto en las propiedades funcionales, nutricionales y sensoriales de la bebida. Las cepas
aisladas de la Aloja incluyendo . cerevisiae no solo son de interés para conocer y preservar
la biodiversidad sino que ameritan ser investigadas en sus potenciales aplicaciones

biotecnolégicas.
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Conclusiones generales

1 Conclusiones generales

El estudio integral realizado en este trabajo de tesis con el fruto del arbol de
algarrobo (Prosopis sp.) se basa en varios motivos, uno de ellos radica en que la Republica
Argentina constituye el mayor centro de diversificacion del género Prosopis con la mayor
cantidad de especies endémicas. Otro aspecto a tener en cuenta es que la mayoria de las
especies de Prosopis spp. presentan elevada resistencia a la sequia, temperaturas extremas y
alta salinidad como también capacidad para la mejora de suelos éaridos a través de la
fijacion de nitrégeno, lo que le confiere valor en sistemas agro-forestales. En Argentina,
se ha estimado que los bosques naturales de Prosopis spp. han sido reducidos a
aproximadamente un tercio de su drea original en 400 afios, debido a las actividades
antropogénicas. Por lo que la reforestacién con especies de algarrobo para la produccion
del fruto con fines alimentarios, contribuitia no solamente al desarrollo de las
comunidades regionales, sino también a disminuir el dafio ambiental causado por la
deforestacion.

Las comunidades regionales del noroeste argentino asocian al fruto de algarrobo y
sus productos con sus origenes e identidad, por lo que investigaciones sobre las
propiedades fisicoquimicas, nutricionales y funcionales de vainas y harinas derivadas del
fruto de diferentes especies de Prosopis spp. nativas de Argentina permiten contar con
conocimiento que permita revalorizar este fruto como ingrediente alimentario. Es en este
sentido quelos conocimientos alcanzados en este trabajo de tesis contribuyen a dicha

revalorizacién y se resumen a continuacion.

1.1 Vainas

La vaina de Prosopis nigra (algarrobo negro) es un tanto mas pequefia que la de
Prosopis alba (algarrobo blanco) y contiene menor nimero de semillas. El rendimiento en
harina fue mayor para P. alba que para P. nigra, pero con valores superiores al 70% en
ambos casos. Los parametros de composicion de vainas de P. a/ba fue dependiente del
afio y zona de recoleccion. P. alba presenté un contenido significativamente mayor de

sacarosa que P. nigra.
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1.2 Harinas

La harina de P. alba con la que se elaboraron diversos productos (bocaditos,
panificados dulces) presenté menor contenido de proteinas, lipidos y fibra dietaria total,
aunque mayor contenido de azucares solubles, alcanzando valores de sacarosa superiores
al 50%. El alto contenido de fibra obtenido para ambas Prosopis spp., pero especialmente
para P. alba, hace de estas harinas un ingrediente ideal para su aplicaciéon en productos
panificados enriquecidos en fibra. Por otro lado el contenido de polifenoles y capacidad
antioxidante fue menor en vainas de algarrobo blanco.

En el caso de las harinas, la proveniente de P. a/ba presenté mayor contenido de
K, Mg e Fe, pero menor contenido de Ca, Zn y Mn. De todos modos, el contenido de Ca
de las harinas de algarroba (160 - 180 mg/100 g harina b.s.) resulté mayor que los
informados para harina de trigo (15 mg/100 g harina) y poroto.

La harina de P. nigra presenté mayor contenido de lipidos que la de P. a/ba, los
lipidos de ambas harinas tienen mayor proporcion de acidos palmitico, oleico y linoleico
(AG mayoritarios); y menor proporcion (AG minoritarios) en estearico, araquidico, .-
linolénico y araquidénico.

Muchos de los componentes nutricionalmente importantes de un fruto del tipo
leguminosa se encuentran en la semilla; las semillas de P. alba y P. nigra presentaron
algunas diferencias. La semilla de P. a/ba presenté mayor contenido de calcio y magnesio
que la de P. nigra. Estas semillas presentaron una fraccién goma (un galactomanano) con
una relacién molar Man/Gal de 1,35 pata P. nigra y 1,56 para P. alba. Se identificaron
entre 13 y 14 4cidos grasos para las semillas de P. a/ba y P. nigra, siendo para ambas el
linoleico el 4acido graso predominante, seguido por el acido oleico y el palmitico.

El contenido de proteinas resulté mayor para P. nigra, aunque con una proporcion
aminoacidica semejante. LLas proteinas de ambas especies de Prosgpis no fueron deficientes
en lisina ni en aminoacidos azufrados, como ocurre con otras proteinas vegetales, lo que
las convierte en un buen complemento nutricional. Asimismo, el alto contenido de 4cidos
aspartico y glutamico como de arginina hacen de estas proteinas, y de la harina de
algarroba, un ingrediente adecuado para alimentos para deportistas.Estas proteinas no

presentan actividad antitriptica y el analisis mediante anticuerpos policlonales dio como
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resultado ausencia de prolaminas lo que significa que estas harinas son ingredientes aptos
para productos libres de gluten destinados a personas con celiaquia.

El contenido de polifenoles de P. nigra result6 el doble que el de P. a/ba, tanto en
semilla entera como en cada parte de la misma, encontrandose el mayor valor en la capa
externa o testa. La actividad antioxidante sigui6 el mismo comportamiento que el
contenido de polifenoles, sin embargo resultd significativamente mayor en semillas de P.
nigra.

El analisis comparativo de una harina de vaina entera (con semillas) y otra de
pulpa (sin semillas) demuestra que se puede utilizar la semilla para la obtenciéon de
proteinas o goma como fibra soluble y la fraccién remanente ser utilizada en productos
panificados sin mayores variaciones en el perfil nutricional de los mismos.

Entre las propiedades fisicas a evaluar en harinas, una de las mas importantes es la
actividad acuosa, relacionada con la estabilidad frente al almacenamiento. El contenido de
humedad de la harina de P. a/ba, para la misma actividad acuosa (aw = 0,7), resulté mayor
que el de la harina de P. nigra a 20°C lo que sugiere que la primera puede ser almacenada
en un ambiente de mayor humedad. A su vez las curvas de humedad % vs. aw para P.
alba se ajustaron, para todas las temperaturas, al modelo de GAB; asimismo el aumento

de temperatura disminuy6 el contenido de agua de la monocapa (Wm).

1.3 Productos

Los bocaditos presentaron variacion de color con el tiempo de coccién y al
tiempo final los de mayor aumento fueron las formulaciones con azucar, sola en la
formulacién o aportada por la algarroba; mientras que la de menor produccién de color
resulté la formulaciéon con cantidades equivalentes de los tres aglutinantes. La dureza y
masticabilidad resulté mayor en las formulaciones con mayor contenido de algarroba,
mientras que los bocaditos mas blandos fueron los que no contenfan esta harina. Sin
embargo, tanto el bocadito que contiene solamente azucar y el de proporciones
equivalentes de aglutinantes presentaron igual aceptabilidad global. Esta ultima
formulacion, con iguales proporciones de aztcar, miel y harina de algarroba fue elegida
por su mejor apariencia, con igual percepcién de aroma y dulzor que el bocadito

formulado con azucar.
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Conclusiones generales

Los panificados tipo zuffins con harina del fruto de algarrobo blanco (P. a/ba)
resultaron de mejor calidad que los preparados solamente con harina de maiz o de arroz,
tanto desde el punto de vista de las caracteristicas fisicas de aspecto, color y volumen,
como de propiedades de textura y sensoriales. La muestra con mayor contenido de harina
de algarrobo fue la que presenté menor dureza y consistencia, menor masticabilidad y
mayor adhesividad, lo que confiere sensaciéon de humedad al panificado. La miga a su
vez resulté ser menos resiliente y elastica. Asimismo, este producto presentdé una miga
con mayor porcentaje de area ocupada por alvéolos y mayor densidad de alvéolos por
unidad de area. Este panificado result6 ser el de color mas oscuro, amarronado, por lo
que puede constituir un mimético de productos a base de chocolate libre de gluten.

Un producto tipico de la regiéon del noroeste argentino elaborado con vainas
enteras de algarrobo blanco es la bebida fermentada llamada algja. Las recetas para
preparar aloja se han ido transmitiendo en forma oral de generaciéon en generacion, ya que
es una practica artesanal casera, que depende del elaborador y la regiéon en donde se
elabora. Las vainas tienen una microbiota epifitica muy variable y dependiente de la
humedad del fruto. Los resultados obtenidos demostraron que el proceso de
fermentacion es relativamente corto, a juzgar por el consumo de azicares fermentables y
el crecimiento microbiano, de no mas de 3 dias. La fermentaciéon puede dividirse en dos
etapas: una primera hasta las 18-24 h caracterizada por una intensa fermentacion lactica
que disminuye el pH del medio de 6,4-6,6 inicial a 4,5 lo cual asegura una cierta barrera
para los microorganismos patdgenos; la acidez alcanzada durante esta etapa es de
aproximadamente 0,7 % p/v (expresada como acido lactico) y la bebida tiene aun un
ligero sabor dulce. En la segunda etapa se intensifica la fermentacién alcohélica asociada
al crecimiento de levaduras en la cual los azicares se agotan y el nivel de alcohol llega a
6,5 — 7,5 % p/v, a las 44 h la bebida es agtia y alcohdlica. Mediante el aislamiento en
medios selectivos se siguié la evolucion de la poblaciéon microbiana observandose dos
tipos de colonias de levaduras y un tipo de bacteria lactica. Utilizando métodos
moleculares se logré identificar dos especies de bacterias lacticas Lactobacillus plantarum y
Enterococcus faecium  estas especies estan presentes en fermentados vegetales y tienen
potencial como probidticos. También se lograron identificar dos tipos de levaduras

Wickerhamonzyces anomalusy Saccharomyces cereviceae.
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Conclusiones generales

A pesar del gran numero de variables involucradas (condiciones climaticas previas
a la cosecha, forma de recoleccién y transporte, condiciones de conservacion de las
vainas, tipo de molienda, caracteristicas del agua empleada en el proceso) se ha observado
en el transcurso de 4 afios de ensayos bajo las mismas condiciones de fermentacion en el
laboratorio con vainas cosechadas en distintos lugares, afios y tiempos de
almacenamiento (entre una semana y varios meses), que el proceso fermentativo en lineas
generales siguié la misma cinética y que la bebida evolucioné dentro de cierto rango de
valores de acidez, grado alcohodlico, entre otros, que le son caracteristicos. Una
investigacion mas detallada de la microbiologia de la algja sin duda permitira identificar
con mas detalle la flora microbiana, sus propiedades fermentativas y su impacto en las
propiedades funcionales, nutricionales y sensoriales de la bebida.

De lo expuesto, se concluye que si bien las vainas de algarrobo han sido utilizadas
tradicionalmente en productos regionales y de consumo local como la aloja, su espectro
de aplicaciéon puede ampliarse a diversos tipos de alimentos formulados. Las buenas
propiedades fisicoquimicas y nutricionales de la harina de algarrobo, hacen que la misma
constituya un ingrediente saludable e ideal para la elaboracién de diferentes productos
horneados dulces, como bocaditos y panificados tipo uffins.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis confirman la versatilidad del
fruto del algarrobo como una importante materia prima para la elaboracién de productos
destinados a consumidores en general pero resultando apta también para regimenes libres

de gluten.
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Anexo

1 Anexo Capitulo I

1.1 Reactivos de Carrez

1.1.1  Solucién de Carrez I
Disolver 3,6 ¢ de Hexacianoferrato de potasio K4 [Fe(CN)6].3H20 en 100 mL de
H20 (d).

1.1.2 Solucion de Carrez II
Disolver 7,2 g de sulfato de cinc ZnSO4.7H20 en 100 mL de H20.

1.2 Reactivo de Mortimer
Disolver 0,016 g de rojo de metilo y 0,083 g de verde de bromoctresol en etanol,

luego llevar a volumen en matraz de 100 mL.

1.3 Reactivos para determinar antioxidantes

1.3.1 Soluciéon madre ABTS*+
El radical fue preparado pesando 7 mmol de la sal amoniacal de ABTS y 2.45
mmol de KzS:0s a las que se disolvieron en 1L de H2O (bd) y se lo dejo reaccionar toda

la noche a 20°C en la obscuridad.

1.3.2 Solucion de reacciéon
La solucién de reacciéon de ABTS®* fue preparada diluyendo la solucién madre

con etanol hasta obtener una absorbancia de 0.700 £ 0.03 a2 734 nm.

1.4 Hemoglobina bovina

Pesar 2 g de hemoglobina y disolverla en NaOH 0,5N, agregar 64 mL de agua y
36 g urea, dejar en reposo una hora para que la espuma se destruya, luego agregar 8 g mas
de urea y ajustar el pH a 8 con soluciéon de H3POa.

La urea al ser un agente caotrépico produce la desnaturalizacion de la

hemoglobina, lo que facilita el ataque de la proteasa durante la reaccion.

225



Anexosy

1.5 Reactivos utilizados en electroforesis

1.5.1 Buffer de extraccion
Buffer utilizado para la extraccion de proteinas solubles, el mismo se prepar6 con

H20O (mq) y todos los reactivos utilizados para prepararlo son grado electroforético

Sigma.

Reactivo Concentracion
Trizma® base 0,086 M
Glicina 0,090 M
EDTA 0,003 M

pH 8

1.5.2 Buffer muestra
Buffer utilizado para la siembra de proteinas en el gel, el mismo se preparé con

H2O (mq) y todos los reactivos utilizados para prepararlo son grado electroforético

Sigma.

Reactivo Concentracion
Trizma® base 0,086 M
Glicerol 40 % P/V
Azul de bromofenol 0,02% P/V

pH 8

1.5.3 Gel apilador

Reactivos Concentracion
Acrilamida (30% P/V) — Biscacrilamida (0,8%P/V) 400 L
Buffer stacking 750 pL
Agua bidestilada 1850 puL.
Temed (0,4% V/V) 3 uL
Persulfato de amonio (10% P/V) 100 pL
Volumen total 3 mL
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1.5.4 Gel separador

Anexo-

Gel separador al 11%

Reactivos Concentracion
Acrilamida (30%P/V) — Biscacrilamida (0,8%P/V) 2400 pl
Buffer separador 4X 1500 pl
Agua bidestilada 2100 pl
Temed (0,4%) 6 ul
Persulfato de amonio (10%) 50 pl
Volumen total 6 mL
1.5.5 Buffer stacking

Reactivo Concentracion
Trizma® base 6%P/V
SDS 0,4 % P/V
pH 6,8
1.5.6 Buffer separador

Reactivo Concentracion
Trizma® base 18,1 % P/V
SDS 0,4%P/V

pH 8,8
1.5.7 Buffer de corrida 1X
Reactivo Concentracion
Trizma® base 0,3%p/v
SDS 0,1 % p/v
Glicina 1,44 % p/v
pH 8,3
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1.6 Certificado harinas libres de gluten

Servicio de Determinacion
Cuantitativa de Prolaminas
Departamento de Ciencias Bioldgicas ‘

Facultad de Ciencias Exactas LABORATORIO DE INVESTIGACIONES DEL SISTEMA INMUNE
Universidad Nacional de La Plata FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS, UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA

—— i i0 Libres de Gluten
Certificacion de Productos Libr e

Solicitante:
Cecilia Puppo

Caracteristicas técnicas:

La determinacion de gliadinas es realizada mediante enzimoinmunoensayo competitivo
empleando anticuerpos policlonales, basado en la técnica desarrollada en nuestro laboratorio segin
la publicacién: Chirdo et al, Food Agric. Immunol. (1995) 7: 333-343. Dicho ensayo presenta un limite
de deteccion de 0.1 mg de gliadinas por cada 100 gramos de muestra.

Las muestras.se analizan en alicuotas de extractos chiznidos por triplicado. Cada una de
dichas alicuotas es analizada por duplicado en dos yos independientes. Los resultados
corresponden al promedio de al menos 12 ensayos y se expresan, en base a peso neto, como
miligramos de prolaminas por 100 gramos de muestra (mg/100 g). Se indica como no detectable (nd)
el contenido de prolaminas inferior a 0.1 mg/100 g.

En ciertas muestras, el producto es subdividido y el analisis realizado sobre cada uno de los
componentes en forma independiente.

Muestras recibidas: 23 de octubre de 2015

Producto Resultado
(mg prolaminas/100g)
P. alba nd

Muestra no identificada

P. Nigra nd
Muestra no identificada

J

/
f;ernando Chirdo

Facultad de Ciencias Exactas. UNLP. Calles 47 y 115. (1900). La Plata. Argentina (1900)
Teléfonos: [+54] (221) 4250497 - 4230121/5333(int 45) | E-mail: fchirdo@biol.unlp.edu.ar

LT T TR EEEL S TRRRRET 2 TRRRRE T IR TR 13 PRI U PR L L R
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2 Anexo Capitulo II

2.1 Planilla de ordenamiento por preferencia

Ordenamiento de preferencia bocadito dulce con semillas

Usted recibird cinco muestras de un szack dulce a base de semillas. Por favor ordénelas segin su grado de
preferencia, escribiendo el cédigo de la muestra que mas le gusta a la izquierda siguiendo hacia la derecha con las que

le gustan menos

2.2 Planilla aceptabilidad de bocaditos por atributos

Aceptabilidad de bocaditos a base de semillas

B[00 0] o3 o TN Evaluador:..........
Muestra 314

Disgusta Gusta

g

Aceptabilidad general ° o © o 0 o o o o
Apariencia o o © o 0 o o o o
Cohesividad” o o o o o o o o o
Aroma O O O O O (@] o) @) e}
Dulzor o o o o o o o o o
Astringencia o o o o o o o o o
Muestra 478

Disgusta Gusta
Aceptabilidad general o o o o o o o o o
Apariencia o o o o o o o o o
Cohesividad* o o o o o o o o o
Aroma o o o o o o o o o
Dulzor o o o o o o o o o
Astringencia o o o o o o o o o

“Cohesivo: aglutinante, adherente, adhesivo.
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3 Anexo Capitulo III

3.1 Planilla utilizada para la evaluaciéon sensorial

Aceptabilidad de panificados libres de gluten

[0 5 01 o) ¢ Evaluadot:...............

Usted recibira cuatro muestras de panificados libres de gluten con agregado de harina de algarrobo. Por favor, pruebe

las mismas siguiendo el orden de la planilla sin comparar entre muestras y marque las casillas de acuerdo a su preferencia.

Muestra 550
Disgusta
Aceptabilidad global o o o o o [¢) o o
Color o o o] o o o o o
Aroma o o o o o o o o
Sabor o o o o o o o o
Baja
Masticabilidad * o o o] o ¢ o o o
Muestra 733
Disgusta
Aceptabilidad global S o o o o o o o
Color o o o o o o o o
Aroma o o o] o o o o o
Sabor o o o o o o o o
Baja
Masticabilidad * o o o o o o o o
Muestra 967
Disgusta
Aceptabilidad global © © o o o o o o
Color o o o o o o o o
Aroma o o o o o o o o
Sabor o o o o o o o o
Baja
Masticabilidad * o o o o o o o o
Muestra 211
Disgusta
Aceptabilidad global © © © o o o o o
Color o o o o o o o o
Aroma o o o o o o o o
Sabor o o o] o o o o o
Baja
Masticabilidad * o o o] o o o o o

*Masticabilidad: Resistencia del panificado a desintegrarse en la boca cuando se lo mastica.
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4 Anexo Capitulo IV

4.1 Medios de cultivo

411 Medio WL

El medio WL se prepar6é de acuerdo a la siguiente tabla; como primer paso se
agreg6 el cloranfenicol y se lo solubilizé en agua debido a su baja solubilidad, luego se
agregaron el resto de los componentes y se llevé a pH con HCL Se esterilizé en autoclave
a 121°C durante 15 minutos. Se incub6 a 30°C durante 7 dias momento en el cual se
realiz6 el recuento de microorganismos, prestando atencion a la morfologia de las

colonias y al aroma que emiten durante el crecimiento.

Compuesto g/L
Glucosa 50
Peptona 5
Extracto de levadura 4
KH2PO4 0,55
CIK 0,425
ClCa 0,125
SOMg 0,125
CloFe 0,0025
SOsMn 0,0025
Verde de bromocresol 0,022
Agar 15
Cloranfenicol 0,1

pH 5,5

4.1.2 Medio MRS

El medio MRS utilizado fue adquirido ya formulado al laboratorio Britania
(Buenos Aires, Argentina). Se suspendieron 64 g/L del polvo en agua destilada, se llevé a
ebullicién hasta completa disolucién de los componentes. Se lo autoclavé 15 minutos a
121°C, cuando el medio de cultivo estuvo a una temperatura inferior a los 50 °C se le
agregd dentro del flujo laminar cantidad suficiente de cicloheximida para lograr una
concentraciéon de 40 ppm. Se inoculé en supetficie incubandose a 30°C de forma

aerobica durante 5 dias, tiempo al cual se hizo el recuento de organismos. EI MRS liquido
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utilizado también fue Britania, la composicién es igual difiriendo tnicamente en que el

medio liquido no lleva agar.

Compuesto g/L
Peptona 10
Extracto de carne 8
Extracto de levadura 4
Glucosa 20
K,HPO, 2
Acetato de sodio 5
Citrato de amonio 2
SOsMg 0,2
SOsMn 0,05
Agar 13
Monoleato de sorbitan 1 mL

pH 6,4 10,2

4.1.3 Medio Mac Conkey
Medio utilizado para el desarrollo de microorganismos de facil desarrollo aerobios
y anaerobios facultativos Gram negativos, a partir de muestras de agua y alimentos.

Todas las bacterias de la familia de las enterobacterias desarrollan en este medio.

Compuesto g/L
Peptona de carne 15
Peptona de gelatina 17
Tripteina 1,7
Lactosa 10
Mezcla de sales biliares N°3 1,5
NaCl 5
Rojo neutro 0,03
Cristal violeta 0,001
Agar 13,5

pH 7,1
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414 Medio VRBA

Medio selectivo para recuento de coliformes en alimentos.

Compuesto g/L
Extracto de levadura 3
Peptona 7
Sales biliares 1,5
Lactosa 10
NaCl 5
Agar 15
Rojo Neutro 0,03
Cristal Violeta 0,002

pH 7,4

4.1.5 Medio MSA
Medio utilizado para el crecimiento de bacterias Gram positivas, contiene alta

concentraciéon salina haciéndolo selectivo para estafilococos.

Compuesto g/L
Extracto de carne 1
Peptona de carne 5
Tripteina 5
Manitol 10
NaCl 75
Rojo de fenol 0,025
Agar 15

pH 7,4

4.1.6 Medio PCA

El medio PCA utilizado fue adquirido ya formulado al laboratorio Britania. Se
suspendieron 23,5 g/L del polvo en agua destilada, se llevé a ebullicién hasta completa
disolucién de los componentes. Se autoclavé 15 minutos a 121°C, cuando el medio de
cultivo estuvo a una temperatura inferior a los 50 °C se le agregd dentro del flujo laminar
cantidad suficiente de cicloheximida para lograr una concentracion de 40 ppm. Se inocul6
en supetficie incubandose a 30°C durante 24-48 h, tiempo al cual se hizo el recuento de

microorganismos.
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Compuesto g/L
Extracto de levadura 25
Tripteina 50
Glucosa 1
Agar 15
pH7,2+£0,2

4.1.7 Medio de Wickerham
Medio utilizado para el crecimiento de levaduras que van a ser utilizadas para la

extraccion de ADN.

Compuesto g/L
Glucosa 10
Peptona 5
Extracto de levadura 3
Extracto de malta 3

4.1.8 Medio EMB

El medio EMB utilizado fue adquirido ya formulado al laboratorio Britania, este
medio fue utilizado para el aislamiento selectivo de bacilos Gram negativos de rapido
desarrollo y escasas exigencias nutricionales, permitiendo el desarrollo de todas las

especies de la familia Enterobacteriaceae.

Compuesto g/L
Peptona 10
Lactosa 5
Sacarosa 5
Fosfato dipotasico 2
Agar 13,5
Eosina 0,4
Azul de metileno 0,065

pH 7,2
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4.1.9 Medio Luria Bertani (EB)

Medio de cultivo apto para el crecimiento de enterobacterias.

Compuesto g/L
Triptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 5
pH 7,5

4.2 Tincién de Gram

La tincién de Gram es un tipo de tincion diferencial empleada para diferenciar
organismos denominados Gram positivos que se colorean de color azul y las bacterias
Gram negativas las cuales se tifien de color rojo; esta coloracién diferencial se debe a
propiedades diferenciales que tienen las paredes bacterianas. En esta tincién se fijan las
bacterias mediante un frotis, se agrega cristal violeta y se deja actuar 120 segundos. Se
coloca solucién de Lugol durante 60 seg y se lava con agua. Luego se decolora durante 10
seg con la mezcla acetona:agua 1:1. Se agrega safranina durante 120 seg y se lava con
agua. Se observa al microscopio 6ptico (aumento?? Marca, ciudad, pais) la coloracién de

las colonias.

4.3 Prueba de la catalasa

La catalasa y la peroxidasa son enzimas que destruyen el H2O, dando como
reaccion positiva la aparicion de burbujas de oxigeno. Para realizar la prueba se toman
bacterias de un cultivo sélido se extienden en un portaobjeto y se le agrega una gota de
H>Oo, si la reaccién es catalasa positiva se ve desprendimiento de O, si es catalasa

negativa no hay reaccion.

4.4 Hidroxido de sodio para determinacion de acidez

Se prepar6 una soluciéon 0,1 N de hidroxido de sodio con agua destilada
hervida enfriada temperatura ambiente. La solucion se titulé usando biftalato de potasio
(C8H504K) previamente secado a 105°C durante 8 horas, como estandar interno. Se
pes6 1 g de biftalato de potasio con una precision de cuatro digitos 0,2000g + 0,002 al

que se le agregd 10mL de agua destilada hervida con pipeta de doble aforo. Esta solucién

235




Anexosy

se titul6 con el hidroxido a valorar, calculandose la normalidad siguiendo la siguiente

ecuacion:

gdebiftalatopesados * 1000

N (NaOH) =
(NaOH) mLNaOHgastados * PMbiftalato

4.5 Fase movil para TLC

Se prepara la fase movil utilizando los compuestos y cantidades descriptos en la

tabla.
Compuesto Cantidad
n-butanol 100 mL
Agua destilada 100 mL
Acido férmico 10,7 mL
Verde de bromocresol 1% P/V 15 mL

En un vaso de precipitado a temperatura ambiente y en agitacion se agrega el agua
destilada, el acido férmico, la solucién de verde de bromocresol y el n-butanol; se lleva a
ampolla de decantaciéon durante toda la noche descartando al dia siguiente la fase no

coloreada

4.6 Geles de agarosa

4.6.1 Soluciones de trabajo

4611 Buffer TAE (50X)

Compuesto Cantidad
Tris Base 242 ¢/L
Acido acético glacial 571 mL / L
EDTA 146¢ /L
La solucién de trabajo utilizada es 1X

4.6.1.2 Bromuro de etidio
El bromuro de etidio es un agente intercalante, utilizado en electroforesis

en gel de agarosa, cuando se expone a luz UV emite un tono rojo anaranjado que se
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intensifica luego de haberse unido a las cadenas de ADN. Se prepara una solucién madre

de 10 mg / mL en agua destilada.

4.6.1.3 Bufter de muestta

Compuesto Cantidad
Azul de bromofenol 0,025 % p/v
Glicerol 70 % p/v
EDTA 12 mM
H2O (bd) c.s.p 100 mL

4.6.2 Preparacion de los geles

Se midi6 con probeta la cantidad necesaria del buffer TAE 1X, luego se trasvasé a
un erlenmeyer, se agregaron los gramos de agarosa necesaria segun el porcentaje del gel
que se desee armar se calenté en microondas hasta que la agarosa estuvo completamente
soluble. Cuando la temperatura de la solucién disminuyé al punto en el que se pudo
tomar el erlenmeyer de la base con la mano, se agregaron 4 pul. de bromuro de etidio al

1% p/v cada 100 mL de solucién. Se preparé el gel en un molde especial para ese fin.

4.6.3 Desarrollo de los geles

Una vez preparados los geles, los mismos se sumergieron en buffer TAE 1X hasta
que quedaron totalmente tapados. Una vez cubiertos por el buffer se sembraron 6 uL. de
muestra compuesta por Sul. de muestra de ADN y 1 uLL de buffer de corrida. En una de
las calles de gel se sembré un marcador de pares de bases que sirve para identificar
cuantos pares de bases tiene la muestra que se esta corriendo. Una vez sembrado se les
aplicé corriente a 100 V (150 mA) durante una hora. El ADN que esta cargado
negativamente migra hacia el catodo. Los geles una vez terminados de correr se
observaron con luz UV a 260 nm, la que hace que el ADN intercalado con bromuro de

etidio fluorezca.
4.7 Biologia molecular

4.7.1 Primers Bacterias
27F (Forward 5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)
1492R (Reverse 5- TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3)
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4.7.2 Primers Levaduras
NL-1 (Forward 5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3)
NL-4 (Reverse 5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3)

4.7.3 ARNTr 16s

En la tabla se muestran todos los reactivos utilizados para la amplificacion
del ARNr 16S. La mezcla de reaccion se prepard dentro un tubo eppendorf de 100uL en
bafio de hielo, teniendo ciertos recaudos como poner el ADN o molde en primer lugar
asegurandose que la gota quede en el fondo del tubo. El agua utilizada fue MiliQQ o agua
destilada filtrada por filtro de membrana de 0,22 pum y esterilizada en autoclave 15

minutos 121°C. El ultimo recaudo es que la polimerasa se agreg6 sin sacar del frizer.

St e Concentracion | Concentracion en la 50 pL finales
inicial mezcla de reaccion | mezcla de reaccion

1 ADN 150 ng / uL ~3ng / uL 1 ul

2 HO 35,25 ul.

3 Buffer 10X 1X 5ulL

4 MgClz 50 mM 1,5mM 1,5 ul.

5 dNTPS (Invitrogen)* 10 mM c/u 0,4 mM c/u 2 uL

6 Primer 27F (Invitrogen) 10 uM 0,5 uM 2,5uL

7 Primer 1492R (Invitrogen) 10 uM 0,5 uM 2,5uL

8 GoTaq® Polimerasa 50/ uL 1,25U 0,25 uL.

*dN'TP: mezcla de desoxinucleotidostrifosfato

4.7.4 Dominio D1/D2 levaduras

En la tabla se muestran todos los reactivos utilizados para realizar la amplificacion
del dominio D1/D2 del ARNr 28S. La mezcla de reacciéon se prepar6é dentro un tubo
eppendorf de 100uL en bafo de hielo, teniendo ciertos recaudos como poner el ADN o
molde en primer lugar asegurandose que la gota quede en el fondo del tubo, al agua debe
ser en lo posible MiliQQ o agua destilada filtrada por filtro de membrana de 0,22 um y
esterilizada en autoclave 15 minutos 121°C; el ultimo recaudo es que la polimerasa se

agrega sin sacar del frizer.
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S et S Concentracion Concentracion en la 50 pL finales
inicial mezcla de reaccion | mezcla de reaccion

1 ADN 150 ng / uL ~3ng / ul. 1 uL

2 HO 32,75 uL.

3 Buffer Go Taq®Promega 5X 1X 10 L.

4 dNTPS (Invitrogen)* 10 mM c/u 0,2 mM c/u 1ul.

5 Primer NL1 (Sigma) 10 uM 0,5 uM 2,5uL

6 Primer NL4 (Sigma) 10 pM 0,5 uM 2,5uL

7 Go Taq®Polimerasa 5U0/uL 1,25U 0,25 uL.

*dNTP: mezcla de desoxinucleotidostrifosfato

4.8 Buffer de lisis para extraccion de ADN de levaduras

En la tabla se muestran los componentes del buffer de lisis, todos los reactivos

utilizados son aptos para biologfa molecular, una vez solubilizados los componentes, el

buffer se lleva a pH 8.

Compuesto Cantidad
Triton X-100 2%p/v
SDS 1% p/v
NaCl 100 mM
Tris-HCl pH 8 10 mM
EDTA 1 mM

pH 8
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